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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-NGF y procedimientos de uso los mismos

Campo de la invencién

La invencion se refiere a anticuerpos anti-NGF (tales como anticuerpos antagonistas anti-NGF). La invencién se
refiere ademas al uso de tales anticuerpos en el tratamiento de osteoartritico.

Antecedentes de la invencion

El factor de crecimiento nervioso (NGF) fue la primera neurotrofina que se identificé y su papel en el desarrollo y
supervivencia de neuronas tanto periféricas como centrales se han caracterizado bien. Se ha mostrado que NGF es
un factor de supervivencia y mantenimiento critico en el desarrollo de neuronas sensoriales simpaticas periféricas y
embrionarias y de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal. Smeyne y col., Nature 368: 246-249 (1994) y
Crowley y col., Cell 76: 1001-1011 (1994). NGF regula positivamente la expresion de neuropéptidos en neuronas
sensoriales (Lindsay y Harmer, Nature 337: 362-364 (1989)) y su actividad esta mediada a través de dos receptores
unidos a membrana diferentes, el receptor TrkA y el receptor de neurotrofina comun p75 (en ocasiones
denominados receptores de NGF de “alta afinidad” y de “baja afinidad” respectivamente). Chao y col., Science 232:
518-521 (1986). Para una revision sobre NGF, véase Huang y col., Annu. Rev. Neurosci. 24: 677-736 (2001); Bibel y
col., Genes Dev. 14: 2919-2937 (2000). Se ha determinado la estructura cristalina de NGF y NGF en complejo con
receptor trkA. Véase Nature 254: 411 (1991); Nature 401:184-188 (1996).

El factor de crecimiento nervioso (NGF) fue la primera neurotrofina que se identificé y su papel en el desarrollo y
supervivencia de neuronas tanto periféricas como centrales se han caracterizado bien. Se ha mostrado que NGF es
un factor de supervivencia y mantenimiento critico en el desarrollo de neuronas sensoriales simpaticas periféricas y
embrionarias y de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal. (Smeyne y col., Nature 368: 246-249 (1994) y
Crowley y col., Cell 76: 1001-1011 (1994)). NGF regula positivamente la expresién de neuropéptidos en neuronas
sensoriales (Lindsay y Harmer, Nature 337: 362-364 (1989)) y su actividad esta mediada a través de dos receptores
unidos a membrana diferentes, el receptor de tirosina quinasa TrkA y el receptor de p75 que esta estructuralmente
relacionado con otros miembros de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (Chao, y col., Science 232:
518-521 (1986)).

Ademas de sus efectos en el sistema nervioso, NGF se ha implicado crecientemente en procesos fuera del sistema
nervioso. Por ejemplo, se ha mostrado que NGF potencia la permeabilidad vascular (Otten, y col., Eur J Pharmacol.
106: 199-201 (1984)), potencia las respuestas inmunes de linfocitos T y B (Otten, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86: 10059-10063 (1989)), induce diferenciacion de linfocitos y proliferacion de mastocitos y provoca la liberacion de
sefiales biolégicas solubles de mastocitos (Matsuda, y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA 85: 6508-6512 (1988); Pearce,
y col., J. Physiol. 372: 379-393 (1986); Bischoff, y col., Blood 79: 2662-2669 (1992); Horigome, y col., J. Biol. Chem.
268: 14881-14887 (1993)). Aunque se ha mostrado que NGF afadido de forma exdgena es capaz de tener todos
estos efectos, es importante observar que se ha mostrado sélo en pocas ocasiones que NGF endégeno es
importante en cualquiera de estos procesos in vivo (Torcia, y col., Cell. 85(3): 345-56 (1996)). Por lo tanto, no esta
claro cual podria ser el efecto, si lo hubiera, de inhibir la bioactividad de NGF enddgeno.

NGF se produce por varios tipos celulares incluyendo mastocitos (Leon, y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA 91: 3739-
3743 (1994)), linfocitos B (Torcia, y col., Cell 85: 345-356 (1996), queratinocitos (Di Marco, y col., J. Biol. Chem. 268:
22838-22846), células de musculo liso (Ueyama, y col., J. Hypertens. 11: 1061-1065 (1993)), fibroblastos (Lindholm,
y col., Eur. J. Neurosci. 2:795-801 (1990)), células epiteliales bronquiales (Kassel, y col., Clin, Exp. Allergy 31: 1432-
40 (2001)), células mesangiales renales (Steiner, y col., Am. J. Physiol. 261: F792-798 (1991)) y miotubos de
musculo esquelético (Schwartz, y col., J Photochem. Photobiol. B66: 195-200 (2002)). Se han descubierto
receptores de NGF en una diversidad de tipos celulares fuera del sistema nervioso. Por ejemplo se ha descubierto
TrkA en monocitos humanos, linfocitos T y B y mastocitos.

Se ha observado una asociacion entre aumento de los niveles de NGF y una diversidad de afecciones inflamatorias
en pacientes humanos asi como varios modelos animales. Estas incluyen lupus eritematoso sistémico (Bracci-
Laudiero, y col., Neuroreport 4: 563-565 (1993)), esclerosis multiple (Bracci-Laudiero, y col., Neurosci. Lett. 147: 9-
12 (1992)), psoriasis (Raychaudhuri, y col., Acta Derm. I'enereol. 78: 84-86 (1998)), artritis (Falcim, y col., Ann.
Rheum. Dis. 55: 745-748 (1996)), cistitis intersticial (Okragly, y col., J. Urology 161: 438-441 (1999)) y asma (Braun,
y col., Eur. Jimmunol. 28: 3240-3251 (1998)).

Sistematicamente, un nivel elevado de NGF en tejidos periféricos esta asociado con hiperalgesia e inflamacion y se
ha observado en varias formas de artritis. El sinovio de los pacientes afectados por artritis reumatoide expresa altos
niveles de NGF mientras que se ha indicado que en sinovio no inflamado NGF es indetectable (Aloe, y col., Arch.
Rheum. 35: 351-355 (1992)). Se vieron resultados similares en ratas con artritis reumatoide inducida
experimentalmente (Aloe, y col., Clin. Exp. Rheumatol. 10: 203-204 (1992)). Se han indicado niveles elevados de
NGF en ratones artriticos transgénicos junto con una aumento del nimero de mastocitos (Aloe, y col., Int. J. Tissue
Reactions-Exp. Clin. Aspects 15: 139-143 (1993)). La Publicacién de PCT N° WO 02/096458 desvela el uso de
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anticuerpos anti-NGF de ciertas propiedades en el tratamiento de diversos trastornos relacionados con NGF tales
como afeccion inflamatoria (por ejemplo, artritis reumatoide). Se ha indicado que un anticuerpo anti-NGF purificado
inyectado en ratones transgénicos artriticos que portan el gen del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) humano
provoco reduccion del numero de mastocitos, asi como una reduccion de los niveles de histamina y sustancia P
dentro del sinovio de ratones artriticos (Aloe y col., Rheumatol. Int. 14: 249-252 (1995)). Se ha mostrado que la
administracion exogena de un anticuerpo de NGF redujo el nivel potenciado de TNF-a que aparece en ratones
artriticos (Manni y col., Rheumatol. Int. 18: 97-102 (1998)).

Ademas, se observo expresion aumentada de NGF y receptor de NGF de alta afinidad (TrkA) en condrocitos de
osteoartritis humana (lannone y col., Rheumatology 41: 1413-1418 (2002)).

Woolf y col Neuroscience 62(2): 327-331 (1994) desvela la inyeccidon de adyuvante completo de Freund que da
como resultado hiperalgesia mecanica y térmica que se inhibié por antisuero anti NGF. Theodosiou y col Pain 81(3):
245-255 (1999) desvela dafio nervioso provocado por transeccion e hiperalgesia mecanica y térmica aliviada por
medio de antisuero anti NGF. Leem y col Abstracts of the Annual Meeting of the Society for Neuroscience 26(1/02)
(Noviembre 2000) desvela que un anticuerpo anti NGF es capaz de aliviar el dolor debido a lesién de la médula
espinal. Lewin y col The European Journal of Neuroscience 6(12): 1903-1912 (1994) desvela la administracion de
una unica embolada de NGF que conduce a hiperalgesia mecanica y térmica en ratas y que un tratamiento anti NGF
inhibe la hiperalgesia térmica. Gould y col Brain Research 854 (1-2): 19-29 (2000) desvela que la administracion de
NGF regula positivamente la expresion de canales de sodio en neuronas sensoriales y que esta regulacion positiva
coincide con el desarrollo de hiperalgesia térmica y mecanica. Djouhri y col The Journal of neuroscience 21(22):
8722-8733 (2001) desvela que NGF regula las reducciones inducidas por inflamacion en la duracion de potenciales
de accion de neuronas sensoriales, aumenta la velocidad de activacion de neuronas y la actividad espontanea. Ma y
col Neuroreport 8(4): 807-810 (1997) desvela que la inflamacion periférica mediada por adyuvante de Freund y la
hipersensibilidad tactil/hiperalgesia resultante de la misma esta provocada directamente por NGF. Tanaka Tomohiro
y col Environmental Medicine 44(2): 72-74 (2000) muestra que la terapia con anticuerpo anti NGF es ineficaz contra
artritis inducida por adyuvante.

Se han indicado anticuerpos antagonistas anti-NGF de roedores. Véase., por ejemplo, Hongo y col, Hybridoma
(2000) 19(3): 215-227; Ruberti y col. (1993) Cell. Molec. Neurobiol. 13(5): 559-568. Sin embargo, cuando se usan
anticuerpos de roedores de forma terapéutica en seres humanos, se desarrolla una respuesta de anticuerpo anti-
murino humano en ndmeros significativos de individuos tratados. Ademas, las funciones efectoras de anticuerpos de
ratén han demostrado ser menos eficaces en el contexto humano. Por lo tanto, existe una necesidad importante de
anticuerpos antagonistas anti-NGF incluyendo anticuerpos antagonistas anti-NGF humanizados.

Breve sumario de la invenciéon

La invencion desvelada en el presente documento se refiere a anticuerpos para factor de crecimiento nervioso. En
un aspecto, la invencion es un anticuerpo antagonista anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) o fragmento de
union a antigeno del mismo para su uso en el tratamiento del dolor osteoartritico en un individuo. En otro aspecto, la
invencion proporciona el uso de un anticuerpo antagonista anti NGF o un fragmento de union a antigeno del mismo
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del dolor osteoartritico en un individuo.

En otro aspecto, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado y con afinidad madurada, E3, que se une
especificamente a factor de crecimiento nervioso (“NGF”) humano y de roedor. Las secuencias de aminoacidos de
las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de E3 se muestran en las Figuras 1A (SECID N° 1) y 1B
(SEC ID N° 2), respectivamente. Las partes de CDR del anticuerpo E3 (incluyendo CDR de Chothia y Kabat) se
representan en forma de diagrama en las Figuras 1Ay 1B. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y
ligera de E3, y de las CDR extendidas individuales también se muestran posteriormente (véase, “secuencias de
anticuerpo” posteriormente).

En otro aspecto, el anticuerpo comprende un fragmento o una region del anticuerpo E3 (denominado de forma
intercambiable “E3” en el presente documento). En una realizacion, el fragmento es una cadena ligera del anticuerpo
E3 como se muestra en la Figura 1B. En otra realizacién, el fragmento es una cadena pesada del anticuerpo E3
como se muestra en la Figura 1A. En otra realizacion mas, el fragmento contiene una o mas regiones variables de
una cadena ligera y/o una cadena pesada del anticuerpo E3. En otra realizaciéon mas, el fragmento contiene una o
mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) de una cadena ligera y/o una cadena pesada del
anticuerpo E3 como se muestra en la Figura 1A'y 1B.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende una cadena ligera que se codifica por un polinucleétido que se produce
por una célula huésped con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 o ATCC N° PTA-4894. En otro aspecto,
el anticuerpo comprende una cadena pesada que esta codificada por un polinucleétido que se produce por una
célula huésped con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. En otro aspecto, el anticuerpo comprende (a)
una cadena ligera que esta codificada por un polinucleétido que se produce por una célula huésped con un nimero
de deposito de ATCC N° PTA-4894 o ATCC N° PTA-4893; y (b) una cadena pesada que esta codificada por un
polinucledtido que se produce por una célula huésped con un ndmero de depdsito de ATCC N° PTA-4895 (por
conveniencia en el presente documento, el polinucleétido o los polinucleétidos producidos por una célula huésped
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depositada se denominan con un numero de depdsito de ATCC N° PTA-4894, PTA-4893 y PTA-4895). En otro
aspecto, el anticuerpo comprende una region variable de cadena ligera que se codifica por un polinucleétido que se
produce por una célula huésped con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4894 o ATCC N° PTA-4893. En otro
aspecto, el anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada que esta codificada por un polinucleétido
que se produce por una célula huésped con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. En otro aspecto, el
anticuerpo comprende (a) una region variable de cadena ligera de una cadena ligera que esta codificada por un
polinucleétido que se produce por una célula huésped con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4894 o ATCC
N° PTA-4893 y (b) una region variable de cadena pesada que esta codificada por un polinucleétido que se produce
por una célula huésped con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. En otro aspecto mas, el anticuerpo
comprende una o mas CDR codificadas por (a) un polinucleétido que se produce por una célula huésped con un
numero de depdsito de ATCC N° PTA-4894; y/o (b) una cadena pesada que esta codificada por una polinucleétido
que se produce por una célula huésped con un nimero de deposito de ATCC N° PTA-4895.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende la region constante de IgG2a de cadena pesada humana. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende la regidon constante kappa de cadena ligera humana. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una regiéon constante modificada tal como una regiéon constante que es
inmunoldgicamente inerte, por ejemplo, no desencadena lisis mediada por complemento, o no estimula citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC). En otras realizaciones, la region constante se modifica
como se describe en Eur. J. Immunol. (1999) 29: 2613-2624; Publicacion de PCT N° WO 99/58572. En otras
realizaciones mas, el anticuerpo comprende una region constante de IgG2a de cadena pesada humana que
comprende las siguientes mutaciones: A330P331 a S330S331 (numeracion de aminoacidos con referencia a la
secuencia de IgG2a de tipo silvestre). Eur. J. Immunol. (1999) 29: 2613-2624.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende uno cualquiera o mas de los siguientes: a) una o mas CDR del anticuerpo
E3 mostradas en las Figuras 1Ay 1B; b) CDR H3 de la cadena pesada del anticuerpo E3 mostrada en la Figura 1A;
c) CDR L3 de la cadena ligera del anticuerpo E3 mostrada en la Figura 1B; d) tres CDR de la cadena ligera del
anticuerpo E3 mostradas en la Figura 1B; €) tres CDR de la cadena pesada del anticuerpo E3 mostradas en la
Figura 1A; y f) tres CDR de la cadena ligera y tres CDR de la cadena pesada del anticuerpo E3 mostradas en las
Figuras 1A y 1B. La invencién proporciona adicionalmente un anticuerpo que comprende uno cualquiera o mas de
los siguientes: a) una o mas (una, dos, tres, cuatro, cinco o seis) CDR derivadas del anticuerpo E3 mostradas en las
Figuras 1A'y 1B; b) una CDR derivada de CDR H3 de la cadena pesada de anticuerpo E3 mostrada en la Figura 1A;
y/o c¢) una CDR derivada de CDR L3 de la cadena ligera de anticuerpo E3 mostrada en la Figura 1B. En algunas
realizaciones, las CDR pueden ser CDR de Kabat, CDR de Chothia CDR o una combinacion de CDR de Kabat y
Chothia (denominadas CDR “extendidas” o “combinadas” en el presente documento). En algunas realizaciones, los
anticuerpos se unen a NGF (tal como NGF humano). En algunas realizaciones, los anticuerpos comprenden
cualquiera de las configuraciones de CDR (incluyendo combinaciones, variantes, etc.) descritas en el presente
documento.

En un aspecto, los anticuerpos comprenden una regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N° 9, en
la que 134 es S, L, V, A o |; y N35 se sustituye con N, T o S. Por conveniencia en el presente documento,
“sustituido” o “es” en este contexto o referencia a un aminoacido se refieren a seleccion de aminoacido o
aminoacidos para una posicion dada. Como resulta evidente, la sustitucion, o seleccion, puede ser el aminoacido
representado en una SEC ID o Figura.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N° 10,
enlaque M50es M, 1,G,Q,SolL;A62esAoS;yL63esLoV.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N° 11,
enlaqueY100esY,LoR;enlaqueY101esYoW;enlaque G103es G,Ao0S;enlaque T104esTo S;enla
que S105es S,AoT;enlaque Y106 es Y,R, To M; enlaque YO7 esY o F;enlaque F108 es F o W; en la que
D109esD,NoG;yenlaque Y110esY,K,S,RoT.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N° 11,
enlaqueY100esY,LoR;enlaqueY101esYoW;enlaque G103es G,A0S;enlaqueT104esTo S;enla
que S105es S,Ao0T;enlaque Y106 esY,R, ToM;enlaque Y107 esY o F; enlaque F108 es F o W; en la que
D109es S, A, C,G,D, N, To G; yenlaque Y110 es cualquier aminoacido.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N° 11,
enlaque G98esG,S,A,C,V,N,DoT;enlaque G9es G,S,A,C,V,N,DoT;enlaqueY100esY,LoR;enla
que Y101 esY o W; enlaque G103 es G,A,0S;enlaque T104es To S; enlaque S105es S, Ao T; en la que
Y106 esY,R, ToM;enlaque Y107esYoF;enlaque F108 es FoW;enlaque D109es S,A,C,G,D,N, ToG;y
en la que Y110 es cualquier aminoacido.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N° 12, en
laque S26 esSoF; D28 es D, S,Ao0Y;yH32esH,NoQ.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N° 13, en
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laquel5tes|, T,VoA;yS56esSoT.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N° 14, en
laque S91es SoE;K92esK,H,RoS;yenlaque Y% esYoR.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N° 14, en
la que S91 es S o E; K92 es cualquier aminoacido; T93 es cualquier aminoacido; y en la que Y96 es Y o R.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 9, en la que
134esS,L,V,Ao0l;yN35esN, ToS.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 10, en la que
M50esM,I,G,Q,SolL;A62esA,0S;yL63esLoV.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 11, en la que
Y100esY,LoR;enlaque Y101 esY o W;enlaque G103es G,A0 S;enlaque T104 es T o S; en la que S105 es
S,AoT;enlaqueY106esY,R, ToM;enlaque YI07esYoF;enlaqueF 108 es Fo W;enlaque D109esD, N
oG;yenlaqueY110esY,K,S,RoT.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 11, en la que
Y100esY,LoR;enlaque Y101 esY oW;enlaque G103es G, Ao S;enlaque T104es T o S en la que S105 es
S,AoT;enlaqueY106esY,R, ToM;enlaqueY107esYoF;enlaqueF 108 esF o W;enlaqueD109es S, A,
C,G,D, N, ToG;yenlaque Y110 es cualquier aminoacido.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 11, en la que
G98esG,S,AC,V,N,DoT;enlaqueG9es G,S,A C,V,N,DoT;enlaque Y100 es Y, LoR;enlaque Y101
esYoW;enlaque G103 es G,Ao0S;enlaque T104esTo S;enlaque S105es S,Ao0 T;enlaque Y106 es Y, R,
ToM;enlaqueY107esYoF;enlaque F108 es FoW;enlaque D109 es S, A, C,G, D, N, To G; y en la que
Y110 es cualquier aminoacido.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 12, en la que
S26esSoF;D28esD,S,AoY;yH32esH,NoQ.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 13, en la que
151es|,T,VOA;yS56esSoT.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 14, en la que
S91esSo0E;K92esK, H,RoS;yenlaque Y96 esY oR.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 14, en la que
S91 es S o E; K92 es cualquier aminoacido; T93 es cualquier aminoacido; y en la que Y96 es Y o R.

En otro aspecto, los anticuerpos (incluyendo anticuerpos humanizados) comprenden una regién variable de cadena
pesada que comprende la region CDR1 de la SEC ID N° 9, enla que 134 es S, L, VAo l;yN35es N, To S; la
region CDR2 de SEC ID N° 10, enlaque M50 es M, I, G, Q,SoL; A62es Ao S;yL63 esL oV, ylaregion CDR3
de SECIDN°11,enlaque Y100 esY,LoR;enlaque Y101esYoW;enlaque G103es G,Ao0S;enlaque T
104esToS;enlaqueS105esS,AoT;enlaque Y1I06esY,R, ToM;enlaque Y107 es Y o F; enlaque F108
esFoW;enlaque D109 esD,No G;enlaque Y110 esY, K, S, Ro T. En algunas realizaciones, la region variable
de cadena pesada comprende la region CDR3 de SEC ID N° 11, enlaque Y100 es Y,Lo R; enlaque Y101 es Y o
W; enlaque G103es G,Ao0S;enlaque T104esTo S;enlaque S105es S,Ao0T;enlaque Y106es Y, R, To M;
enlaque Y107 es Yo F;enlaque FI08 es FoW; enlaque D109es S, A, C,G, D, N, To G; en laque Y110 es
cualquier aminoacido. En ofras realizaciones, la regién variable de cadena pesada comprende la region variable de
CDR3de SECIDN°11,enlaque G98 es G,S,A, C,V,N,DoT;enlaqueG9es G,S,A, C,V,N,DoT;enla
que Y100 es Y, Lo R;enlaque Y101 esY o W; enlaque G103 es G, Ao S; enlaque T104 es T o0 S; en la que
S105es S,A,0T;enlaque Y106 es Y, R, T, o M; enla que Y107 es Y o F; en la que F108 es F o W; en la que
D109es S, A, C,G,D,N, ToG;yenlaque Y110 es cualquier aminoacido. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende adicionalmente una region variable de cadena ligera de anticuerpo.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una region variable de cadena ligera que comprende la region CDR1
de SECIDN°12,enlaque S26 es So F; D28 es D, S, Ao Y;yH32es H, No Q; laregion CDR2 de SEC ID N° 13,
enlaque151es|, T,VoA;yS56esSoT,;ylaregion CDR3 de SEC ID N° 14, en la que S91 es S 0 E; K92 es K,
H, Ro S; yenlaque Y9 es Y o R. En algunas realizaciones, la region variable de cadena ligera comprende la
region CDR3 de SEC ID N° 14, en la que S91 es S o E; K92 es cualquier aminoacido; T93 es cualquier aminoacido;
y en la que Y96 es Y o R. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende adicionalmente una cadena pesada de
anticuerpo.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden (a) una regién variable de cadena pesada que comprende la region
CDR1de SECIDN°9,enlaque 134esS,L,VAol;yN35esN, ToS; laregion CDR2 de SEC ID N° 10, en la que
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M50esM,1,G,Q,SoL;A62es Ao S;yL63 esLoV;ylaregion CDR3 de SECID N°11,enlaque Y100es Y, Lo
R;enlaque Y101 esYoW;enlaque G103es G,Ao0S;enlaque T104esTo S;enlaque S105esS,Ao0T;enla
que Y106 esY,R, ToM;enlaque Y107 es Yo F;enlaque F108 es Fo W; enlaque D 109 es D, No G; en la que
Y110 es Y, K, S, Ro T; y (b) una region variable de cadena ligera que comprende la regiéon CDR1 de SEC ID N° 12,
enlaque S26 esSoF; D28 es D, S,Ao0Y;yH32esH, No Q; laregion CDR2 de SEC ID N° 13, en la que 151 es |,
T,VoA;yS56esSoT;ylaregion CDR3 de SECID N° 14, enlaque S91es So E; K92 es K, H,Ro S; yen la que
Y96 es Y o R. En algunas realizaciones, la region variable de cadena ligera comprende la region CDR3 de SEC ID
N° 14, en la que S91 es S o E; K92 es cualquier aminoacido; T93 es cualquier aminoacido; y en la que Y96 es Y o R.
En algunas realizaciones, la region variable de cadena pesada comprende la region CDR3 de SEC ID N° 11, en la
que Y100esY,LoR;enlaque Y101 esYoW;enlaque G103es G,AoS;enlaqueT104esTo S;enlaque
S105esS,Ao0T;enlaque Y106 es Y,R, ToM;enlaque Y107 esY o F; enlaque F108 es F o W; en la que D109
es S, A, C,G,D,N, ToG;enlaque Y110 es cualquier aminoacido. En algunas realizaciones, la region variable de
cadena pesada comprende la region CDR3 de SEC ID N° 11, enla que G98 es G, S, A, C, V, N, D o T; en la que
G99esG,S,AC,V,N,DoT;enlaqueY100esY,LoR;enlaqueY101esY oW;enlaque G103es G,Ao0S;
enlaque T104esTo S;enlaque S105es S,Ao0T;enlaque Y106 esY,R, T,oM;enlaque YI07esYoF;enla
que F108 es F o W; enla que D109 es S, A, C, G, D, N, T o G; y en la que Y110 es cualquier aminoacido. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende adicionalmente una cadena ligera de anticuerpo.

En otro aspecto, los anticuerpos (incluyendo un anticuerpo humanizado) comprenden una secuencia de aminoacidos
mostrada en SEC ID N° 9, enlaque 134 es S, L, V, Ao |; y N35 es N, T o S; una secuencia de aminoacidos
mostrada en SEC ID N° 10, enlaque M50 es M, |, G, Q, So L; A62es Ao S; y L63 es L o V; y una secuencia de
aminoacidos mostrada en SEC ID N° 11, enlaque Y100 es Y,Lo R; enlaque Y101 es Y o W; en la que G103 es
G,Ao0S;enlaque T104esTo S;enlaque S105esS,Ao0T;enlaque Y106esY,R, ToM;enlaque Y107 esY o
F; en la que F108 es F o W; en la que D109 es D, N, o G; en la que Y110 es Y, K, S, R o T. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 11, en la que Y100
esY,LoR;yenlaqueY101esYoW;enlaque G103es G,Ao0S;enlaqueT104esTo S;enlaque S105es S,
AoT;enlaque Y106 esY,R, ToM;enlaque Y107 esYoF;enlaque F108 es Fo W;enlaque D109es S, A, C,
G,D, N, ToG;yenlaque Y110 es un aminoacido cualquiera. En otras realizaciones, el anticuerpo comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 11, enlaque G98es G, S, A, C,V, N, D o T; enla que G99 es G,
S,A,C,V,N,DoT;enlaqueY100esY,LoR;enlaque Y101 esY oW; enlaque G103 es G, Ao S; enla que
T104esTo S;enlaque S105es S,Ao0T;enlaque Y106 esY,R, To M;enlaque Y107 es Y o F; en la que F108
esFoW;enlaque D109 es S, A, C, G, D, N, ToG;yenlaque Y110 es cualquier aminoacido. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende adicionalmente una region variable de cadena ligera de anticuerpo.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 12, en la que
S26esSoF;D28es D, S,Ao0Y;yH32esH, N o Q; una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 13, en
laquel5t1esl|, T,VoA;yS56esSoT;yunasecuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 14, en la que S91
esSoE;K92es K, H, Ro S;yenlaque Y9 es Y o R. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 14, en la que S91 es S o E; K92 es cualquier aminoacido; T93 es
cualquier aminoacido; y en la que Y96 es Y o R. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende adicionalmente
una region variable de cadena pesada de anticuerpo.

En otro aspecto, los anticuerpos comprenden (a) una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 9, en la que
I34esS,L,V,Aol;yN35es N, T oS; una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 10, en la que M50 es
M, I,G,Q,SolL;A62es Ao S;yL63esL oV;yuna secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 11, en la
que Y100 es Y, Lo R;enlaque Y101 esY o W; enlaque G103 es G, Ao S; enlaque T104 es T 0 S; en la que
S105esS,Ao0T;enlaque Y106 esY,R, ToM;enlaque Y107 esY o F; enlaque F108 es F o W; en la que D109
esD,NoG;yenlaqueY110esY,K, S, RoT,;y (b)una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 12, en
laque S26 es So F; D28 es D, S, Ao Y; yH32 es H, N, 0 Q; una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°
13,enlaquel51es|, T,VoA;yS56esSoT,yuna secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 14, en la
que S91es SoE; K92es K, H,Ro S; yenlaque Y9 es Y o R. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende
una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 14, en la que S91 es S o E; K92 es cualquier aminoacido;
T93 es cualquier aminoacido; y en la que Y96 es Y o R. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 11, enla que Y100 es Y,Lo R; enlaque Y101 es Y o W; en la
que G103 es G,Ao0S;enlaque T104esTo S;enlaque S105es S,AoT;enlaque Y106 esY,R, ToM;enla
que Y107 es Y o F; en la que F108 es F o W; enlaque D 109 es S, A, C, G, D, N, T o G; en la que Y110 es
cualquier aminoacido. En otras realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
SECIDN°11,enlaque G98es G,S,A,C,V,N,DoT;enlaque G9es G, S,A C,V,N,DoT;enlaque Y100 es
Y,LoR;enlaque Y101esYoW;enlaque G103 es G,Ao0S;enlaque T104esTo S;enlaque S105es S, A, 0
T;enlaque Y106esY,R, ToM;enlaque Y107esYoF;enlaque F108 es FoW;enlaqueD109es S, A, C, G,
D, N, To G; yenlaque Y110 es cualquier aminoacido. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende
adicionalmente una region variable de cadena ligera de anticuerpo.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una region
CDR1de SECIDN°9,enlaquel34es S, L,V Aol yN35se sustituye con N, T o S; (b) una region CDR2 de SEC
IDN°10,enlaque M50 es|,G,Q,SolL;A62esA0S;yL63esLoV;y(c)unaregion CDR3 de SEC ID N° 11, en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2564 752 T3

laque Y100esY,LoR;enlaque Y101 esY oW;enlaque G103es G,Ao0S;enlaque T104es T o S; enla que
S105esS,Ao0T;enlaque Y106 esY,R, ToM;enlaque Y107 es Y o F; enlaque F108 es F o W; en la que D109
esD,NoG;yenlaqueY110es Y, K, S, RoT;en la que el anticuerpo se une a NGF.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende una regiéon variable de cadena ligera que comprende: (a) una region
CDR1de SECIDN°12,enlaque S26 es So F; D28 es D, S, Ao Y;y H32 es H, N, o Q; (b) una region CDR2 de
SECIDN°13,enlaquel5t1es|, T,VoA;yS56esSoT,y(c)unaregiéon CDR3 de SEC ID N° 14, en la que K92 es
K,H,R,0S;yenlaque Y96 es Y o R; en la que el anticuerpo se une a NGF.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende (a) una region variable de cadena pesada que comprende: (i) una region
CDR1 de SEC ID N° 9, en la que 134 se sustituye con S, L, V A o |; y N35 se sustituye con N, T o S; (ii) una region
CDR2 de SECIDN°10,enlaque M50 es |, G,Q,SoL; A62es Ao S;yL63 esL oV;y (iii) una region CDR3 de
SECIDN°11,enlaque Y100esY,LoR;enlaque Y101 esY oW;enlaque G103 es G, Ao S;enlaque T104 es
ToS;enlaque S105esS,Ao0T;enlaqueY106esY,R, ToM;enlaqueY107esYoF;enlaqueF 108 esF o
W; enla que D109 es D, No G; enla que Y110 es Y, K, S, R o T; y (b) una region variable de cadena ligera que
comprende: (i) una regién de CDR1 de SECID N° 12, enlaque S26 esSoF; D28 esD, S,Ao0Y;yH32esH,No
Q; (ii) una region de CDR2 de SEC IDN° 13, enlaquel51es|, T,Vo A;y S56 es S o T, y (iii) una region de CDR3
de SECIDN°14,enlaque S91es SoE; K92esK,H,Ro S;yenlaque Y96 es Y oR; en la que el anticuerpo se
une a NGF.

A no ser que se indique de otro modo, la seleccion (por ejemplo, sustitucion) de un aminoacido en un localizacion se
selecciona de forma independiente de la seleccién de un aminoacido en cualquier otra localizacion.

En algunas realizaciones, los anticuerpos se unen a NGF (tal como NGF humano). En algunas realizaciones, los
anticuerpos comprenden cualquiera de las configuraciones de CDR (incluyendo combinaciones, variaciones, etc.)
descritas en el presente documento.

Como resulta evidente a partir de la descripcion del presente documento, la numeracién de region variable usada en
el presente documento es numeracion secuencial. Un experto en la materia entiende facilmente que existen varios
sistemas de numeracion de anticuerpos (tales como numeracion de Kabat y Chothia) y como convertir la numeracion
secuencial a otro sistema de numeracion, tal como numeracion de Kabat o numeracién de Chothia.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos (tal como una secuencia de CDR3)
seleccionada de SEC ID N° 46 o 50. En otras realizaciones mas, el anticuerpo comprende adicionalmente una o mas
de las secuencias de aminoacidos mostradas en SEC ID N° 3, 4, 5, 6, 7 y 8. En otras realizaciones mas, el
anticuerpo comprende adicionalmente una o mas de las secuencias de aminoacidos mostradas en SEC ID N° 9, 10,
11,12, 13, 14 y 15.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos (tal como una regién CDR, tal como una
region CDR H1 y/o CDR H2) seleccionada de (a) SEC ID N° 28 y/o 29; (b) SEC ID N° 30 y/o 31; (c) SEC ID N° 32 y/o
33; (d) SEC ID N° 34 y/o 35; (e) SEC ID N° 36 y/o 37; (f) SEC ID N° 38 y/o 39; y (g) SEC ID N° 40 y 41. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos (tal como una regiéon CDR H1) seleccionada
de SEC ID N° 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia de
aminoacidos (tal como una regién CDR H2) seleccionada de SEC ID N° 29, 31, 33, 35, 37, 39 y 41. En otras
realizaciones mas, el anticuerpo comprende adicionalmente una o mas de las secuencias de aminoacidos
mostradas en SEC ID N° 3, 4, 5, 6, 7 y 8. En otras realizaciones mas, el anticuerpo comprende adicionalmente una o
mas de las secuencias de aminoacidos mostradas en SEC ID N° 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos (tal como una regién CDR, tal como una
region CDRL1 y/o CDR L2) seleccionada de (a) SEC ID N° 18 y/o 19; (b) SEC ID N° 20 y/o 21; y (c) SEC ID N° 22
y/o 23. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos (tal como una regiéon CDR
L1) seleccionada de SEC ID N° 18, 20 y 22. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia de
aminoacidos (tal como una region CDR L2) seleccionada de SEC ID N° 19, 21 y 23. En otras realizaciones mas, el
anticuerpo comprende adicionalmente una o mas de las secuencias de aminoacidos mostradas en SEC ID N° 3, 4,
5, 6, 7, 8. En otras realizaciones mas, el anticuerpo comprende adicionalmente una o mas de las secuencias de
aminoacidos mostradas en SEC ID N° 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos (tal como una regién CDR, tal como una
region CDR3 y/o CDR H3) seleccionada de (a) SEC ID N° 51 y/o 52; (b) SEC ID N° 55 y/o 56; (c) SEC ID N° 57 y/o
58; (c) SEC ID N° 59 y/o 60; (d) SEC ID N° 61 y/o 62; (e) SEC ID N° 63 y/o 64. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos (tal como una region CDR L3) seleccionada de SEC ID N° 51,
55, 57, 59, 61 y 63. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos (tal como una
region CDR H3) seleccionada de SEC ID N° 52, 56, 58, 60, 62 y 64. En otras realizaciones mas, el anticuerpo
comprende adicionalmente una secuencia de aminoacidos mostrada en una o mas de SEC ID N° 18, 19, 30y 31. En
otras realizaciones mas, el anticuerpo comprende adicionalmente una o mas de las secuencias de aminoacidos
mostradas en SEC ID N° 3, 4, 5, 6, 7 y 8. En otras realizaciones mas, el anticuerpo comprende adicionalmente una o
mas de las secuencias de aminoacidos mostradas en SEC ID N° 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15.
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En otro aspecto, el anticuerpo comprende una o mas de una secuencia de aminoacidos (tal como una region CDR)
mostrada en SEC ID N° 61, 63, 18, 19, 30 y 31.

En un aspecto, el anticuerpo antagonista anti-NGF se une a NGF (tal como NGF humano) con una alta afinidad. En
algunas realizaciones, la alta afinidad es (a) unién de NGF con una Kp de menos de aproximadamente 2 nM (tal
como cualquiera de aproximadamente 1 nM, 800 pM, 600 pM, 400 pM, 200 pM, 100 pM, 90 pM, 80 pM, 70 pM, 60
pM, 50 pM 0 menos) y/o una ko mas lenta de aproximadamente 6x10° s™); y/o (b) inhibicion (reduccion y/o bloqueo)
de supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales E13.5 de raton con una CI50 (en presencia
de NGF aproximadamente 15 pM) de aproximadamente cualquiera de 200 pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40
pM, 20 pM, 10 pM o menos; y/o (c) inhibicién (reduccion y/o bloqueo) de la supervivencia dependiente de NGF
humano de neuronas trigeminales E13.5 de ratén con una CI50 (en presencia de NGF aproximadamente 1,5 pM) de
aproximadamente cualquiera de 50 pM, 40 pM, 30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM o menos; y/o (d)
inhibicion (reduccion y/o bloqueo) de supervivencia dependiente de NGF de rata de neuronas trigeminales E13.5 de
ratéon con una CI50 (en presencia de NGF aproximadamente 15 pM) de aproximadamente cualquiera de 150 pM,
125 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 30 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM o menos; y/o (e) inhibicion (reduccion y/o
bloqueo) de supervivencia dependiente de NGF de rata de neuronas trigeminales E13.5 de ratén con una CI50 (en
presencia de NGF aproximadamente 1,5 pM) de aproximadamente cualquiera de 30 pM, 25 pM, 20 pM, 15 pM, 10
pM, 5 pM, 4 pM, 3 pM, 2 pM, 1 pM o menos; y/o (f) union de NGF con afinidad mas alta que el receptor trkA.

En otro aspecto, los anticuerpos (a) se unen a NGF (tal como NGF humano) con una Kp de menos de
aproximadamente 2 nM (tal como cualquiera de aproximadamente 1 nM, 800 pM, 600 pM, 400 pM, 200 pM, 100pM,
90 pM, 80 pM, 70 pM, 60 pM, 50 pM o menos) y/o una ko mas lenta de aproximadamente 6x10° s™; y/o (b) inhiben
la supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales E13.5 de ratén con una CI50 (en presencia
de NGF aproximadamente 15 pM) de aproximadamente cualquiera de 200 pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40
pM, 20 pM, 10 pM o menos; y/o (c) inhiben la supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales
E13.5 de ratén con una CI50 (en presencia de NGF aproximadamente 1,5 pM) de aproximadamente cualquiera de
50 pM, 40 pM, 30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM o menos; y/o se unen a NGF con afinidad mas alta
que el receptor trkA. En algunas realizaciones, los anticuerpos (a) se unen a NGF con una Kp de menos de
aproximadamente 2 nM; (b) inhiben la supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales E13.5
de ratdén con una CI50 de aproximadamente 100 pM o menos, en la que la CI50 se mide en presencia de NGF
aproximadamente 15 pM; y/o (c) inhiben la supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales
E13.5 de raton con una CI50 de aproximadamente 10 pM o menos, midiéndose la CI50 en presencia de NGF
aproximadamente 1,5 pM, midiéndose la CI50 en presencia de NGF aproximadamente 15 pM. En algunas
realizaciones, los anticuerpos (a) se unen a NGF con una Kp de menos de aproximadamente 100 pM; (b) inhiben la
supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales E13.5 de raton con una CI50 de
aproximadamente 20 pM o menos, midiéndose la CI50 en presencia de NGF aproximadamente 15 pM; y/o (c)
inhiben la supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales E13.5 de ratén con una CI50 de
aproximadamente 2 pM o menos, midiéndose la CI50 en presencia de NGF aproximadamente 1,5 pM.

Como resulta evidente a partir de la descripcion del presente documento, se excluyen especificamente de la
invencion realizaciones de polipéptidos que consisten en la secuencia de aminoacidos idéntica a una secuencia de
aminoacidos de anticuerpo monoclonal de ratén, 911. Las secuencias de CDR extendidas de Mab 911 se muestran
en las Figuras 1Ay 1By en SEC ID N° 9-14.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona cualquiera de los anticuerpos anteriores, adicionalmente estando
el anticuerpo aislado. En algunas realizaciones, el anticuerpo esta sustancialmente purificado. En otras realizaciones
mas, el anticuerpo tiene afinidad madurada. En otras realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo antagonista. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende secuencias marco humanas. En otras realizaciones mas, el
anticuerpo comprende uno o mas restos marco no humanos. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a NGF
(tal como NGF humano) con una Kp de 2 nM o menos. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una o
mas (tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o mas) sustituciones de aminoacidos humanos en relaciéon con una secuencia de
aminoacidos no humana (tal como una secuencia de regién variable, tal como una secuencia de CDR, tal como una
secuencia marco). En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende al menos 1, al menos 2 o mas, tal como al
menos 3, 4, 5, 6 0 mas sustituciones de aminoacidos en relacién con una secuencia de aminoacidos de polipéptido
parental (tal como una secuencia de aminoacidos de anticuerpo 911, tal como una cualquiera o mas de SEC ID N°
9-14). En algunas realizaciones, la afinidad de unién del anticuerpo se ha alterado (en algunas realizaciones se ha
aumentado) en relacion con la afinidad de un anticuerpo parental (tal como Mab 911). En otras realizaciones mas, la
afinidad de union del anticuerpo es mas baja que la afinidad de unién del receptor trkA por NGF (tal como NGF
humano). En algunas realizaciones, los anticuerpos son anticuerpos humanos. En otras realizaciones, los
anticuerpos son anticuerpos humanizados. En otras realizaciones mas, los anticuerpos son anticuerpos
monoclonales. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo con afinidad madurada.

La divulgacion proporciona polinucleétidos (incluyendo polinucledtido aislado) que comprenden polinucleétidos que
codifican cualquiera de las realizaciones anteriores.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende un polinucleétido que codifica
un fragmento o una regién del anticuerpo E3 (denominado de forma intercambiable “E3” en el presente documento).
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En una realizacion, el fragmento es una cadena ligera del anticuerpo E3 como se muestra en la Figura 1B. En otra
realizacion, el fragmento es una cadena pesada del anticuerpo E3 como se muestra en la Figura 1A. En ofra
realizacion mas, el fragmento contiene una o mas regiones variables de una cadena ligera y/o una cadena pesada
del anticuerpo E3. En otra realizaciéon mas, el fragmento contiene una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de una cadena ligera y/o una cadena pesada del anticuerpo E3 como se muestra en las
Figuras 1Ay 1B.

En otro aspecto, la invencién es un polinucleétido aislado que comprende un polinucleétido que codifica anticuerpo
E3. En algunas realizaciones, el polinucleétido comprende uno o ambos de los polinucleétidos mostrados en las
Figuras 2y 3.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polinucledtido aislado que codifica una cadena ligera de E3 con un
numero de deposito de ATCC N° PTA-4893 o ATCC N° PTA-4894. En otro aspecto, la divulgacién proporciona un
polinucleétido aislado que codifica una cadena pesada de E3 con un nimero de depésito de ATCC N° PTA-4895. En
otro aspecto mas, la divulgacidon proporciona un polinucleétido aislado que comprende (a) una regién variable
codificada en el polinucleétido con un ndmero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 o PTA-4894 y (b) una region
variable codificada en el polinucleétido con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. En otro aspecto, la
divulgaciéon proporciona un polinucledtido aislado que comprende (a) una o mas CDR codificadas en el
polinucleétido con un nimero de depésito de ATCC N° PTA-4893 o PTA-4894 y/o (b) una o mas CDR codificadas en
el polinucleétido con un numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona polinucleétidos que codifican cualquiera de los anticuerpos (incluyendo
fragmentos de anticuerpo) o polipéptidos descritos en el presente documento.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona vectores (incluyendo vectores de expresion y clonacion) y células
huésped que comprenden cualquiera de los polinucleétidos desvelados en el presente documento.

Como resulta evidente a partir de la descripcion del presente documento, se incluyen especificamente de la
invencion realizaciones de polinucleétidos que consisten en la secuencia polinucleotidica idéntica a una secuencia
polinucleotidica de anticuerpo monoclonal de ratén, 911. Las secuencias de CDR extendidas de Mab 911 se
muestra en las Figuras 1A'y 1B y en SEC ID N° 9-14.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una célula huésped que comprende un polinucledtido que codifica
cadena ligera de E3 y un polinucledtido que codifica cadena pesada de E3, en la que el polinucleétido o los
polinucleétidos que codifican la cadena ligera de E3 tienen un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 y/o ATCC
N° PTA-4894, y el polinucledtido que codifica la cadena pesada de E3 de un ndmero de depdsito de ATCC N° PTA-
4895. En algunas realizaciones, la célula huésped que comprende polinucleétido que comprende (a) una region
variable codificada en el polinucleétido con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 o PTA-4894; y/o (b) una
region variable codificada en el polinucledtido con un ndmero de depodsito de ATCC N° PTA-4895. En algunas
realizaciones, la célula huésped comprende un polinucledtido que codifica (a) una o mas CDR codificadas en el
polinucleétido con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 o PTA-4894; y/o (b) una o mas CDR codificadas
en el polinucleétido con un numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. En algunas realizaciones, la célula huésped
es una célula de mamifero.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un complejo de NGF unido por anticuerpo E3. En otro aspecto, el
complejo esta aislado. En otro aspecto, el complejo esta sustancialmente purificado.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un complejo de NGF unido con cualquiera de los anticuerpos o
polipéptidos descritos en el presente documento. En otro aspecto, el complejo esta aislado. En otro aspecto, el
complejo esta sustancialmente purificado.

En otro aspecto, la invenciéon es una composicion farmacéutica que comprende cualquiera de los anticuerpos tales
como anticuerpo E3 o polinucleétidos descritos en el presente documento, tales como composiciones farmacéuticas
que comprenden el anticuerpo E3 o un anticuerpo que comprende un fragmento del anticuerpo E3 y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, para su uso en el tratamiento de dolor osteoartritico en un individuo.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para generar anticuerpo E3 que comprende preparar
una célula huésped que comprende un vector de expresion que codifica anticuerpo E3; cultivar la célula huésped o
descendencia de la misma en condiciones que permiten la produccién de anticuerpo E3; y purificar el anticuerpo E3.
En algunas realizaciones, el vector de expresion comprende una o ambas de las secuencias polinucleotidicas
mostradas en las Figuras 2 y 3.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para generar anticuerpo E3 que comprende expresar
un polinucledtido que codifica cadena ligera de E3 y un polinucledtido que codifica cadena pesada de E3 en una
célula adecuada, en el que el polinucledtido que codifica cadena ligera de E3 tiene un nimero de depdsito ATCC N°
PTA-4893 y/lo ATCC N° PTA-4894, y el polinucledtido que codifica cadena pesada de E3 tiene un nimero de
depdsito ATCC N° PTA-4895; generalmente seguido de recuperacion y/o aislamiento del anticuerpo.
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En otro aspecto, la divulgacion proporciona procedimientos para generar cualquiera de los polipéptidos (tales como
anticuerpos) descritos en el presente documento expresando uno o mas polinucleétidos que codifican el anticuerpo
(que puede expresarse de forma separada como una cadena ligera o pesada sencilla, o puede expresarse tanto una
cadena ligera como una pesada de un vector) en una célula adecuada, generalmente seguido de recuperacion y/o
aislamiento del anticuerpo o los polipéptidos de interés.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un procedimiento para antagonizar la actividad biolégica de NGF (tal
como NGF humano) usando cualquiera de los polipéptidos (incluyendo anticuerpos tales como anticuerpo E3)
desvelados en el presente documento. En una realizacion, el procedimiento comprende poner en contacto el factor
de crecimiento nervioso humano con cualquiera de los polipéptidos (incluyendo anticuerpo E3) descritos en el
presente documento, por lo que la actividad de NGF (tal como una actividad de factor de crecimiento nervioso
humano) se antagoniza, reduce, bloquea o suprime.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para detectar NGF usando cualquiera de los
polipéptidos (incluyendo anticuerpos tales como anticuerpo E3) descritos en el presente documento. La presencia de
NGF se detecta detectando un complejo entre NGF y cualquiera de los polipéptidos descritos en el presente
documento (tales como anticuerpo E3). El término “deteccién” como se usa en el presente documento incluye
deteccion cualitativa y/o cuantitativa (medicion de los niveles) con o sin referencia a un control.

En otro aspecto, la invencion es una cantidad eficaz de una composicién que comprende el anticuerpo E3 o
cualquiera de las realizaciones de anticuerpos descritas en el presente documento para su uso en el tratamiento de
dolor osteoartritico.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para prevenir o tratar dolor de artritis reumatoide en un
individuo administrando una cantidad eficaz de anticuerpo antagonista anti-NGF al individuo. Se ha mostrado de
acuerdo con la divulgacién que un anticuerpo antagonista anti-NGF es capaz de inhibir o bloquear el dolor asociado
con artritis reumatoide. En algunas realizaciones, el dolor se alivia en un periodo de aproximadamente 24 horas
después de la administracion del anticuerpo antagonista anti-NGF. En algunas realizaciones, el dolor se alivia en un
periodo de aproximadamente 4 dias después de administrar el anticuerpo antagonista anti-NGF. En algunas
realizaciones, el dolor se alivia antes de observar o en ausencia de un indicio de mejora de la afeccion inflamatoria
en el individuo.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona procedimientos para reducir la incidencia de dolor de artritis reumatoide,
aliviar el dolor de artritis reumatoide, suprimir el dolor de artritis reumatoide, paliar el dolor de artritis reumatoide y/o
retardar la aparicion, desarrollo o progresion del dolor de artritis reumatoide en un individuo, comprendiendo dicho
procedimiento administrar una cantidad eficaz de anticuerpo antagonista anti-NGF al individuo.

En otro aspecto, la invencion posibilita el tratamiento del dolor osteoartritico en un individuo administrando una
cantidad eficaz de anticuerpo antagonista anti-NGF al individuo.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona procedimientos para tratar caquexia inflamatoria (pérdida de peso)
asociada con artritis reumatoide en un individuo que comprende administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo
antagonista anti-NGF. En otro aspecto, la invencion posibilita la reduccion de la incidencia de dolor osteoartritico,
aliviar el dolor osteoartritico, suprimir el dolor osteoartritico, paliar el dolor osteoartritico y/o retardar la aparicion,
desarrollo o progresion de dolor osteoartritico en un individuo, administrando una cantidad eficaz de anticuerpo
antagonista anti-NGF al individuo.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona kits y composiciones que comprenden una cualquiera o mas de las
composiciones descritas en el presente documento. Estos kits, generalmente en envasado adecuado y
proporcionados con instrucciones adecuadas, son Utiles para cualquiera de los procedimientos descritos en el
presente documento.

La invencion también proporciona cualquiera de las composiciones y los kits descritos bien en el contexto de su uso
como medicamento y/o bien en el de su uso para preparacion de un medicamento, en el tratamiento del dolor
osteoartritico en un individuo.

Breve descripcion de las figuras

FIGURA 1A: muestra la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo E3
(marcado “6” y “5 + H3 de maduracién de afinidad”). Las CDR de Chothia y CDR de Kabat se representan por
texto subrayado y texto en negrita y en cursiva, respectivamente. La Figura 1A también muestra el alineamiento
de las siguientes secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada; (2) secuencia aceptora de
linea germinal humana VH4-59 (marcada “VH4-59" o “2”); (3) las secuencias aceptoras con injertos de las CDR
extendidas del anticuerpo de ratén 911 (marcado como “injertado con CDR” o “3”); (4) las secuencias aceptoras
con injertos de CDR que incluyen la sustitucion V71K (marcada ““3 + una mutacion de region marco” o “4”); (5) el
clon que contiene CDR H1 y H2 (marcado “5” 0 “4 + H1, H2 con maduracion de afinidad”); y anticuerpo E3 (como
se ha descrito anteriormente).

FIGURA 1B: muestra la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo E3
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(marcado “5” o0 “4 + L3 con maduracion de afinidad”). Las CDR de Chothia y CDR de Kabat se representan por
texto subrayado y texto en negrita y cursiva, respectivamente. La Figura 1B también muestra el alineamiento de
las siguientes secuencias de aminoacidos de region variable de cadena ligera: (2) secuencia aceptora de linea
germinal humana 08 (marcada “O8” o “2”); (3) las secuencias aceptoras con injertos de las CDR extendidas del
anticuerpo de raton 911 (marcadas “injerto de CDR” o “3”); (4) las secuencias aceptoras con injertos de CDR
(marcadas “3 + L1, L2 con maduracién de afinidad” o “4”); (5) el clon que contiene CDR L1 y L2 con afinidad
madurada (marcado “5” o “4 + L3 con maduracion de afinidad”); y el anticuerpo E3 (como se ha descrito
anteriormente).

FIGURA 2: muestra un polinucleétido que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica la region
variable de cadena pesada del anticuerpo E3.

FIGURA 3: muestra un polinucleétido que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica la region
variable de cadena ligera del anticuerpo E3.

FIGURA 4: es una grafica que representa supervivencia dependiente de NGF de neuronas E13.5 en presencia
de diversas concentraciones de NGF humano y de rata. El eje X corresponde a concentracion de NGF (ng/ml) y
el eje Y corresponde a neuronas contadas.

FIGURA 5: es una grafica que compara el efecto de bloqueo de NGF de diversos Fab en presencia de NGF
humano 0,04 ng/ml (aproximadamente 1,5 pM; mostrado en el panel inferior) o NGF humano 0,4 ng/ml
(aproximadamente 15 pM; mostrado en el panel superior). Se evalué la supervivencia de las neuronas
trigeminales de raton E13.5 en diversas concentraciones de Fab E3; Fab 911 murino; y Fab H19-L129 y Fab
8L2-6D5. La CI50 (en pM) se calculd para cada Fab a cada concentracion de NGF y se muestra en la Tabla 9.
Fab E3 bloqueo fuertemente la supervivencia de neuronas trigeminales dependiente de NGF humano, con una
CI50 de aproximadamente 21 pM en presencia de NGF humano 15 pM y una CI50 de aproximadamente 1,2 pM
en presencia de NGF humano 1,5 pM. Los Fab 3C y H19-L129 también bloquearon fuertemente la supervivencia
de neuronas trigeminales dependiente de NGF humano. En ambos paneles, el eje X corresponde a
concentracion de anticuerpo (nM) y el eje Y corresponde a neuronas contadas. NGF 1,5 pM estaba cerca de la
CI150, mientras que 15 pM representaba una concentracion saturante de NGF.

FIGURA 6: es una grafica que compara el efecto de bloqueo de NGF de diversos Fab en presencia de NGF de
rata 0,04 ng/ml (aproximadamente 1,5 pM; mostrado en el panel inferior) o NGF de rata 0,4 ng/ml
(aproximadamente 15 pM; mostrado en el panel superior). Se evalud6 la supervivencia de neuronas trigeminales
de ratén E13.5 en diversas concentraciones de Fab E3; Fab 911 murino; y Fab H19-L129 y 8L2-6D5 como se ha
descrito anteriormente. Se calculé la CI50 (en pM) para cada Fab a cada concentracion de NGF y se muestran
en la Tabla 9. Fab E3 bloqued fuertemente la supervivencia de neuronas trigeminales dependiente de NGF
humano, con una CI50 de aproximadamente 31,6 pM en presencia de NGF de rata 15 pM y una CI50 de
aproximadamente 1,3 pM en presencia de NGF de rata 1,5 pM. Los Fab 3C y H19-L129 también bloquearon
fuertemente la supervivencia de neuronas trigeminales dependiente de NGF de rata. NGF 1,5 pM era
aproximadamente la CI50, mientras que 15 pM representd una concentracion de saturacion de NGF. En ambos
paneles, el eje de las X corresponde a la concentracion de anticuerpo (nM) y el eje Y corresponde a neuronas
contadas.

FIGURA 7: es una grafica que representa el dolor en reposo evaluado 24 horas después de la cirugia y que
muestra que el tratamiento con anticuerpo anti-NGF E3 0,02 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,6 mg/kg o 1 mg/kg redujo el
dolor. “*” indica una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,5) del control negativo.

FIGURA 8: es una grafica que representa el dolor en reposo evaluado 24 horas después de la cirugia y que
muestra que el tratamiento con anticuerpo anti-NGF E3 0,5 mg/kg redujo significativamente (p < 0,005) el dolor
en reposo cuando se inyecté dos horas después de la cirugia.

FIGURA 9: es una grafica que muestra los resultados de analisis de BlAcore de la afinidad de unién con NGF
humano del anticuerpo de ratén 911 $Fab). El anticuerpo de ratén 911 se unié a NGF con una KD de 3,7 nM, ko
de 8,4x10°s™ y konde 2,2 x 10*Ms™.

FIGURA 10: es una grafica que muestra los resultados de analisis de BlAcore de la afinidad de unién por NGF
humano del anticuerpo E3 (Fab) (denominado “Fab 3E”). E3 se uni6 a NGF humano con una KD de
aproxim%da1mente 0,07 nM (y con una kon de aproximadamente 6,0 x 14° M5 y una Ko de aproximadamente
42x107s™).

FIGURA 11: es una grafica que representa que el anticuerpo E3 bloquea la interaccion de NGF con sus
receptores, trkA y p75, segun se evalia por porcentaje de unién detectado entre NGF y trkA (mostrado en
circulos negros) y NGF y p75 (mostrado como cuadrados vacios). El eje X corresponde a la concentracion de
anticuerpo 3E (Fab) y el eje Y corresponde a union de NGF (porcentaje de UR maximo). Concentraciones
aumentadas de Fab E3 bloquearon la interacciéon de NGF tanto con p75 como con trkA, como se muestra por la
reduccion de la sefial (medida en UR). Cuando la concentracién de anticuerpo E3 (Fab) se igualdé con la
concentracion de NGF no se observé union de NGF (como se muestra por una sefial de cero).

FIGURA 12: es una grafica que representa la capacidad de bloqueo de NGF humano del anticuerpo completo E3
y Fab E3. Se evaluaron la supervivencia de neuronas trigeminales de ratéon E13.5 en presencia de NGF humano
y diversas concentraciones de Fab E3 y anticuerpo E3. El eje X corresponde a sitios de uniéon a NGF (nM) y el
eje Y corresponde a conteo normalizado de neuronas trigeminales (TG). El anticuerpo completo 3E y Fab E3
mostraron niveles similares de inhibicion de supervivencia dependiente de NGF de neuronas trigeminales cuando
la concentracion de anticuerpo completo y Fab se normalizaron al nimero de sitios de union a NGF (Fab tiene un
sitio de unién y el anticuerpo completo tiene dos sitios de union).

FIGURA 13: es una grafica que representa la capacidad de diversas concentraciones (20, 4, 0,8, 0,16, 0,032,
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0,0064, 0,00128 y 0,0 nM) del anticuerpo E3 (triangulos sdlidos; denominado “3E”), anticuerpo 911 (circulos
soélidos) y una inmunoadhesina de receptor trkA (cuadrados sombreados; denominada “trkA-Fc) para inhibir
supervivencia dependiente de NGF de neuronas trigeminales E13,5 en presencia de NGF humano 0,4 ng/ml
(condiciones de saturacion). El eje X corresponde a la concentracion de anticuerpo (nM) y la concentracion de Y
corresponde a neuronas contadas. Estos resultados demostraron que el anticuerpo E3 bloqueaba NGF
significativamente mejor que el anticuerpo anti-NGF monoclonal de ratén 911 o la inmunoadhesina de trkA.
FIGURA 14: es un grafico que representa que el anticuerpo antagonista anti-NGF E3 (denominado “3E en la
figura”) o Fab 911 no inhibié la supervivencia neuronal promovida por NT3, NT4/5 y MSP, incluso a
concentraciones de anticuerpo tan altas como 200 nM. Los datos representaron la media del porcentaje de
supervivencia después de 48 horas en cultivo (+ error tipico de la media, n = 3 para cada punto de datos) en
relacion con la supervivencia observada en el control positivo para cada experimento (100 % de supervivencia de
neuronas trigeminales crecidas en presencia de concentracion de NGF saturante). Se usaron diversas
concentraciones (20 nM, 2 nM o 0,2 nM) de Fab E3 (denominado “3E” en la figura) y Fab de anticuerpo de ratén
911 sin neurotrofina afiadida (denominado “control”), en presencia de NGF 400 pM (denominado “NGF-400 pM),
NT3 10 nM (denominado “NT3-10nM) o MSP 600 pM (denominado “MSP-600 pM).

FIGURA 15: es una grafica que representa que el anticuerpo antagonista anti-NGF E3 (Fab o anticuerpo
completo) (denominado “3E en la figura”) o anticuerpo de ratéon 911 (Fab o anticuerpo completo) no inhibio la
supervivencia neuronal promovida por NT3, NT4/5 y MSP, incluso a concentraciones de anticuerpo tan altas
como 200 nM. Se usaron diversas concentraciones (200 nM y 80 nM) de Fab y anticuerpo completo E3 y
anticuerpo completo y Fab de anticuerpo de ratén 911 sin neurotrofinas afiadidas (denominado “sin factor”), en
presencia de NGF 400 pM (denominado “NGF-400 pM), NT3 10 nM (denominado “NT3-10nM) o MSP 600 pM
(denominado “MSP-600 pM).

FIGURA 16: es una grafica que representa que el anticuerpo antagonista anti-NGF E3 o Fab E3 no inhibi6 la
supervivencia de neuronas nodosas E17 promovida por BDNF, NT4/5 o LIF. También se ensayé el anticuerpo
anti-NGF de raton 911, y se observaron resultados similares. Se ensayaron diversas concentraciones (200 nM o
80 nM) de anticuerpo completo E3 (denominado “3E en la figura”), Fab E3, anticuerpo completo 911 o Fab 911
sin neurotrofinas afiadidas (denominado “sin factores”), en presencia de BDNF 400 pM (denominado “BDNF-400
pM), NT4/5 400 pM (denominado “NT4/5-400 pM) o LIF 2,5 nM (denominado “LIF-2,5 nM).

FIGURA 17: es una grafica que representa que el anticuerpo antagonista anti-NGF E3 o Fab E3 no inhibi6 la
supervivencia de neuronas nodosas E17 promovida por BDNF, NT4/5 o LIF. Se ensayaron diversas
concentraciones (200 nM, 20 nM, 2 nM) de Fab E3 (denominado “3E en la figura”), o Fab 911 sin neurotrofinas
afadidas (denominado “control”), en presencia de BDNF 400 pM (denominado “BDNF 400 pM), NT4/5 400 pM
(denominado “NT4, 5-400 pM) o LIF 2,5 nM (denominado “LIP-2,5 nM).

FIGURA 18: es una grafica que demuestra la respuesta nociceptiva en ratas artriticas (modelo de artritis
reumatoide) después de administracion de anticuerpos anti-NGF (E3 y 911) en D14 y D19. Se administré E3 (1
mg/kg, i.v. el dia 14 y dia 19), 911 (10 mg/kg, i.v. el dia 14 y dia 19) o indo (indometacina 3 mg/kg, p.o.
diariamente durante 10 dias) a ratones artriticos. Los valores de intensidad de vocalizacion se expresan en mV
como media = e.t.m.

FIGURA 19: es una grafica que demuestra los efectos de anticuerpos anti-NGF en el peso corporal en artritis en
ratas (modelo de artritis reumatoide) después de administracion de anticuerpos anti-NGF en D14 y D19. Se
administraron E3 (1 mg/kg, i.v. el dia 14 y dia 19), 911 (10 mg/kg, i.v. el dia 14 y dia 19) o indo (indometacina 3
mg/kg, p.o. diariamente durante 10 dias) a ratones artriticos. Los valores de peso corporal se expresan en
gramos como media = e.t.m.

FIGURA 20: es una grafica que demuestra la respuesta nociceptiva en ratas artriticas (modelo de artritis
reumatoide) después de administracion de diferentes dosis de anticuerpo anti-NGF E3 (0,003 mg/kg, 0,03 mg/kg,
0,3 mg/kg y 5 mg/kg) en D14 y D18. Los valores de intensidad de vocalizacion se expresan en mV como media +
e.tm.

FIGURA 21: es una grafica que demuestra los efectos de anticuerpo anti-NGF E3 en el porcentaje de peso el dia
14 (normalizado el dia 14) en ratas artriticas (modelo de artritis reumatoide) después de administracion de
diferentes dosis de anticuerpo anti-NGF E3 (0,03 mg/kg, 0,3 mg/kg y 5 mg/kg) en D14 y D18.

FIGURA 22: es una grafica que demuestra los efectos de anticuerpo anti-NGF E3 en la pérdida de peso en ratas
artriticas (modelo de artritis reumatoide) después de administracion de diferentes dosis de anticuerpo anti-NGF
E3 (0,03 mg/kg, 0,3 mg/kg y 5 mg/kg) en D14 y D18. Los valores de peso corporal se normalizaron al dia 0.
FIGURA 23: representa la secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada de E3 (Fig. 23A) y
secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera (Fig. 23B), numeradas usando numeracion
secuencial, numeracién de Kabat y numeracién de Chothia.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencién desvelada en el presente documento proporciona anticuerpos antagonistas anti-NGF para su uso en el
tratamiento del dolor osteoartritico. Los anticuerpos pueden unirse a NGF (tales como NGF humano) con alta
afinidad. La invencién proporciona adicionalmente anticuerpos derivados de E3 que se unen a NGF y desvela
procedimientos para preparar y usar estos anticuerpos. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado, E3, que se une a factor de crecimiento nervioso (“NGF”). La divulgacién también proporciona
polipéptidos de E3 que se unen a NGF, y polinucleétidos que codifican anticuerpo y/o polipéptido E3.
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La invencion desvelada en el presente documento también posibilita el tratamiento de dolor osteoartritico en un
individuo mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo antagonista anti
NGF.

La divulgacion también proporciona procedimientos para prevenir y/o tratar dolor de artritis reumatoide en un
individuo por administraciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo antagonista anti-NGF.

La divulgacion también proporciona procedimientos para ajustar la afinidad de un anticuerpo y procedimientos para
caracterizar una region CDR.

Técnicas generales

La practica de la presente invencién empleara, a no ser que se indique de otro modo, técnicas convencionales de
biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia,
que estan dentro de la experiencia de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia, tal
como, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion (Sambrook y col., 1989) Cold Spring Harbor Press;
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A
Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., 1998) Academic Press; Animal Cell Culture (R.l. Freshney, ed., 1987);
Introduction to Cell and Tissue Culture (J.P. Mather y P.E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture:
Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffths, y D.G. Newell, eds., 1993-1998) J. Wiley and Sons; Methods in
Enzymology (Academic Press, Inc.); Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir y C.C. Blackwell, eds.);
Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller y M.P. Calos, eds., 1987); Current Protocols in Molecular
Biology (F.M. Ausubel y col., eds., 1987); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis y col., eds., 1994); Current
Protocols in Immunology (J.E. Coligan y col., eds., 1991); Short Protocols in Molecular Biology (Wiley y Sons, 1999);
Immunobiology (C.A. Janeway y P. Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: a practical approach (D.
Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal antibodies: a practical approach (P. Shepherd y C. Dean, eds.,
Oxford University Press, 2000); Using antibodies: a laboratory manual (E. Harlow y D. Lane (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti y J.D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); y
Cancer: Principles and Practice of Oncology (V.T. DeVita y col., eds., J.B. Lippincott Company, 1993).

Definiciones

Un “anticuerpo” es una molécula de inmunoglobulina capaz de unién especifica con una diana, tal como un
carbohidrato, polinucleétido, lipido, polipéptido, etc., a través de al menos un sitio de reconocimiento de antigenos,
localizado en la region variable de la molécula de inmunoglobulina. Como se usa en el presente documento, el
término abarca no solamente anticuerpos policlonales o monoclonales intactos, sino también fragmentos de los
mismos (tales como Fab, Fab’, F(ab’),, Fv), cadena sencilla (ScFv), mutantes de los mismos, proteinas de fusién que
comprenden una parte de anticuerpo y cualquier otra configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina
que comprende un sitio de reconocimiento de antigenos. Un anticuerpo incluye un anticuerpo de cualquier clase, tal
como IgG, IgA o IgM (o subclase de la misma), y el anticuerpo no necesita ser de ninguna clase particular.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo del dominio constante de sus cadenas pesadas,
pueden asignarse inmunoglobulinas a diferentes clases. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA,
IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas pueden dividirse adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1,
IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes
clases de inmunoglobulinas se denominan alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las estructuras
subunitarias y configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas se conocen bien.

“Fv” es un fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento y unién a antigeno completo. En una
especie de Fv de dos cadenas, esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno
de ligera en asociacion estrecha no covalente. En una especie de Fv de cadena sencilla, un dominio variable de
cadena pesada y uno de ligera pueden estar ligados covalentemente por un enlazador peptidico flexible de modo
que las cadenas ligera y pesada pueden asociarse en una estructura dimérica analoga a la de una especie de Fv de
dos cadenas. Es en esta configuracion en la que interaccionan tres CDR de cada dominio variable para definir una
especificidad de unién a antigeno en la superficie del dimero VH-VL. Sin embargo, incluso un dominio variable
sencillo (o la mitad de un Fv que comprende solamente 3 CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de
reconocer y unirse a antigeno, aunque generalmente a una afinidad menor que el sitio de union completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de fragmentos Fab por la adicién de unos pocos restos en el
extremo carboxilo terminal del dominio CH1 de cadena pesada incluyendo una o mas cisteinas de las regiones
bisagra de anticuerpo.

Un “anticuerpo monoclonal” se refiere a una poblacion de anticuerpos homogénea en la que el anticuerpo
monoclonal estd comprendido por aminoacidos (de origen natural y de origen no natural) que estan implicados en la
union selectiva de un antigeno. Una poblacién de anticuerpos monoclonales es altamente especifica, dirigiéndose
contra un sitio antigénico sencillo. La expresion “anticuerpo monoclonal” abarca no solamente anticuerpos
monoclonales intactos y anticuerpos monoclonales de longitud completa, sino también fragmentos de los mismos
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(tales como Fab, Fab’, F(ab’),, Fv), cadena sencilla (ScFv), mutantes de los mismos, proteinas de fusion que
comprende una parte de anticuerpo y cualquier otra configuracidon modificada de la molécula de inmunoglobulina que
comprende un sitio de reconocimiento de antigenos de la especificidad requerida y la capacidad para unirse a un
antigeno. No se pretende que se limite con respecto a la fuente del anticuerpo o la manera en la que se prepara (por
ejemplo, por hibridoma, seleccién de fagos, expresion recombinante, animales transgénicos, etc.).

Como se usa en el presente documento, “anticuerpo humano” significa un anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos correspondiente a la de un anticuerpo producido por un ser humano y/o se ha preparado usando
cualquiera de las técnicas para preparar anticuerpos humanos conocidas en la materia o desveladas en el presente
documento. Esta definicion de un anticuerpo humano incluye anticuerpos que comprenden al menos un polipéptido
de cadena pesada humana o al menos un polipéptido de cadena ligera humana. Un ejemplo tal es un anticuerpo que
comprende polipéptidos de cadena ligera murina y cadena pesada humana. Pueden producirse anticuerpos
humanos usando diversas técnicas conocidas en la materia. En una realizacion, el anticuerpo humano se selecciona
de una biblioteca de fagos, cuando esa biblioteca de fagos expresa anticuerpos humanos (Vaughan y col., 1996,
Nature Biotechnology, 14:309-314; Sheets y col., 1998, PNAS, (USA) 95:6157-6162; Hoogenboom y Winter, 1991, J.
Mol. Biol.; 227:381 Marks y col., 1991, J. Mol Biol., 222:581). También pueden prepararse anticuerpos humanos
introduciendo loci de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, por ejemplo, ratones en los que los genes
de inmunoglobulina endégenos se han inactivado parcial o completamente. Este enfoque se describe en las
patentes de Estados Unidos N° 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425 y 5.661.016. Como
alternativa, el anticuerpo humano puede prepararse inmortalizando linfocitos B humanos que producen un
anticuerpo dirigido contra un antigeno diana (tales linfocitos B pueden recuperarse de un individuo o puede haberse
inmunizado in vitro). Véase, por ejemplo, Cole y col., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag.
77 (1985); Boerner y col., 1991, J. Immunol., 147 (1): 86-95; y patente de Estados Unidos N° 5.750.373.

“Anticuerpos quiméricos” se refiere a los anticuerpos en los que una parte de cada una de las secuencias de
aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras es homdloga de las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase particular, mientras que el segmento restante de
las cadenas es homodlogo de las secuencias correspondientes en otra. Tipicamente, en estos anticuerpos
quiméricos, la region variable de las cadenas tanto ligera como pesada se asemeja a las regiones variables de
anticuerpos derivados de una especie de mamiferos, mientras que las partes constantes son homdlogas de las
secuencias en anticuerpos derivados de otra. Una ventaja clara de tales formas quiméricas es que, por ejemplo, las
regiones variables pueden derivarse convenientemente a partir de fuentes conocidas en la actualidad usando
hibridomas facilmente disponibles o linfocitos B de organismos huéspedes no humanos en combinacion con
regiones constantes derivadas de, por ejemplo, preparaciones de células humanas. Aunque la regién variable tiene
la ventaja de facilidad de preparacion y la especificidad no se ve afectada por su fuente, siendo la region constante
humana, es menos probable inducir una respuesta inmune a partir de un sujeto humano cuando los anticuerpos se
inyectan que la region constante de una fuente no humana. Sin embargo, la definicion no se limita a este ejemplo
particular.

Una “region Fc funcional” posee al menos una funcion efectora de una region Fc de secuencia nativa. Las “funciones
efectoras” ejemplares incluyen union de C1q; citotoxicidad dependiente de complemento (CDC); uniéon del receptor
Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC); fagocitosis; regulacion negativa de
receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B, BCR), etc. Tales funciones efectoras
generalmente requieren que la regiéon Fc se combine con un dominio de unién (por ejemplo, un dominio variable de
anticuerpo) y puede evaluarse usando diversos ensayos conocidos en la técnica para evaluar tales funciones
efectoras de anticuerpo.

Una “regidon Fc de secuencia nativa” comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia de
aminoacidos de una regién Fc encontrada en la naturaleza. Una “regiéon Fc variante” comprende una secuencia de
aminoacidos que difiere de una region Fc de secuencia nativa en virtud de al menos una modificacion de
aminoacido, pero conserva al menos una funcién efectora de la region Fc de secuencia nativa. Preferentemente, la
region Fc variante tiene al menos una sustitucion de aminoacidos en comparacion con una region Fc de secuencia
nativa o con la regiéon Fc de un polipéptido parental, por ejemplo, de aproximadamente uno a aproximadamente diez
sustituciones de aminoacidos, y preferentemente de aproximadamente una a aproximadamente cinco sustituciones
de aminoacidos en una region Fc de secuencia nativa o en la region Fc del polipéptido parental. La region Fc
variante en el presente documento preferentemente poseera al menos aproximadamente 80 % de identidad de
secuencia con una region Fc de secuencia nativa y/o con una region Fc de un polipéptido parental, y mas
preferentemente al menos aproximadamente 90 % de identidad de secuencia con la misma, mas preferentemente al
menos aproximadamente el 95 % de identidad de secuencia con la misma.

Como se usa en el presente documento “citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo” y “ADCC” se
refieren a una reaccién mediada por células en la que células citotdxicas no especificas que expresan receptores de
Fc (FcR) (por ejemplo, linfocitos citoliticos naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) reconocen anticuerpo unido en
una célula y posteriormente provocan lisis de la célula diana. Puede evaluarse la actividad ADCC de una molécula
de interés usando un ensayo de ADCC in vitro, tal como el descrito en las patentes de Estados Unidos N° 5.500.362
0 5.821.337. Las células efectoras utiles para tales ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica
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(PBMC) y linfocitos NK. Como alternativa, o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés puede
evaluarse in vivo, por ejemplo, en un modelo animal, tal como el desvelado en Clynes y col., 1998, PNAS (USA),
95:652-656.

Como se usa en el presente documento, “receptor de Fc” y “FCR” describen un receptor que se une a la region Fc de
un anticuerpo. El FcR preferido es un FcR humano de secuencia nativa. Ademas, un FcR preferido es uno que se
une a un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl y FcyRIlI,
incluyendo variantes alélicas y formas de corte y empalme alternativo de estos receptores. Los receptores FcyRII
incluyen FcyRIIA (un “receptor de activacion”) y FcyRIIB (un “receptor de inhibicidon”) que tiene secuencias de
aminoacidos similares que difieren principalmente en los dominios citoplasmicos de las mismas. Se revisan FcR en
Ravetch y Kinet, 1991, Ann. Rev. Immunol., 9:457-92; Capel y col., 1994, Immunomethods, 4:25-34; y de Haas y
col., 1995, J. Lab Clin. Med. 126:330-41. “FcR” también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la
transferencia de IgG maternas al feto (Guyer y col., 1976, J. Immunol., 117:587; y Kim y col., 1994, J. Immunol.,
24:249).

“Citotoxicidad dependiente de complemento” y “CDC” se refiere a la lisis de una diana en presencia de
complemento. La ruta de activacién del complemento se inicia por la unién del primer componente del sistema de
complemento (Clg) con una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) en complejo con un antigeno afin. Para evaluar la
activacion del complemento, puede realizarse un ensayo de CDC, por ejemplo, como se describe en Gazzano-
Santoro y col., J. Immunol. Methods, 202:163 (1996).

Como se usa en el presente documento, los términos “E3”, “3E” y “anticuerpo E3” se usan de forma intercambiable
para referirse a un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de las regiones variables de cadena
pesada y cadena ligera mostradas en las Figuras 1A (SEC ID N° 1) y 1B (SEC ID N°: 2), respectivamente. Las
partes de CDR del anticuerpo E3 (incluyendo CDR de Chothia y Kabat) se representan en diagramas en las Figuras
1Ay 1B. Las Figuras 2 y 3 muestran polinucleétidos que codifican cadenas pesadas y ligeras, respectivamente, que
comprende las regiones variables de cadena pesada y ligera mostradas en las Figuras 1A y 1B, respectivamente. La
generacion y caracterizacion de E3 se describe en los ejemplos. Se asocian funciones biolégicas diferentes con E3,
incluyendo, pero sin limitacién, la capacidad para unirse a NGF e inhibir la actividad biolégica de NGF y/o ruta o
rutas corriente abajo mediadas por sefializacion de NGF; y la capacidad para inhibir supervivencia dependiente de
NGF de neuronas trigeminales E13.5 de raton. Como se analiza en el presente documento, los anticuerpos de la
invencion pueden tener una cualquiera o mas de estas caracteristicas. En algunas realizaciones, el término “E3” se
refiere a la inmunoglobulina codificada por (a) un polinucleétido que codifica cadena ligera de E3 que tiene un
numero de deposito de ATCC N° PTA-4893 o ATCC N° PTA-4894 y (b) un polinucleétido que codifica cadena
pesada de E3 que tiene un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4895.

Como se usa en el presente documento, la unién “inmunoespecifica” de anticuerpos se refiere a la interaccion de
union especifica de antigeno que se produce entre el sitio de combinacion de antigeno de un anticuerpo y el
antigeno especifico reconocido por ese anticuerpo (es decir, el anticuerpo reacciona con la proteina en un ELISA u
otro inmunoensayo, y no reacciona de forma detectable con proteinas no relacionadas).

Un epitopo que “se une especificamente” o “se une preferentemente” (usados de forma intercambiable en el
presente documento) con un anticuerpo o un polipéptido es una expresion bien entendida en la técnica, y también se
conocen bien en la técnica procedimientos para determinar tal unién especifica o preferente. Se dice que una
molécula muestra “unién especifica” o “unién preferente” si reacciona o se asocia mas frecuentemente, mas
rapidamente, con mayor duracidon y/o con mayor afinidad con una sustancia o célula particular que con células o
sustancias alternativas. Un anticuerpo “se une especificamente” o “se une preferentemente” con una diana si se une
con mayor afinidad, avidez, mas facilmente y/o con mayor duracién de lo que se une a otras sustancias. Por
ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente o preferentemente con un epitopo de NGF es un anticuerpo que
se une este epitopo con mayor afinidad, avidez, mas facilmente y/o con mayor duracién de lo que se une a otros
epitopos de NGF o epitopos no de NGF. También se entiende leyendo esta definicion que, por ejemplo, un
anticuerpo (o resto o epitopo) que se une especifica o preferentemente a una primera diana puede unirse o no
especifica o preferentemente a una segunda diana. Como tal, la “unién especifica” o “unién preferente” no requiere
necesariamente (aunque pueda incluir) unidon exclusiva. Generalmente, pero no necesariamente, la referencia a
union significa unién preferente.

» o« » oo«

Los términos “polipéptido”, “oligopéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable en el presente
documento para referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o
ramificado, puede comprender aminoacidos modificados, y puede interrumpirse por no aminoacidos. Los términos
también abarcan un polimero de aminoacido que se ha modificado de forma natural o por intervencion; por ejemplo,
formacién de enlace disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacion o
modificacion, tal como conjugacién con un componente de marcaje. También se incluyen dentro de la definicién, por
ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos
no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica. Se entiende que, debido a que los
polipéptidos de la presente invencién se basan en un anticuerpo, los polipéptidos pueden aparecer como cadenas
sencillas o cadenas asociadas.
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“Polinucledtido” o “acido nucleico”, como se usa de forma intercambiable en el presente documento, se refieren a
polimeros de nucledtidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN. Los nucledtidos pueden ser
desoxirribonucleodtidos, ribonucleétidos, nucleétidos o bases modificadas y/o sus analogos, o cualquier sustrato que
pueda incorporarse en un polimero por ADN o ARN polimerasa. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos
modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. Si esta presente, puede transmitirse modificacion a la
estructura de nucledtidos antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucledtidos puede
interrumpirse por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente después de
polimerizacion, tal como por conjugacion con un componente de marcaje. Otros tipos de modificaciones incluyen,
por ejemplo, “extremos”, sustitucion de uno o mas de los nucledtidos de origen natural con un analogo,
modificaciones internucleotidicas tales como, por ejemplo, con engarces no cargados (por ejemplo, metil fosfonatos,
fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con engarces cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), las que contienen restos colgantes, tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo,
nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefal, ply-L-lisina, etc.), con intercaladores (por ejemplo, acridina,
psoraleno, etc.), las que contienen queladores (por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro, metales oxidativos,
etc.), las que contienen alquilantes, con engarces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos anoméricos alfa, etc.),
asi como formas no modificadas del polinucleétido o los polinucleoétidos. Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo
presentes habitualmente en los azicares puede reemplazarse, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato,
protegerse por grupos de proteccion convencionales o activarse para preparar engarces adicionales a nucleétidos
adicionales o pueden conjugarse con soportes sélidos. El OH 5’ y 3’ terminal puede fosforilarse o sustituirse con
aminas o restos de grupos de proteccion organicos de 1 a 20 atomos de carbono. Otros hidroxilos también pueden
derivatizarse a grupos de proteccion convencionales. Los polinucleétidos también pueden contener formas analogas
de azucares ribosa o desoxirribosa que se conocen en general en la técnica, incluyendo, por ejemplo, 2’-O-metil, 2’-
O-alil, 2’fluoro o 2’-azido-ribosa, analogos de azucar carbociclico, aziicares a-anoméricos, azlucares epiméricos
tales como arabinosa, xilosas o lixosas, azucares de piranosa, azlicares de furanosa, sedoheptulosas, analogos
aciclicos y analogos de nucledsidos abasicos tales como metil ribdsido. Uno o mas engarces fosfodiéster pueden
reemplazarse por grupos de enlace alternativos. Estos grupos de enlace alternativos incluyen, pero sin limitacion,
realizaciones en las que el fosfato se reemplaza por P(O)S (“tioato”), P(S)S (“ditioato”), “(O)NR: (“amidato”), P(O)R,
P(O)OR’, CO o CH: (“formacetal’), en los que cada R o R’ es de forma independiente H o alquilo sustituido o no
sustituido (1-20 C) que contiene opcionalmente un engarce éter (-O-), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o
araldilo. No todos los engarces en un polinucleétido necesitan ser idénticos. La descripcion precedente se aplica a
todos los polinucledtidos referidos en el presente documento, incluyendo ARN y ADN.

Una “region variable” de un anticuerpo se refiere a la region variable de la cadena ligera de anticuerpo o la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo, sola o en combinacioén. Las regiones variables de la cadena pesada y
ligera consisten cada una en cuatro regiones marco (FR) conectadas por tres regiones determinantes de
complementariedad (CDR) también conocidas como regiones hipervariables. Las CDR en cada cadena se
mantienen juntas en proximidad cercana por las FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacion del
sitio de unién de antigeno de los anticuerpos. Existen al menos dos técnicas para determinar las CDR: (1) un
enfoque basado en variabilidad de secuencia entre especies (es decir, Kabat y col. Sequences of Protein of
Immunological Interest, (52 ed., 1991, National Institutes of Health, Bethesda MD)); y (2) un enfoque basado en
estudios cristalograficos de complejos antigeno-anticuerpo (Chothia y col (1989) Nature 342:877; Al-lazikani y col
(1997) J. Molec. Biol. 273:927-948)). Como se usa en el presente documento, una CDR puede referirse a CDR
definidas por uno de los enfoques o por una combinacién de ambos enfoques.

Una “region constante” de un anticuerpo se refiere a la region constante de la cadena ligera del anticuerpo o la
region constante de la cadena pesada del anticuerpo, sola o en combinacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion “factor de crecimiento nervioso” y “NGF” se refiere al factor de
crecimiento nervioso y variantes del mismo que conservan al menos parte de la actividad biolégica de NGF. Como
se usa en el presente documento, NGF incluye todas las especies de mamifero de NGF de secuencia nativa,
incluyendo humano, canino, felino, equino o bovino.

El “receptor de NGF” se refiere a un polipéptido que se une a o se activa por NGF. Los receptores de NGF incluyen
el receptor TrkA y el receptor p75 de cualquier especie de mamifero, incluyendo, pero sin limitacion, humano,
canino, felino, equino, primate o bovino.

Como se usa en el presente documento, un “anticuerpo antagonista anti-NGF” (denominado de forma intercambiable
“anticuerpo anti-NGF”) se refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a NGF e inhibir la actividad biolégica de
NGF y/o ruta o rutas corriente abajo mediadas por sefializacion de NGF. Un anticuerpo antagonista anti-NGF abarca
anticuerpos que bloquean, antagonizan, suprimen o reducen (incluyendo de forma significativa) la actividad biolégica
de NGF, incluyendo rutas corriente abajo mediadas por sefalizacion de NGF, tales como unién del receptor y/o
induccién de una respuesta celular a NGF. Para el fin de la presente invencién, se entendera explicitamente que la
expresion “anticuerpo antagonista anti-NGF” abarca todas las expresiones, titulos y estados funcionales y
caracteristicas identificados previamente por los que el NGF en si mismo, una actividad biolégica de NGF
(incluyendo pero sin limitacion su capacidad para mediar cualquier aspecto del dolor postquirdrgico) o las
consecuencias de la actividad biolégica, se anulan, reducen o neutralizan sustancialmente en cualquier grado

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2564 752 T3

significativo. En algunas realizaciones, un anticuerpo antagonista anti-NGF se une a NGF vy evita la dimerizacion de
NGF y/o union a un receptor de NGF (tal como p75 y/o trkA). En otras realizaciones, un anticuerpo anti-NGF se une
a NGF y evita la dimerizacion del receptor trkA y/o autofosforilacion de trkA. Se proporcionan en el presente
documento ejemplos de anticuerpos antagonistas anti-NGF.

“Actividad biologica” de NGF se refiere en general a la capacidad para unirse a receptores de NGF y/o activar rutas
de sefalizacion de receptor de NGF. Sin limitacion, una actividad bioldgica incluye una cualquiera o mas de las
siguientes: la capacidad para unirse a un receptor de NGF (tal como p75 y/o trkA); la capacidad para promover la
dimerizacion del receptor trkA y/o autofosforilacion; la capacidad para activar una ruta de sefializacion del receptor
de NGF; la capacidad para promover la diferenciacion, proliferacion, supervivencia, crecimiento celular y otros
cambios en la fisiologia celular, incluyendo (en el caso de neuronas, incluyendo neurona periférica y central) cambio
en la morfologia neuronal, sinaptogénesis, funcidon sinaptica, liberacién de neurotransmisor y/o neuropéptido y
regeneracion después de dafio; la capacidad para promover la supervivencia de neuronas trigeminales E13.5 de
raton; y la capacidad para mediar en el dolor, incluyendo dolor postquirtrgico.

Como se usa en el presente documento, “sustancialmente puro” se refiere a material que es al menos 50 % puro (es
decir, sin contaminantes), mas preferentemente al menos 90 % puro, mas preferentemente al menos 95 % puro,
mas preferentemente al menos 98 % puro, mas preferentemente al menos 99 % puro.

Una “célula huésped” incluye una célula individual o cultivo celular que puede ser o ha sido receptor de vector o
vectores para la incorporacion de insertos polinucleotidicos. Las células huésped incluyen descendencia de una
célula huésped sencilla, y la descendencia puede no ser necesariamente completamente idéntica (en morfologia o
en complemento de ADN gendmico) a la célula parental original debido a mutacion natural, accidental o deliberada.
Una célula huésped incluye células transfectadas in vivo con un polinucleétido o polinucleétidos de la presente
invencion.

Como se usa en el presente documento, “tratamiento” es un enfoque para obtener resultados clinicos deseados o
beneficiosos. Para fines de la presente invencion, los resultados beneficiosos o deseados incluyen, pero sin
limitacién, uno o mas de los siguientes: mejora o alivio de cualquier aspecto del dolor, incluyendo dolor agudo,
cronico, inflamatorio, neuropatico, postquirdrgico, dolor de artritis reumatoide o dolor osteoartritico. Para fines de la
presente invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero sin limitacion, uno o mas de los
siguientes: incluyendo reducir la gravedad, alivio de uno o mas sintomas asociados con dolor incluyendo cualquier
aspecto del dolor (tales como acortamiento de la duracion del dolor, reducciéon de la sensibilidad o sensacion de
dolor).

Una “cantidad eficaz” de farmaco, compuesto o composicién farmacéutica es una cantidad suficiente para efectuar
resultados beneficiosos o deseados incluyendo resultados clinicos tales como alivio o reduccién de la sensacion de
dolor. Puede administrarse una cantidad eficaz en una o mas administraciones. Para fines de la presente invencion,
una cantidad eficaz de farmaco, compuesto o composiciéon farmacéutica es una cantidad suficiente para tratar,
aliviar, reducir la intensidad de y/o evitar el dolor, incluyendo dolor postquirdrgico, dolor de artritis reumatoide y/o
dolor osteoartritico. En algunas realizaciones, la “cantidad eficaz” puede reducir el dolor en reposo (dolor de reposo)
o dolor inducido mecanicamente (incluyendo dolor después de movimiento) o ambos, y puede administrarse antes,
durante o después de una incision, corte, desgarro o lesion y/o antes, durante o después del estimulo doloroso.
Como se entiende en el contexto clinico, una cantidad eficaz de un farmaco, compuesto o composicion farmacéutica
puede o no conseguirse junto con otro farmaco, compuesto o composicion farmacéutica. Por lo tanto, una “cantidad
eficaz” puede considerarse en el contexto de administrar uno o mas agentes terapéuticos, y puede considerarse que
un agente sencillo se proporciona en una cantidad eficaz si, junto con uno o mas agentes adicionales, puede
conseguirse o se consigue un resultado deseable.

“Reducir la incidencia” de dolor significa cualquiera de reducir la gravedad (que puede incluir reducir la necesidad de
y/o cantidad de (por ejemplo, exposicion a) otros farmacos y/o terapias usados generalmente para estas afecciones,
incluyendo, por ejemplo, opiaceos), duracioén y/o frecuencia (incluyendo, por ejemplo, retardar o aumentar el tiempo
hasta dolor postquirtrgico en un individuo). Como se entiende por el experto en la materia, los individuos pueden
variar con respecto a su respuesta a tratamiento y, como tales, por ejemplo, un “procedimiento para reducir la
incidencia del dolor de artritis reumatoide o dolor osteoartritico en un individuo” refleja administrar el anticuerpo
antagonista anti-NGF basandose en una expectativa razonable de que dicha administracion pueda provocar
probablemente una reduccion tal de la incidencia en ese individuo particular.

“Aliviar” un dolor o uno o mas sintomas de un dolor (tal como dolor de artritis reumatoide o dolor osteoartritico)
significa una reduccion o mejora de uno o mas sintomas de un dolor en comparacién con no administrar un
anticuerpo antagonista anti-NGF. “Aliviar” también incluye acortamiento o reduccion de la duracion de un sintoma.

“Paliar” un dolor o uno o mas sintomas de un dolor (tal como dolor de artritis reumatoide o dolor osteoartritico)
significa reducir el alcance de una o mas manifestaciones clinicas no deseables de dolor postquirdrgico en un
individuo o poblacion de individuos tratados con un anticuerpo antagonista anti-NGF de acuerdo con la invencion.

Como se usa en el presente documento, “retardar” el desarrollo del dolor significa aplazar, impedir, ralentizar,
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retardar, estabilizar y/o posponer la progresion de dolor, tal como dolor post-quirtrgico, dolor de artritis reumatoide o
dolor osteoartritico. Este retardo puede ser de diversas longitudes de tiempo, dependiendo del historial de la
enfermedad y/o los individuos que se tratan. Como resulta evidente para un experto en la materia, un retardo
suficiente o significativo puede, de hecho, abarcar prevencion, por que el individuo no desarrolla dolor. Un
procedimiento que “retarda” el desarrollo del sintoma es un procedimiento que reduce la probabilidad de desarrollar
el sintoma en un periodo de tiempo dado y reduce el alcance de los sintomas en un periodo de tiempo dado, en
comparacion con no usar el procedimiento. Tales comparaciones se basan tipicamente en estudios clinicos, usando
un numero estadisticamente significativo de sujetos.

“Dolor” como se usa en el presente documento se refiere a dolor de cualquier etiologia, incluyendo dolor agudo y
cronico, y cualquier dolor con un componente inflamatorio. Los ejemplos de dolor incluyen dolor post-quirtrgico,
dolor post-operatorio (incluyendo dolor dental), migrafia, cefalea y neuralgia del trigémino, dolor asociado con
quemadura, herida o piedra en el rifion, dolor asociado con traumatismo (incluyendo lesién traumatica de la cabeza),
dolor neuropatico, dolor asociado con trastornos musculo esqueléticos tales como artritis reumatoide, osteoartritis,
espondilitis anquilosante, artropatias seronegativas (no reumatoides), reumatismo no articular y trastornos peri-
articulares, y dolor asociado con cancer (incluyendo “dolor inter-recurrente” y dolor asociado con cancer terminal),
neuropatia periférica y neuralgia post-herpética. Los ejemplos de dolor con un componente inflamatorio (ademas de
los descritos anteriormente) incluyen dolor reumatico, dolor asociado con mucositis y dismenorrea.

“Dolor post-quirtirgico” (denominado de forma intercambiable “post-incisional” o “dolor post-traumatico”) se refiere a
dolor que surge o resulta de un traumatismo externo tal como un corte, puncion, incision, desgarro o herida en tejido
de un individuo (incluyendo el que surge de todos los procedimientos quirdrgicos, bien invasivos o bien no
invasivos). Como se usa en el presente documento, el dolor post-quirirgico no incluye dolor que aparezca (surja o
se origine) sin un traumatismo fisico externo. En algunas realizaciones, el dolor post-quirirgico es dolor interno o
externo (incluyendo periférico) y la herida, corte, traumatismo, desgarro o incision puede producirse accidentalmente
(como con una herida traumatica) o deliberadamente (como con una incision quirargica). Como se usa en el
presente documento, “dolor” incluye nocicepcion y la sensacion de dolor, y el dolor puede evaluarse de forma
objetiva y subjetiva, usando puntuaciones de dolor y otros procedimientos bien conocidos en la técnica. El dolor
post-quirirgico, como se usa en el presente documento, incluye alodinia (es decir, aumento de la respuesta a un
estimulo normalmente no nocivo) e hiperalgesia (es decir, aumento de la respuesta a un estimulo normalmente
nocivo o desagradable), que puede, a su vez, ser de naturaleza térmica o mecanica (tactil). En algunas
realizaciones, el dolor se caracteriza por sensibilidad térmica, sensibilidad mecanica y/o dolor en reposo. En algunas
realizaciones, el dolor post-quirtrgico comprende dolor inducido de forma mecanica o dolor en reposo. En otras
realizaciones, el dolor post-quirirgico comprende dolor en reposo. El dolor puede ser dolor primario o secundario,
como se conoce bien en la técnica.

Una “muestra bioldgica” abarca una diversidad de tipos de muestras obtenidos de un individuo y puede usarse en un
ensayo de diagnéstico o de control. La definicion abarca sangre y otras muestras liquidas de origen bioldgico,
muestras de tejido sdélidas tales como una muestra de ensayo de biopsia o cultivos tisulares o células derivadas de
los mismos, y la descendencia de los mismos. La definicion también incluye muestras que se han manipulado de
cualquier manera después de su obtencién, tal como por tratamiento con reactivos, solubilizaciéon o enriquecimiento
para ciertos componentes, tales como proteinas o polinucleétidos, o inclusién en una matriz sélida o semi-solida
para fines de seccion. La expresion “muestra bioldgica” abarca una muestra clinica y también incluye células en
cultivo, sobrenadantes celulares, lisados celulares, suero, plasma, fluido biolégico y muestras tisulares.

Un “individuo” es un vertebrado, preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ser humano. Los mamiferos
incluyen, pero sin limitacion, animales de granja (tales como vacas), animales deportivos, mascotas (tales como
gatos, perros y caballos), primates, ratones y ratas.

Como se usa en el presente documento, “vector” significa una construccion, que es capaz de suministrar, y
preferentemente expresar, uno o mas genes o secuencias de interés en una célula huésped. Los ejemplos de
vectores incluyen, pero sin limitacién, vectores virales, vectores de expresion de ADN o ARN desnudo, vectores
plasmidicos, cosmidicos o de fagos, vectores de expresién de ADN o ARN asociados con agentes de condensacion
catidnica, vectores de expresion de ADN o ARN encapsulados en liposomas y ciertas células eucariotas tales como
células productoras.

Como se usa en el presente documento, “secuencia de control de la expresion” significa una secuencia de acido
nucleico que dirige la transcripcion de un acido nucleico. Una secuencia de control de la expresion puede ser un
promotor, tal como un promotor constitutivo o inducible, o un potenciador. La secuencia de control de la expresién se
liga operativamente a la secuencia de acido nucleico que se va a transcribir.

Como se usa en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquier material que,
cuando se combina con un principio activo, permite que el ingrediente conserve actividad bioldgica y no es sensible
al sistema inmune del sujeto. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, cualquiera de los vehiculos farmacéuticos
convencionales tales como una solucion salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsiéon de
aceite/agua y diversos tipos de agentes humectantes. Son diluyentes preferidos para aerosol o administracion
parenteral, solucién salina tamponada con fosfato o soluciéon salina normal (0,9 %). Las composiciones que
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comprenden tales vehiculos se formulan por procedimientos convencionales bien conocidos (véase, por ejemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; y
Remington, The Science and Practice of Pharmacy 20? Ed. Mack Publishing, 2000).

El término “Kos”, como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de tasa de disociacion
para disociacion de un anticuerpo del complejo anticuerpo/antigeno.

El término “K4”, como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de disociacion de una
interaccion anticuerpo/antigeno.

ANTICUERPO E3, ANTICUERPOS DERIVADOS DE E3, COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS DE USO
Composiciones de E3, composiciones derivadas de E3 y procedimientos para preparar las composiciones

La presente invencién abarca composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, que comprenden un
anticuerpo o polipéptido E3; y polinucleétidos que comprenden secuencias que codifican un anticuerpo o polipéptido
E3. Como se usa en el presente documento, las composiciones comprenden uno o mas anticuerpos o polipéptidos
(que pueden o no ser un anticuerpo) que se unen a NGF y/o uno o mas polinucledtidos que comprenden secuencias
que codifican uno o mas anticuerpos o polipéptidos que se unen a NGF. Estas composiciones pueden comprender
adicionalmente excipientes adecuados, tales como excipientes farmacéuticamente aceptables incluyendo tampones,
que se conocen bien en la técnica.

La invencion también abarca realizaciones de anticuerpo, polipéptido y polinucleétido aislados. La invencién también
abarca realizaciones de anticuerpo, polipéptido y polinucleétido sustancialmente puros.

Los anticuerpos y polipéptidos de la invencion se caracterizan por cualquiera (una o mas) de las siguientes
caracteristicas: (a) capacidad de unién a NGF; (b) capacidad de reducir y/o inhibir la actividad biolégica de NGF y/o
ruta o rutas corriente abajo mediadas por sefializacion de NGF; (c) capacidad para reducir y/o inhibir supervivencia
dependiente de NGF de neuronas trigeminales E13.5 de ratén; (d) ausencia de cualquier actividad cruzada
significativa para NT3, NT4/5 y/o BDNF; (e) capacidad para tratar y/o prevenir el dolor (incluyendo dolor post-
quiruargico); (f) capacidad para aumentar la eliminacion de NGF; (g) capacidad para reducir o inhibir la activacion del
receptor trkA, como se detecta, por ejemplo, usando ensayo de activacion del receptor de quinasa (KIRA) (véase
Patente de estados Unidos N° 6.027.927).

Las propiedades de union del anticuerpo E3, que se une a NGF humano con cinética de disociacion lenta y alta
afinidad, en comparacién con anticuerpo monoclonal anti-NGF murino parental 911, se resumen posteriormente. E3
se une a NGF humano con una afinidad de unién aproximadamente 50 veces mas alta que el anticuerpo de ratén
parental 911.

Anticuerpo | kp Kot Kon

911 (Fab) | 3,7nM | 9x10°s™" | 2,2x10*°M's™

E3 (Fab) | 0,07 nM | <4x10®°s™ | 6x10°M's™

El anticuerpo E3 y anticuerpos relacionados también muestran una fuerte capacidad para antagonizar NGF humano,
como se evalla por ensayos in vitro (véase Ejemplos 2 y 3). Por ejemplo, el anticuerpo E3 antagoniza la
supervivencia de NGF de neuronas trigeminales E3 de ratén a una CI50 de aproximadamente 21 pM en presencia
de NGF humano 15 pM, y aproximadamente 1,2 pM en presencia de NGF humano 1,5 pM.

En consecuencia, en otro aspecto, los anticuerpos y polipéptidos de la invencion se identifican y caracterizan
adicionalmente por: (h) uniéon de alta afinidad con NGF humano con baja cinética de disociacion (en algunas
realizaciones, con una Kp de menos de aproximadamente 2 nM y/o una koff mas lenta que aproximadamente 6x10°
®s™) y/o (i) capacidad para inhibir (bloquear) la supervivencia dependiente de NGF de neuronas trigeminales E13.5
de ratéon con una CI50 de aproximadamente 100 pM o menos a NGF aproximadamente 15 pM (en algunas
realizaciones, NGF humano) y/o una CI50 de 200 pM o menos a NGF aproximadamente 1,5 pM.

En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a NGF humano y no se une significativamente a un NGF de otra
especie de vertebrado (en alguna realizacién mamifero). En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a NGF
humano asi como uno o mas NGF de otra especie de vertebrado (en algunas realizaciones, mamiferos). En otras
realizaciones mas, el anticuerpo se une a NGF y no reacciona significativamente de forma cruzada con otras
neurotrofinas (tales como las neurotrofinas relacionadas, NT3, NT4/5 y/o BDNF). En algunas realizaciones, el
anticuerpo se une a NGF asi como al menos otra neurotrofina. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a una
especie de NGF de mamifero, tal como caballo o perro, pero no se une significativamente a NGF de otra especie de
mamifero.

En algunas realizaciones, la invencién es un anticuerpo que comprende una cadena ligera que se codifica por un
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polinucleétido que se produce por una célula huésped con un nimero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 o ATCC
N° PTA-4894. En otro aspecto, la invencion es un anticuerpo que comprende una cadena pesada que se codifica por
un polinucleétido que se produce por una célula huésped con un numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. La
presente invencion también abarca diversas formulaciones de E3 y fragmentos de anticuerpo equivalentes (por
ejemplo, Fab, Fab’, F(ab’)z, Fv, Fc, etc.), cadena sencilla (ScFv), mutantes de los mismos, proteinas de fusion que
comprenden una parte de anticuerpo y cualquier otra configuraciéon modificada de E3 que comprenda un sitio de
reconocimiento de antigenos (NGF) de la especificidad requerida. Los anticuerpos equivalentes de E3, incluyendo
fragmentos polipeptidicos (que pueden o no ser anticuerpos) y de anticuerpos de E3, y polipéptidos que comprenden
fragmentos polipeptidicos de E3 se identifican y caracterizan por cualquiera (uno o mas) de los criterios descritos
anteriormente.

En consecuencia, la invencion proporciona cualquiera de los siguientes, o composiciones (incluyendo composiciones
farmacéuticas) que comprenden cualquiera de los siguientes: (a) anticuerpo E3; (b) un fragmento o una region del
anticuerpo E3; (c) una cadena ligera del anticuerpo E3 como se muestra en la Figura 1B; (c) una cadena pesada del
anticuerpo E3 como se muestra en la Figura 1A; (d) una o mas regiones variables de una cadena ligera y/o una
cadena pesada del anticuerpo E3; (e) una o mas CDR (una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR) del anticuerpo E3
mostradas en las Figuras 1A'y 1B; (f) CDR H3 de la cadena pesada del anticuerpo E3 mostrada en la Figura 1A; (g)
CDR L3 de la cadena ligera del anticuerpo E3 mostrada en la Figura 1B; (h) tres CDR de la cadena ligera del
anticuerpo E3 mostradas en la Figura 1B; (i) tres CDR de la cadena pesada del anticuerpo E3 mostradas en la
Figura 1A; (j) tres CDR de la cadena ligera y tres CDR de la cadena pesada, del anticuerpo E3 mostradas en las
Figuras 1A'y 1B; y (k) un anticuerpo que comprende uno cualquiera de (b) a (j). Como resulta evidente a partir de la
descripcion del presente documento, se excluyen especificamente de la invencion realizaciones de polipéptidos que
consisten en la secuencia de aminoacidos idéntica a una secuencia de aminoacidos del anticuerpo monoclonal de
ratén 911. Las secuencias de CDR extendidas de Mab 911 se muestran en las Figuras 1Ay 1B, y en SEC ID N° 9-
14.

Las partes de CDR del anticuerpo E3 (incluyendo CDR de Chothia y Kabat) se representan en forma de diagrama en
las Figuras 1A y 1B, y consisten en las secuencias de aminoacidos: (a) CDR 1 de cadena pesada (“CDR H1")
GFSLIGYDLN (SEC ID N° 3); (b) CDR 2 de cadena pesada (“CDR H2”) IWGDGTTDYNSAVKS (SEC ID N° 4); (c)
CDR 3 de cadena pesada (“CDR H3”) GGYWYATSYYFDY (SEC ID N° 5); (d) CDR 1 de cadena ligera (“CDR L1")
RASQSISNNLN (SEC ID N° 6); (e) CDR 2 de cadena ligera (“CDR L2”) YTSRFHS (SEC ID N° 7); y (f) CDR 3 de
cadena ligera (“CDR L3”) QQEHTLPYT (SEC ID N° 8). La determinacién de regiones CDR esta dentro de la
experiencia de la técnica. Se entiende que en algunas realizaciones, las CDR pueden ser una combinacion de las
CDR de Kabat y de Chothia (también denominadas “CDR combinadas” o “CDR extendidas”). En algunas
realizaciones, las CDR comprenden las CDR de Kabat. En otras realizaciones las CDR son las CDR de Chothia.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende al menos una CDR que es
sustancialmente homologa de al menos una CDR, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos 5 CDR
de E3 (o, en algunas realizaciones sustancialmente homdloga de las 6 CDR de E3, o derivada de E3). Otras
realizaciones incluyen anticuerpos que tienen al menos dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR que son sustancialmente
homologas de al menos dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR de E3 o derivadas de E3. Se entiende que, para fines de
la presente invencion, la especificidad de unién y/o actividad global (que puede estar en términos de tratamiento y/o
prevencion del dolor o inhibicién de la supervivencia dependiente de NGF de neuronas trigeminales de raton E13.5)
se conserva en general, aunque el alcance de la actividad puede variar en comparacion con E3 (puede ser mayor o
menor).

La invencién también proporciona un polipéptido (que puede ser o no un anticuerpo) que comprende una secuencia
de aminoacidos de E3 (mostrada en las Figuras 1A y 1B) que tiene cualquiera de los siguientes: al menos 5
aminoacidos contiguos, al menos 8 aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 10 aminoacidos contiguos,
al menos aproximadamente 15 aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 20 aminoacidos contiguos, al
menos aproximadamente 25 aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 30 aminoacidos contiguos, de una
secuencia de E3, en la que al menos 3 de los aminoacidos son de una regién variable de E3, con el entendimiento
de que se excluyen especificamente las realizaciones que consisten en la secuencia de aminoacidos idéntica a una
secuencia de aminoacidos de anticuerpo monoclonal de ratén 911. Las secuencias de CDR extendidas de Mab 911
se muestran en las Figuras 1A'y 1B, y en SEC ID N° 9-14. En una realizacion, la region variable es de una cadena
ligera de E3. En otra realizacion, la regién variable es de una cadena pesada de E3. En otra realizacion, los 5 (o
mas) aminoacidos contiguos son de una region determinante de complementariedad (CDR) de E3 mostrada en las
Figuras 1Ay 1B.

En otra realizacion, la invencién proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de E3
que tiene cualquiera de los siguientes: al menos 5 aminoacidos contiguos, al menos 8 aminoacidos contiguos, al
menos aproximadamente 10 aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 15 aminoacidos contiguos, al
menos aproximadamente 20 aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 25 aminoacidos contiguos, al
menos aproximadamente 30 aminoacidos contiguos, de una secuencia de E3, en los que en la secuencia de E3
comprende uno cualquiera o0 mas de: resto de aminoacido L29 de CDRH1, 150 de CDRH2, W101 de CDRH3 y/o
A103 de CDRH3; y/o resto de aminoacido S28 de CDRL1, N32 de CDRL1, T51 de CDRL2, 91E de CDRL3 y/o H92

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2564 752 T3

de CDRL3, con el entendimiento de que las realizaciones que consisten en la secuencia de aminoacidos idéntica a
una secuencia de aminoacidos de anticuerpo monoclonal de ratén 911 se excluyen especificamente.

Como resulta evidente, a lo largo de la presente divulgacion, se usa un esquema de numeracion de aminoacidos
secuencial para referirse a los restos de aminoacidos en las regiones variables (es decir, los restos de aminoacidos
en cada region variable estan numerados en secuencia). Como se conoce bien en la técnica, los sistemas de
numeracion de Kabat y/o Chothia son utiles cuando se comparan dos anticuerpos o polipéptidos, tales como un
anticuerpo E3 y una variante E3 (o polipéptido sospechoso de ser una variante de E3). Se entiende bien en la
técnica como convertir numeracion secuencial a numeracion de Chothia y/o Kabat, si se desea, por ejemplo, para su
uso en la realizacién de comparaciones entre E3 y otro polipéptido. La Figura 23 representa las regiones variables
de E3 numeradas usando numeracion secuencial, de Chothia y de Kabat. Ademas, para facilitar la comparacion,
generalmente se entiende que los restos marco generalmente, pero no siempre, tienen aproximadamente el mismo
numero de restos. Sin embargo, las CDR pueden variar de tamafo (es decir, es posible tener inserciones y/o
deleciones de uno o mas restos de aminoacidos). Cuando se compara un anticuerpo E3 y una variante de E3
candidata (por ejemplo, en el caso de una region CDR de una secuencia candidata que es mas larga en la
secuencia del anticuerpo E3 con la que se alinea), pueden seguirse las siguientes etapas (aunque se conocen otros
procedimientos en la técnica). La secuencia de anticuerpo candidata se alinea con regiones variables de cadena
ligera y cadena pesada de anticuerpo E3. El alineamiento puede realizarse a mano o por ordenador usando
programas informaticos aceptados habitualmente. El alineamiento puede facilitarse usando algunos restos de
aminoacidos que son comunes para la mayoria de las secuencias Fab. Por ejemplo, las cadenas ligera y pesada
tienen tipicamente cada una dos cisteinas, que con frecuencia se encuentran en una posicién conservada. Se
entiende que la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo variante candidato puede ser mas larga (es decir tener
restos de aminoacidos insertados) o mas corta (tener restos de aminoacidos delecionados). Pueden anadirse sufijos
al numero de resto para indicar la insercion de restos adicionales, por ejemplo, resto 34 abc. Para secuencias
candidatas que, por ejemplo, se alinean con una secuencia de E3 para, por ejemplo, los restos 33 y 35, pero no
tienen restos entre ellas para alinearse con el resto 35, el resto 35 simplemente no se asigna a un resto. En otro
enfoque, se conoce generalmente bien que puede realizarse comparacion entre aminoacidos equivalentes
estructurales (por ejemplo, misma posicion en el complejo antigeno-anticuerpo) cuando se comparan CDR de
diferentes longitudes. Por ejemplo, la numeracion de Chothia (Al-Lazikani y col, mencionado anteriormente)
generalmente (pero no en todos los casos), sitda inserciones y deleciones en las posiciones estructuralmente
correctas. También puede deducirse o demostrarse equivalencia estructural usando cristalografia de rayos-X o
analisis de ciclo de doble mutante (véase Pons y col. (1999) Prot. Sci. 8: 958-968).

La afinidad de unién de un anticuerpo anti-NGF por NGF (tal como hNGF) puede ser de aproximadamente 0,10 a
aproximadamente 0,80 nM, de aproximadamente 0,15 a aproximadamente 0,75 nM y de aproximadamente 0,18 a
aproximadamente 0,72 nM. En algunas realizaciones, la afinidad de union es de aproximadamente 2 pM,
aproximadamente 5 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 15 pM, aproximadamente 20 pM,
aproximadamente 40 pM o mas de aproximadamente 40 pM. En una realizacién, la afinidad de unién esta entre
aproximadamente 2 pM y 22 pM. En otras realizaciones, la afinidad de unién es menor de aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 5 nM, aproximadamente 4 nM, aproximadamente 3,5 nM, aproximadamente 3 nM,
aproximadamente 2,5 nM, aproximadamente 2 nM, aproximadamente 1,5 nM, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 900 pM, aproximadamente 800 pM, aproximadamente 700 pM, aproximadamente 600 pM,
aproximadamente 500 pM, aproximadamente 400 pM, aproximadamente 300 pM, aproximadamente 200 pM,
aproximadamente 150 pM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 90 pM, aproximadamente 80 pM,
aproximadamente 70 pM, aproximadamente 60 pM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 40 pM,
aproximadamente 30 pM, aproximadamente 10 pM. En algunas realizaciones, la afinidad de unién es de
aproximadamente 10 nM. En otras realizaciones, la afinidad de unién es menor de aproximadamente 10 nM. En
otras realizaciones, la afinidad de unién es de aproximadamente 0,1 nM o aproximadamente 0,07 nM. En otras
realizaciones, la afinidad de unién es menos de aproximadamente 0,1 nM o menos de aproximadamente 0,07 nM.
En otras realizaciones, la afinidad de unién es cualquiera de aproximadamente 10 nM, aproximadamente 5 nM,
aproximadamente 4 nM, aproximadamente 3,5 nM, aproximadamente 3 nM, aproximadamente 2,5 nM,
aproximadamente 2 nM, aproximadamente 1,5 nM, aproximadamente 1 nM, aproximadamente 900 pM,
aproximadamente 800 pM, aproximadamente 700 pM, aproximadamente 600 pM, aproximadamente 500 pM,
aproximadamente 400 pM, aproximadamente 300 pM, aproximadamente 200 pM, aproximadamente 150 pM,
aproximadamente 100 pM, aproximadamente 90 pM, aproximadamente 80 pM, aproximadamente 70 pM,
aproximadamente 60 pM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 40 pM, aproximadamente 30 pM,
aproximadamente 10 pM a cualquiera de aproximadamente 2 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente 10 pM,
aproximadamente 15 pM, aproximadamente 20 pM o aproximadamente 40 pM. En algunas realizaciones, la afinidad
de unién es cualquiera de aproximadamente 10 nM, aproximadamente 5 nM, aproximadamente 4 nM,
aproximadamente 3,5 nM, aproximadamente 3 nM, aproximadamente 2,5 nM, aproximadamente 2 nM,
aproximadamente 1,5 nM, aproximadamente 1 nM, aproximadamente 900 pM, aproximadamente 800 pM,
aproximadamente 700 pM, aproximadamente 600 pM, aproximadamente 500 pM, aproximadamente 400 pM,
aproximadamente 300 pM, aproximadamente 200 pM, aproximadamente 150 pM, aproximadamente 100 pM,
aproximadamente 90 pM, aproximadamente 80 pM, aproximadamente 70 pM, aproximadamente 60 pM,
aproximadamente 50 pM, aproximadamente 40 pM, aproximadamente 30 pM, aproximadamente 10 pM. En otras
realizaciones mas, la afinidad de unién es de aproximadamente 2 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente 10
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pM, aproximadamente 15 pM, aproximadamente 20 pM, aproximadamente 40 pM o mas de aproximadamente 40
pPM.

La afinidad de unién del anticuerpo por NGF puede determinarse usando procedimientos bien conocidos en la
técnica. Una forma de determinar la afinidad de unién de los anticuerpos por NGF es midiendo la afinidad de
fragmentos Fab monofuncionales del anticuerpo, como se describe en los ejemplos. Para obtener fragmentos Fab
monofuncionales, un anticuerpo (por ejemplo IgG) puede escindirse con papaina o expresarse de forma
recombinante. La afinidad de un fragmento Fab anti-NGF de un anticuerpo puede determinarse por resonancia de
plasmén superficial (sistema de resonancia de plasmoén superficial (SPR) BlAcore3000™, BlAcore, INC, Piscaway
NJ), como se describe en los Ejemplos. Este protocolo es adecuado para su uso en la determinacion de afinidad de
union de un anticuerpo por NGF de cualquier especie, incluyendo NGF humano, NGF de otro vertebrado (en
algunas realizaciones, mamifero) (tal como NGF de ratén, NGF de rata, NGF de primate), asi como para su uso con
otras neurotrofinas, tales como las neurotrofinas relacionadas NT3, NT4/5 y/o BDNF.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o péptidos de la invencién pueden inhibir (reducir y/o bloquear) la
supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales E13.5 de ratén con una CI50 (en presencia de
NGF aproximadamente 15 pM) de aproximadamente cualquiera de 200 pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM,
20 pM, 10 pM o menos. En algunas realizaciones, los anticuerpos o péptidos de la invencién pueden inhibir (reducir
y/o bloquear) la supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas trigeminales E13.5 de ratén con una CI50
(en presencia de NGF aproximadamente 1,5 pM) de aproximadamente cualquiera de 50 pM, 40 pM, 30 pM, 10 pM,
20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM; o menos. En algunas realizaciones, los anticuerpos o péptidos de la invencion
pueden inhibir (reducir y/o bloquear) la supervivencia dependiente de NGF de rata de las neuronas trigeminales
E13.5 de ratén con una CI50 (en presencia de NGF aproximadamente 15 pM) de aproximadamente cualquiera de
150 pM, 125 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 30 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM o menos. En algunas realizaciones, los
anticuerpos o péptidos de la invencion pueden inhibir (reducir y/o bloquear) la supervivencia dependiente de NGF de
rata de neuronas trigeminales E13.5 de ratéon con una CI50 (en presencia de NGF aproximadamente 1,5 pM) de
aproximadamente cualquiera de 30 pM, 25 pM, 20 pM, 15 pM, 10 pM, 5 pM, 4 pM, 3 pM, 2 pM, 1 pM o0 menos. Se
conocen en la técnica procedimientos para medicién de la supervivencia dependiente de NGF de neuronas
trigeminales E13 de ratén y se describen, por ejemplo en el Ejemplo 2.

La divulgacion también proporciona procedimientos para preparar cualquiera de estos anticuerpos o polipéptidos.
Los anticuerpos de la presente invencion pueden prepararse por procedimientos conocidos en la técnica, algunos de
los cuales se ilustran en los Ejemplos. Los polipéptidos pueden producirse por degradacion proteolitica u otra de los
anticuerpos, por procedimientos recombinantes (es decir, polipéptidos sencillos o de fusidon) como se ha descrito
anteriormente o por sintesis quimica. Los polipéptidos de los anticuerpos, especialmente polipéptidos mas cortos
hasta aproximadamente 50 aminoacidos, se preparan convenientemente por sintesis quimica. Se conocen en la
técnica procedimientos de sintesis quimica y estan disponibles en el mercado. Por ejemplo, podria producirse un
anticuerpo E3 por un sintetizador de polipéptidos automatico empleando el procedimiento de fase solida. Véase
también, Patente de Estados Unidos N° 5.807.715; 4.816.567; y 6.331.415. También pueden prepararse anticuerpos
quiméricos o hibridos in vitro usando procedimientos conocidos de quimica de proteinas sintéticas, incluyendo los
que implican agentes de reticulacion. Por ejemplo, pueden construirse inmunotoxinas usando una reaccion de
intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter. Los ejemplos de reactivos adecuados para este incluyen
iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato.

En otra alternativa, los anticuerpos pueden prepararse de forma recombinante usando procedimientos que se
conocen bien en la técnica. En una realizacién, se clona un polinucleétido que comprende una secuencia que
codifica las reacciones de cadena variable y ligera del anticuerpo E3 (mostradas en las Figuras 1A y 1B) en un
vector para expresion o propagacion en una célula huésped (por ejemplo, células CHO). En ofra realizacion, las
secuencias polinucleotidicas mostradas en las Figuras 2 y 3 se clonan en uno o mas vectores para expresion o
propagacion. La secuencia que codifica el anticuerpo de interés puede mantenerse en un vector en una célula
huésped y la célula huésped puede después expandirse y congelarse para su uso futuro. Se describen
adicionalmente en el presente documento vectores (incluyendo vectores de expresion) y células huésped. Se han
desvelado procedimientos para expresar anticuerpos de forma recombinante en plantas o leche. Véase, por ejemplo,
Peeters y col. (2001) Vaccine 19: 2756; Lonberg, N. y D. Huszar (1995) Int.Rev.Immunol 13: 65; y Pollock y col.
(1999) J Immunol Methods 231: 147. Se conocen en la técnica procedimientos para preparar derivados de
anticuerpos, por ejemplo, humanizados, cadena sencilla, etc.

La invencion también abarca fragmentos de region variable de cadena sencilla (“scFv”) de anticuerpos de la
presente invencion, tales como E3. Se preparan fragmentos de regién variable de cadena sencilla ligando regiones
variables de cadena ligera y/o pesada usando un péptido de enlace corto. Bird y col. (1988) Science 242: 423-426.
Un ejemplo de un péptido de enlace es (GGGGS)3 (SEC ID N° 15), que salva una distancia de aproximadamente
3,5 nm entre el extremo carboxilo terminal de una region variable y el extremo amino terminal de la otra region
variable. Se han disefiado y usado engarces de otras secuencias (Bird y col. (1988)). Los engarces pueden a su vez
modificarse para funciones adicionales tales como unién de farmacos o unién a soportes sélidos. Las variantes de
cadena sencilla pueden producirse de forma recombinante o sintética. Para produccion sintética de scFv, puede
usarse un sintetizador automatico. Para produccion recombinante de scFv, puede introducirse un plasmido
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adecuado que contenga polinucledtido que codifique el scFv en una célula huésped adecuada, eucariota, tal como
células de levadura, vegetales, de insecto o de mamifero, o procariota, tal como E. coli. Los polinucleétidos que
codifican el scFv de interés pueden prepararse por manipulaciones rutinarias tales como ligacion de polinucleétidos.
El scFv resultante puede aislarse usando técnicas de purificacion de proteinas convencionales conocidas en la
materia.

También se abarcan otras formas de anticuerpos de cadena sencilla, tales como diacuerpos. Los diacuerpos son
anticuerpos bivalentes biespecificos en los que se expresan dominios VH y VL en una cadena polipeptidica sencilla,
pero usando un engarce que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la
misma cadena, forzando de este modo a los dominios a emparejarse con dominios complementarios de otra cadena
y creando dos sitios de union a antigeno (véase, por ejemplo, Holliger, P., y col. (1993) Proc. Natl. Acad Sci. USA
90: 6444-6448; Poljak, R. J., y col. (1994) Structure 2: 1121-1123).

El anticuerpo puede ser un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo monoclonal que tiene especificidades de union
para al menos dos antigenos diferentes. Un anticuerpo biespecifico puede prepararse usando los anticuerpos
desvelados en el presente documento. Se conocen en la técnica procedimientos para preparar anticuerpos
biespecificos (véase, por ejemplo Suresh y col., 1986, Methods in Enzymology 121: 210). Tradicionalmente, la
produccion recombinante de anticuerpos biespecificos se basé en la co-expresion de dos pares de cadena ligera-
cadena pesada de inmunoglobulina, teniendo las dos cadenas pesadas diferentes especificidades (Millstein y Cuello,
1983, Nature 305, 537-539).

De acuerdo con un enfoque para preparar anticuerpos biespecificos, los dominios variables de anticuerpo con las
especificidades de unidon deseadas (sitios de combinacion de anticuerpo-antigeno) se fusionan con secuencias de
dominio constante de inmunoglobulina. La fusion preferentemente esta con un dominio constante de cadena pesada
de inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener la
primera region constante de cadena pesada (CH1), que contiene sitio necesario para unién a cadena ligera,
presente en al menos una de las fusiones. Se insertan ADN que codifican las fusiones de cadena pesada de
inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, en vectores de expresion separados, y se co-
transfectan en un organismo huésped adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad en el ajuste de las proporciones
mutuas de los tres fragmentos polipeptidicos en realizaciones cuando las relaciones desiguales de las tres cadenas
polipeptidicas usadas en la construccion proporcionan los rendimientos 6ptimos. Es, sin embargo, posible insertar
las secuencias codificantes para dos o las tres cadenas polipeptidicas en un vector de expresion cuando la
expresion de al menos dos cadenas polipeptidicas en relaciones iguales da como resultado altos rendimientos o
cuando las relaciones no son de importancia particular.

En un enfoque, los anticuerpos biespecificos estan compuestos de una cadena pesada de inmunoglobulina hibrida
con una primera especificidad de unién en una rama y un par de cadena ligera-cadena pesada de inmunoglobulina
hibrida (que proporcionan una segunda especificidad de unién) en la otra rama. Esta estructura asimétrica, con una
cadena ligera de inmunoglobulina solo en una mitad de la molécula biespecifica, facilita la separacion del compuesto
biespecifico deseado de combinaciones de cadenas de inmunoglobulina no deseadas. Este enfoque se describe en
la Publicacion de PCT N° WO 94/04690, publicada el 3 de marzo de 1994.

Los anticuerpos heteroconjugados, que comprenden dos anticuerpos unidos covalentemente, también estan dentro
del alcance de la invencion. Tales anticuerpos se han usado para dirigir células del sistema inmune a células no
deseadas (Patente de Estados Unidos N° 4.676.980) y para tratamiento de infeccion por VIH (publicacion de
solicitud de PCT N° WO 91/00360 y WO 92/200373; documento EP 03089). Pueden prepararse anticuerpos
heteroconjugados usando cualquier procedimiento de reticulacion conveniente. Se conocen bien en la materia
agentes y técnicas de reticulacion adecuados, y se describen en la Patente de Estados Unidos N° 4.676.980.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo humanizado, por ejemplo, como se conoce en la técnica, y como se describe
en el presente documento.

Los anticuerpos pueden modificarse como se describe en la Publicacion de PCT N° WO 99/58572, publicada el 18
de noviembre de 1999. Estos anticuerpos comprenden, ademas de un dominio de unién dirigido a la molécula diana,
un dominio efector que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente homéloga de todo o parte de un
dominio constante de una cadena pesada de inmunoglobulina. Estos anticuerpos son capaces de unirse a la
molécula diana sin desencadenar lisis dependiente de complementos significativa o destruccion mediada por células
de la diana. Preferentemente, el dominio efector es capaz de unirse especificamente a FcRn y/o FcyRIlb. Estos se
basan tipicamente en dominios quiméricos derivados de dos o mas dominios CH2 de cadena pesada de
inmunoglobulina humanos. Se prefieren anticuerpos modificados de esta manera para su uso en terapia de
anticuerpos croénica, para evitar reacciones inflamatorias u otras adversas a terapia de anticuerpos convencional.

La invencion abarca modificaciones del anticuerpo E3, incluyendo anticuerpos funcionalmente equivalentes que no
afectan de forma significativa a sus propiedades y variantes que tienen actividad potenciada o reducida. La
modificacion de polipéptidos es practica rutinaria en la técnica y se ejemplifica adicionalmente en los Ejemplos. Los
ejemplos de polipéptidos modificados incluyen polipéptidos con sustituciones (incluyendo sustituciones
conservativas) de restos de aminoacidos, una o mas deleciones o adiciones de aminoacidos que no cambian de
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forma significativamente deletérea la actividad funcional o uso de analogos quimicos.

Una “variante” polipeptidica, como se usa en el presente documento, es un polipéptido que difiere de una proteina
nativa en una o mas sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones, de modo que la inmunorreactividad del
polipéptido no se reduce sustancialmente. En ofras palabras, la capacidad de una variante para unirse
especificamente a antigeno puede potenciarse o no cambiarse, en relacion con la proteina nativa, o puede reducirse
en menos del 50 % y preferentemente menos del 20 %, en relacion con la proteina nativa. Las variantes
polipeptidicas preferentemente muestran al menos aproximadamente 80 %, mas preferentemente al menos
aproximadamente 90 % y mas preferentemente al menos aproximadamente 95 % de identidad (determinada como
se describe en el presente documento) con los polipéptidos identificados.

Pueden prepararse variantes de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos introduciendo cambios de nucleétidos
apropiados en el ADN del anticuerpo o por sintesis peptidica. Tales variantes incluyen, por ejemplo, deleciones de,
inserciones en y/o sustituciones de restos dentro de las secuencias de aminoacidos de SEC ID N° 1 o 2 descritas en
el presente documento. Cualquier combinacion de delecion, insercion y sustitucion se realiza para llegar a la
construccion final, siempre que la construccién final posea las caracteristicas deseadas. Los cambios de
aminoacidos también pueden alterar los procesos post-traduccionales del anticuerpo, tales como cambiar el nUmero
0 posicion de sitios de glucosilacion.

Un procedimiento util para identificacion de ciertos restos o regiones del anticuerpo que son localizaciones preferidas
para mutagénesis o modificacion se denomina “mutagénesis de exploracién de alanina” y se describe por
Cunningham y Wells, 1989, Science, 244: 1081-1085. Se identifica un resto o grupo de restos diana (por ejemplo,
restos cargados tales como arg, asp, his, lys y glu) y se reemplaza por un aminoacido cargado negativo o neutro
(mas preferentemente alanina o polialanina) para afectar a la interaccion de los aminoacidos con el antigeno. Las
localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones se refinan después
introduciendo variaciones adicionales u otras en, o para, los sitios de sustitucion. Por lo tanto, aunque el sitio para
introducir una variacién de secuencia de aminoacidos esta predeterminado, la naturaleza de la mutacién en si
misma no necesita estar predeterminada. Por ejemplo, para analizar la realizacion de una mutacion en un sitio dado,
se realiza mutagénesis aleatoria o exploracion de alanina en el coddn o regién diana y las variantes de anticuerpo
expresado se exploran con respecto a la actividad deseada. También puede usarse mutagénesis de exploracion de
bibliotecas, como se describe en el presente documento, para identificar localizaciones en un anticuerpo que sean
adecuadas para mutagénesis o modificacion.

Las inserciones de secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxilo terminal que varian en longitud
de un resto a polipéptidos que contienen cien o mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos de
aminoacidos sencillos o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un resto de
metionilo N-terminal o el anticuerpo fusionado con un marcador epitépico. Otras variantes de insercion de la
molécula de anticuerpo incluyen la fusion con el extremo N- o C-terminal del anticuerpo de una enzima o un
polipéptido que aumenta la semivida en suero del anticuerpo.

Las variantes de sustitucion tienen al menos un resto de aminoacido en la molécula de anticuerpo retirado y un resto
diferente insertado en su lugar. Los sitios de mayor interés para mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones
hipervariables, pero también se contemplan alteraciones de FR. Se muestran sustituciones conservativas en la
Tabla 1 bajo el encabezamiento “sustituciones conservativas”. Si tales sustituciones dan como resultado un cambio
de la actividad bioldgica, entonces pueden introducirse mas cambios sustanciales denominados “sustituciones
ejemplares” en la Tabla 1, o como se describe adicionalmente posteriormente en referencia a clases de
aminoacidos, y pueden explorarse los productos.

Tabla 1: Sustituciones de aminoacidos

Resto original | Sustituciones conservativas Sustituciones ejemplares
Ala (A) Val Val; Leu; lle

Arg (R) Lys Lys; GIn; Asn

Asn (N) GIn GIn; His; Asp, Lys; Arg

Asp (D) Glu Glu; Asn

Cys (C) Ser Ser; Ala

Gin (Q) Asn Asn; Glu

Glu (E) Asp Asp; GIn

Gly (G) Ala Ala
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(continuacion)

His (H) Arg Asn; GIn; Lys; Arg

lle (1) Leu Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina
Leu (L) lle Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg Arg; GIn; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; lle

Phe (F) Tyr Leu; Val; lle; Ala; Tyr

Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr Tyr; Phe

Tyr (Y) Phe Trp; Phe; Thr; Ser

Val (V) Leu lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina

Se consiguen modificaciones sustanciales de las propiedades bioldgicas del anticuerpo seleccionando sustituciones
que difieren significativamente en su efecto en el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal
polipeptidica en el area de la sustitucién, por ejemplo, como una conformacion en lamina o helicoidal (b) la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana o (c) el volumen de la cadena lateral. Los restos de origen natural se
dividen en grupos basandose en las propiedades de cadena lateral comunes:

(1) Hidrofobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) Hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr;

(3) Acidos: Asp, Glu;

(4) Basicos: Asn, GIn, His, Lys, Arg;

(5) Restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro; y
(6) Aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Se realizan sustituciones no conservativas intercambiando un miembro de una de estas clases por otra clase.

Cualquier resto de cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformacion apropiada del anticuerpo, también
puede sustituirse, generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar reticulacion
aberrante. Por el contrario, puede afadirse enlace o enlaces de cisteina al anticuerpo para mejorar su estabilidad,
particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento Fv.

Las modificaciones de aminoacidos pueden variar de cambiar o modificar uno o mas aminoacidos a redisefio
completo de una region, tal como la regién variable. Los cambios en la region variable pueden alterar la afinidad de
union y/o especificidad. En alguna realizacion, se realizan no mas de una a cinco sustituciones de aminoacidos
conservativas dentro de un dominio CDR. En otras realizaciones, se realizan no mas de una a tres sustituciones de
aminoacidos conservativas dentro de un dominio CDR3. En otras realizaciones mas, el dominio CDR es CDRH3 y
y/o CDR L3.

Las modificaciones también incluyen polipéptidos glucosilados y no glucosilados, asi como polipéptidos con otras
modificaciones post-traduccionales, tales como, por ejemplo, glucosilacion con diferentes azucares, acetilacion y
fosforilacion. Los anticuerpos se glucosilan en posiciones conservadas en sus regiones constantes (Jefferis y Lund,
1997, Chem. Immunol. 65: 111-128; Wright y Morrison, 1997, TibTECH 15: 26-32). Las cadenas laterales de
oligosacaridos de las inmunoglobulinas afectan a la funcion de la proteina (Boyd y col., 1996, Mol. Immunol. 32:
1311-1318; Wittwe y Howard, 1990, Biochem. 29:4175-4180) y la interaccion intramolecular entre partes de la
glucoproteina, que puede afectar a la conformacion y superficie tridimensional presentada de la glucoproteina
(Hefferis y Lund, mencionado anteriormente; Wyss y Wagner, 1996, Current Opin. Biotech. 7: 409-416). Los
oligosacaridos también pueden actuar para dirigir una glucoproteina dada a ciertas moléculas basandose en
estructuras de reconocimiento especificas. También se ha indicado que la glucosilacion de anticuerpo afecta a
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En particular, se ha indicado que células CHO con
expresion regulada por tetraciclina de B (1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIIl), una glucosiltransferasa que
cataliza la formacién de GIcNAc de biseccion, han mejorado la actividad de ADCC (Umana y col., 1999, Mature
Biotech. 17: 176-180).
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La glucosilacion de anticuerpo esta tipicamente ligada a N o ligada a O. Ligada a N se refiere a la union del resto de
carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
de unién enzimatica del resto de carbohidrato con la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la presencia de una
de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glucosilacion potencial. La glucosilacién ligada a
O se refiere a la unién de uno de los azicares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa con un hidroxiaminoacido,
mas habitualmente serina o treonina, aunque también puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicién de sitios de glucosilacion al anticuerpo se consigue convenientemente alterando la secuencia de
aminoacidos de modo que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios
de glucosilacion ligados a N). La alteracion también puede realizarse por la adicion de, o sustitucidon por, uno o mas
restos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glucosilacién ligados a O).

El patron de glucosilacion de anticuerpos también puede alterarse sin alterar la secuencia de nucleétidos
subyacente. La glucosilacién depende en gran medida de la célula huésped usada para expresar el anticuerpo.
Puesto que el tipo de célula usado para expresion de glucoproteinas recombinantes, por ejemplo anticuerpos, como
agentes terapéuticos potenciales en pocas ocasiones es una célula nativa, pueden esperarse variaciones en el
patron de glucosilacion de los anticuerpos (véase, por ejemplo, Hse y col., 1997, J. Biol. Chem.272: 9062-9070).

Ademas de la seleccion de células huésped, los factores que afectan a glucosilacion durante la produccion
recombinante de anticuerpos incluyen modo de crecimiento, formulacion de medio, densidad de cultivo, oxigenacion,
pH, esquemas de purificaciéon y similares. Se han propuestos diversos procedimientos para alterar el patron de
glucosilacion conseguido en un organismo huésped particular incluyendo introduccién o sobrexpresion de ciertas
enzimas implicadas en produccion de oligosacaridos (Patente de Estados Unidos N° 5.047.335; 5.510.261 y
5.278.299). La glucosilacion, o ciertos tipos de glucosilacion, puede retirarse enzimaticamente de la glucoproteina,
por ejemplo usando endoglucosidasa H (Endo H). Ademas, la célula huésped recombinante puede modificarse por
ingenieria genética para ser deficiente en el procesamiento de ciertos tipos de polisacaridos. Estas y técnicas
similares se conocen bien en la materia.

Otros procedimientos de modificacién incluyen usar técnicas de acoplamiento conocidas en la materia, incluyendo,
pero sin limitacion, medios enzimaticos, sustitucién oxidativa y quelacién. Pueden usarse modificaciones, por
ejemplo, para unidon de marcadores para inmunoensayo. Se preparan polipéptidos E3 modificados usando
procedimientos establecidos en la técnica y pueden explorarse usando ensayos convencionales conocidos en la
materia, algunos de los cuales se describen posteriormente y en los Ejemplos.

Otras modificaciones de anticuerpos incluyen anticuerpos que se han modificado como se describe en la Publicacion
de PCT WO 99/58572, publicada el 18 de noviembre de 1999. Estos anticuerpos comprenden, ademas de un
dominio de unidn dirigido a la molécula diana, un dominio efector que tiene una secuencia de aminoacidos
sustancialmente homologa de todo o parte de un dominio constante de una cadena pesada de inmunoglobulina
humana. Estos anticuerpos son capaces de unirse a la molécula diana sin desencadenar lisis de complemento
significativa o destruccion mediada por células de la diana. En algunas realizaciones, el dominio efector es capaz de
unirse especificamente a FcRn y/o FcyRIIb. Estos se basan tipicamente en dominios quiméricos derivados de dos o
mas dominios CH2 de cadena pesada de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos modificados de esta manera
son particularmente adecuados para su uso en terapia de anticuerpos croénica, para evitar reacciones inflamatorias y
otras reacciones adversas a terapia de anticuerpos convencional.

La invencion también abarca proteinas de fusién que comprenden uno o mas fragmentos o regiones de los
anticuerpos (tales como E3) o polipéptidos de la presente invencidon. En una realizacién, se proporciona un
polipéptido de fusion que comprende al menos 10 aminoacidos contiguos de la region variable de cadena ligera
mostrada en la Figura 1B y/o al menos 10 aminoacidos de la regién variable de cadena pesada mostrada en la
Figura 1A. En otra realizacion, el polipéptido de fusién comprende una regién variable de cadena ligera y/o una
region variable de cadena pesada de E3, como se muestra en las Figuras 1A'y 1B. En ofra realizacion, el polipéptido
de fusiéon comprende una o mas CDR de E3. En otras realizaciones mas, el polipéptido de fusién comprende CDR
H3 y/o CDR L3 del anticuerpo E3. En otra realizacion, el polipéptido de fusién comprende uno cualquiera o mas de:
resto de aminoacido L29 de CDRH1, 150 de CDRH2, W101 de CDRH3 y/o A103 de CDRH3; y/o resto de aminoacido
S28 de CDRL1, N32 de CDRL1, T51 de CDRL2, 91E de CDRL3 y/o H92 de CDRL3. Para los fines de la presente
invencion, una proteina de fusién E3 contiene uno o mas anticuerpos E3 y otra secuencia de aminoacidos con la que
no esta unida en la molécula nativa, por ejemplo, una secuencia heteréloga o una secuencia homéloga de ofra
region. Las secuencias heterdlogas ejemplares incluyen, pero sin limitaciéon, un “marcador” tal como un marcador
FLAG o un marcador 6His. Los marcadores se conocen bien en la técnica.

Un polipéptido de fusion de E3 puede crearse por procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, de forma
sintética o recombinante. Tipicamente, las proteinas de fusion de E3 de la presente invencién se realizan
preparando y expresando un polinucleétido que las codifica usando procedimientos recombinantes descritos en el
presente documento, aunque también pueden prepararse por otros medios conocidos en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, sintesis quimica.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2564 752 T3

La presente invencién también proporciona composiciones que comprenden anticuerpos o polipéptidos E3
conjugados (por ejemplo, ligados) con un agente que facilita el acoplamiento a un soporte sélido (tal como biotina o
avidina). Para simplificar, generalmente se hara referencia a E3 o a anticuerpos con el entendimiento de que estos
procedimientos se aplican a cualquiera de las realizaciones de uniéon a NGF descritas en el presente documento. La
conjugacion se refiere en general a ligar estos componentes como se describe en el presente documento. La
ligacion (que es generalmente fijar estos componentes en asociacion proxima al menos para la administracion)
puede conseguirse de cualquiera de varias maneras. Por ejemplo, es posible una reaccion directa entre un agente y
un anticuerpo cuando cada uno posee un sustituyente capaz de reaccionar con el otro. Por ejemplo, un grupo
nucledfilo, tal como un grupo amino o sulfhidrilo, en uno puede ser capaz de reaccionar con un grupo que contiene
carbonilo, tal como un anhidrido o un haluro de acido, o con un grupo alquilo que contiene un buen grupo saliente
(por ejemplo, un haluro) en el otro.

Un anticuerpo o polipéptido de la presente invencion puede ligarse a un agente de marcaje (denominado como
alternativa “marcador”) tal como una molécula fluorescente, una molécula radiactiva o cualquier otro marcador
conocido en la técnica. Se conocen en la técnica marcadores que generalmente proporcionan (directa o
indirectamente) una sefial. En consecuencia, la invencion incluye anticuerpos y polipéptidos marcados.

Las capacidades de los anticuerpos y polipéptidos de la presente invencion, tal como uniéon de NGF; reduccién o
inhibicién de una actividad biolégica de NGF; o reduccién y/o bloqueo de la supervivencia inducida por NGF de
neuronas trigeminales de ratén E13.5, pueden ensayarse usando procedimientos conocidos en la técnica, algunos
de los cuales se describen en los ejemplos.

La invencién también proporciona composiciones (incluyendo composiciones farmacéuticas) y kits que comprenden
anticuerpo E3 y, como aclara la presente divulgacion, todos y cada uno de los anticuerpos y/o polipéptidos descritos
en el presente documento.

Polinucledtidos, vectores y células huésped

La divulgacion también proporciona polinucleétidos aislados que codifican los anticuerpos y polipéptidos de la
invencion (incluyendo un anticuerpo que comprende las secuencias polipeptidicas de las regiones variables de
cadena ligera y cadena pesada mostradas en las Figuras 1Ay 1B) y vectores y células huésped que comprenden el
polinucleétido.

En consecuencia, la divulgacion proporciona polinucledtidos (o composiciones, incluyendo composiciones
farmacéuticas) que comprenden polinucleétidos que codifican cualquiera de los siguientes: (a) anticuerpo E3; (b) un
fragmento o una region del anticuerpo E3; (c) una cadena ligera del anticuerpo E3 como se muestra en las Figuras
1B; (d) una cadena pesada del anticuerpo E3 como se muestra en la Figuras 1A; (e) una o mas regiones variables
de una cadena ligera y/o una cadena pesada del anticuerpo E3; (f) una o mas CDR (una, dos, tres, cuatro, cinco o
seis CDR) del anticuerpo E3 mostrado en las Figuras 1A'y 1B; (g) CDR H3 de la cadena pesada del anticuerpo E3
mostrada en la Figura 1A; (h) CDR L3 de la cadena ligera del anticuerpo E3 mostrada en la Figura 1B; (i) tres CDR
de la cadena ligera del anticuerpo E3 mostradas en la Figura 1B; (j) tres CDR de la cadena pesada del anticuerpo
E3 mostradas en la Figura 1A; (k) tres CDR de la cadena ligera y tres CDR de la cadena pesada del anticuerpo E3
mostradas en las Figuras 1A y 1B; o (1) un anticuerpo que comprende cualquiera de (b) a (k). En algunas
realizaciones, el polinucleétido comprende uno o los dos polinucleétidos mostrados en las Figuras 2 y 3.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polinucledtido aislado que codifica una cadena ligera de E3 con un
numero de depdsito de ATCC numero PTA-4893 o ATCC numero PTA-4894. En otro aspecto, la divulgacion
proporciona un polinucleétido aislado que codifica una cadena pesada de E3 con un nimero de depésito de ATCC
numero PTA-4895. En otro aspecto mas, la divulgacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende (a)
una region variable codificada en el polinucleétido con un nimero de depdsito de ATCC ndimero PTA-4894 y (b) una
region variable codificada en el polinucleétido con un numero de depdsito de ATCC nuimero PTA-4895. En otro
aspecto, la divulgacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende (a) una o mas CDR codificadas en el
polinucleétido con un nimero de depdsito de ATCC numero PTA-4894; y/o (b) una o mas CDR codificadas en el
polinucleétido con un nimero de depédsito de ATCC nimero PTA-4895.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona polinucleétidos que codifican cualquiera de los anticuerpos (incluyendo
fragmentos de anticuerpo) y polipéptidos descritos en el presente documento. Pueden prepararse polinucleétidos por
procedimientos conocidos en la técnica.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona composiciones (tales como una composicion farmacéutica) que
comprenden cualquiera de los polinucleotidos de la invencion. En algunas realizaciones, la composicion comprende
un vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica el anticuerpo E3 como se describe en el
presente documento. En otra realizacién, la composicion comprende un vector de expresién que comprende un
polinucleétido que codifica cualquiera de los anticuerpos o polipéptidos descritos en el presente documento. En otras
realizaciones mas, la composicion comprende uno o los dos polinucleétidos mostrados en las Figuras 2 y 3. Se
describen adicionalmente en el presente documento vectores de expresion, y la administracion de composiciones de
polinucledtidos.
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En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para preparar cualquiera de los polinucleotidos
descritos en el presente documento.

También estan abarcados por la presente invencion polinucleétidos complementarios a cualquiera de tales
secuencias. Los polinucleétidos pueden ser monocatenarios (codificantes o antisentido) o bicatenarios, y pueden ser
moléculas de ADN (genodmico, ADNc o sintético) o ARN. Las moléculas de ARN incluyen moléculas de ARNHn, que
contienen intrones y corresponden a una molécula de ADN una a una, y moléculas de ARNm, que no contienen
intrones. Las secuencias codificantes o no codificantes adicionales pueden, pero no necesitan, estar presentes
dentro de un polinucleétido de la presente invencion, y un polinucledtido puede, pero no necesita, estar ligado a
otras moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucledtidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia enddégena que codifica un
anticuerpo o una parte del mismo) o pueden comprender una variante de dicha secuencia. Las variantes
polinuclectidicas contienen una o mas sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones de modo que no
disminuya la inmunorreactividad del polipéptido codificado, en relacion con una molécula inmunorreactiva nativa. El
efecto del polipéptido codificado sobre la inmunorreactividad puede evaluarse generalmente como se describe en el
presente documento. Las variantes muestran preferentemente al menos aproximadamente un 70 % de identidad,
mas preferentemente al menos aproximadamente un 80 % de identidad y aun mas preferentemente al menos
aproximadamente un 90 % de identidad con una secuencia polinucleotidica que codifica un anticuerpo nativo o una
parte del mismo.

Se dice que dos secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas son “idénticas” si la secuencia de nucleétidos o
aminoacidos en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para conseguir la maxima correspondencia como
se describe posteriormente. Las comparaciones entre dos secuencias se realizan tipicamente comparando las
secuencias sobre una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones locales de similitud de
secuencia. Una “ventana de comparacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a un segmento de al
menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, habitualmente de 30 a aproximadamente 75, de 40 a
aproximadamente 50, en el que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo
numero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alineen de forma 6ptima.

El alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacion puede realizarse usando el programa Megalign en el grupo
de software bioinformatico Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, WI), usando parametros por defecto. Este
programa incorpora varios esquemas de alineamiento descritos en las siguientes referencias: Dayhoff, M.O. (1978)
A model of evolutionary change in proteins - Matrices for detecting distant relationships. En Dayhoff, M.O. (ed.) Atlas
of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington DC Vol. 5, Supl. 3, pags.
345-358; Hein J., 1990, Unified Approach to Alignment and Phylogenes pags. 626-645 Methods in Enzymology vol.
183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. y Sharp, P.M., 1989, CABIOS 5:151-153; Myers, E.W. and
Muller W., 1988, CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D., 1971, Comb. Theor. 11:105; Santou, N., Nes, M., 1987, Mol. Biol.
Evol. 4:406-425; Sneath, P.H.A. y Sokal, R.R., 1973, Numerical Taxonomy the Principles and Practice of Numerical
Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W.J. y Lipman, D.J., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80:726-730.

Preferentemente, el “porcentaje de identidad de secuencia” se determina comparando dos secuencias alineadas de
forma éptima sobre una ventana de comparacién de al menos 20 posiciones, pudiendo comprender la parte de la
secuencia polinucleotidica o polipeptidica en la ventana de comparacién adiciones o deleciones (es decir, huecos)
de un 20 por ciento o menos, habitualmente de un 5 a un 15 por ciento, o de un 10 a un 12 por ciento, en
comparacion con las secuencias de referencia (que no comprenden adiciones o deleciones) para alineamiento
optimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que las bases
de acido nucleico o restos de aminoacido idénticos aparecen en ambas secuencias para producir el nimero de
posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la
secuencia de referencia (es decir, el tamafio de ventana) y multiplicando los resultados por 100 para producir el
porcentaje de identidad de secuencia.

Las variantes pueden también, o como alternativa, ser sustancialmente homdlogas a un gen nativo; o una parte o
complemento del mismo. Tales variantes de polinucleétidos son capaces de hibridar en condiciones moderadamente
rigurosas con una secuencia de ADN de origen natural que codifica un anticuerpo nativo (o una secuencia
complementaria).

Las condiciones “moderadamente rigurosas” adecuadas incluyen prelavado en una solucién de SSC 5 X, SDS 0,5
%, EDTA 1,0 mM (pH 8,0); hibridacion a 50 °C-65 °C, SSC 5 X, durante una noche; seguido de lavado dos veces a
65 °C durante 20 minutos con cada uno de SSC 2 X 0,5 Xy 0,2 X que contienen SDS 0,1 %.

Como se usan en el presente documento, “condiciones altamente rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad” son
las que: (1) emplean baja fuerza ionica y alta temperatura para lavar, por ejemplo cloruro sédico 0,015 M/citrato
soédico 0,0015 M/dodecil sulfato sodico 0,1 % a 50 °C; (2) emplean durante la hibridacion un agente
desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50 % (v/v) con albumina de suero bovino 0,1
%/Ficoll 0,1 %/polivinilpirrolidona 0,1 %/tampoén fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM, citrato
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sédico 75 mM a 42 °C; o (3) emplean formamida al 50 %, SSC 5 X (NaCl 0,75 M, citrato sédico 0,075 M), fosfato
sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sodico 0,1 %, solucién de Denhardt 5 X, ADN de esperma de salmén sonicado
(50 pg/ml), SDS 0,1 % y dextran sulfato 10 % a 42 °C, con lavados a 42 °C en SSC 0,2 X (cloruro sdédico/citrato
sédico) y formamida al 50 % a 55 °C, seguido de un lavado de alta rigurosidad que consiste en SSC 0,1 X que
contiene EDTA a 55 °C. El experto en la materia reconocera como ajustar la temperatura, fuerza iénica, etc., segun
sea necesario para adaptarse a factores tales como longitud de la sonda y similares.

Se apreciara por los expertos en la materia que, como resultado de la degeneracion del cédigo genético, existen
muchas secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido como se describe en el presente documento.
Algunos de estos polinucledtidos portan minima homologia con la secuencia de nucleétidos de cualquier gen nativo.
No obstante, la presente divulgacion contempla especificamente polinucleétidos que varian debido a diferencias en
el uso codonico. Ademas, dentro del alcance de la presente invencion se incluyen alelos de los genes que
comprenden las secuencias polinucleotidicas proporcionadas en el presente documento. Los alelos son genes
enddégenos que se alteran como resultado de una o mas mutaciones, tales como deleciones, adiciones y/o
sustituciones de nucledtidos. EI ARNm y proteina resultantes pueden, pero no necesitan, tener una estructura o
funcién alterada. Los alelos pueden identificarse usando técnicas convencionales (tales como hibridacion,
amplificacion y/o comparacion de secuencias de bases de datos).

Los polinucledtidos de la presente divulgacion pueden obtenerse usando sintesis quimica, procedimientos
recombinantes o PCR. Se conocen bien en la técnica procedimientos de sintesis quimica de polinucledtidos y no es
necesario describirlos en detalle en el presente documento. Un experto en la materia puede usar las secuencias
proporcionadas en el presente documento y un sintetizador de ADN comercial para producir una secuencia de ADN
deseada.

Para preparar polinucleétidos usando procedimientos recombinantes, puede insertarse un polinucleétido que
comprende una secuencia deseada en un vector adecuado, y el vector a su vez puede introducirse en una célula
huésped adecuada para replicacion y amplificacion, como se analiza adicionalmente en el presente documento.
Pueden insertarse polinucledtidos en células huésped por cualquier medio conocido en la técnica. Las células se
transforman introduciendo un polinucleétido exégeno por captacion directa, endocitosis, transfeccion, acoplamiento
de F o electroporacion. Una vez introducido, el polinucleétido exdgeno puede mantenerse dentro de la célula como
un vector no integrado (tal como un plasmido) o integrarse en el genoma de la célula huésped. El polinucleétido
amplificado de este modo puede aislarse de la célula huésped por procedimientos bien conocidos dentro de la
técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook y col (1989).

Como alternativa, la PCR permite la reproduccion de secuencias de ADN. La tecnologia de PCR se conoce bien en
la técnica y se describe en las patentes de Estados Unidos N° 4.683.195, 4.800.159, 4.754.065 y 4.683.202, asi
como PCR: The Polymerase Chain Reaction, Mullis y col. eds., Birkauswer Press, Boston (1994).

Puede obtenerse ARN usando el ADN aislado en un vector apropiado e insertandolo en una célula huésped
adecuada. Cuando la célula se replica y el ADN se transcribe a ARN, el ARN puede después aislarse usando
procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia, como se expone en Sambrook y col., (1989), por
ejemplo.

Pueden construirse vectores de clonacidon adecuados de acuerdo con técnicas convencionales o pueden
seleccionarse de un gran numero de vectores de clonacion disponibles en la técnica. Aunque el vector de clonacion
seleccionado puede variar de acuerdo con la célula huésped que se pretende usar, los vectores de clonacién utiles
generalmente tendran la capacidad de autorreplicarse, pueden poseer una sola diana para una endonucleasa de
restriccion particular y/o pueden portar genes para un marcador que pueden usarse en la seleccion de clones que
contienen el vector. Los ejemplos adecuados incluyen plasmidos y virus bacterianos, por ejemplo, pUC18, pUC19,
Bluescript (por ejemplo, pBS SK+) y sus derivados, mp18, mp19, pBR322, pMB9, ColEl, pCR1, RP4, ADN de fagos
y vectores lanzadera tales como pSA3 y pAT28. Estos y muchos otros vectores de clonacion estan disponibles en
proveedores comerciales tales como BioRad, Strategene e Invitrogen.

Los vectores de expresion generalmente son construcciones polinucleotidicas replicables que contienen un
polinucledétido de acuerdo con la invencion. Se supone que un vector de expresion debe ser replicable en las células
huésped como episomas o como una parte integral del ADN cromosémico. Los vectores de expresion adecuados
incluyen, pero sin limitacion, plasmidos, vectores virales, incluyendo adenovirus, virus adenoasociados, retrovirus,
césmidos y uno o mas vectores de expresion desvelados en la publicacion de PCT N° WO 87/04462. Los
componentes de vector pueden incluir generalmente, pero sin limitacion, uno o mas de los siguientes: una secuencia
sefial; un origen de replicacion; uno o mas genes marcadores; elementos de control de la transcripcion adecuados
(tales como promotores, potenciadores y terminador). Para la expresion (es decir, traduccion), también se requieren
habitualmente uno o mas elementos controladores de la traduccion, tales como sitios de unién a ribosomas, sitios de
inicio de la traduccion y codones de parada.

Los vectores que contienen los polinucleétidos de interés pueden introducirse en la célula huésped por cualquiera de
varios medios apropiados, incluyendo electroporacion, transfeccion empleando cloruro calcico, cloruro de rubidio,
fosfato calcico, DEAE-dextrano u ofras sustancias; bombardeo de microproyectiles; lipofeccion; e infeccion (por
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ejemplo, en la que el vector es un agente infeccioso tal como virus vaccinia). La eleccién de introducir vectores o
polinucleétidos con frecuencia depende de las caracteristicas de la célula huésped.

La divulgacién también proporciona células huésped que comprenden cualquiera de los polinucleétidos descritos en
el presente documento. Puede usarse cualquier célula huésped capaz de sobreexpresar ADN heterologos para el fin
de aislar los genes que codifican el anticuerpo, polipéptido o proteina de interés. Los ejemplos no limitantes de
células huésped de mamifero incluyen, pero sin limitacion, células COS, HeLa y CHO. Véase también la publicacion
de PCT N° WO 87/04462. Las células huésped que no son de mamifero adecuadas incluyen procariotas (tales como
E. coli o B. subtilis) y levadura (tales como S. cerevisiae, S. pombe; o K. lactis). Preferentemente, las células
huésped expresan los ADNc a un nivel de aproximadamente 5 veces mas alto, mas preferentemente 10 veces mas
alto, incluso mas preferentemente 20 veces mas alto que el del anticuerpo endégeno correspondiente o proteina de
interés, si esta presente, en las células huésped. La exploracion de las células huésped con respecto a una unién
especifica con NGF se efectda por un inmunoensayo o FACS. Puede identificarse una célula que sobreexpresa el
anticuerpo o proteina de interés.

Procedimientos que usan anticuerpos E3 y derivados de E3

El anticuerpo E3 que se une a NGF puede usarse para identificar o detectar la presencia o ausencia de NGF. Para
simplificar, se hara referencia en general a E3 o anticuerpos con el entendimiento de que estos procedimientos se
aplican a cualquiera de las realizaciones de unién a NGF (tales como polipéptidos) descritas en el presente
documento. La deteccion generalmente implica poner en contacto una muestra bioldgica con un anticuerpo descrito
en el presente documento que se une a NGF y la formacién de un complejo entre NGF y un anticuerpo (por ejemplo,
E3) que se une especificamente a NGF. La formacion de dicho complejo puede ser in vitro o in vivo. El término
“deteccion”, como se usa en el presente documento, incluye deteccion cualitativa y/o cuantitativa (medicion de
niveles) con o sin referencia a un control.

Puede usarse cualquiera de una diversidad de procedimientos conocidos para deteccion, incluyendo, pero sin
limitacién, inmunoensayo, usando un anticuerpo que se une al polipéptido, por ejemplo, por ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y similares; y ensayo funcional para el
polipéptido codificado, por ejemplo, actividad de unién o ensayo enzimatico. En algunas realizaciones, el anticuerpo
se marca de forma detectable.

Uso para el diagnéstico del E3 y derivados

Los anticuerpos y polipéptidos de la invencion pueden usarse en la deteccion, diagnéstico y control de una
enfermedad, afeccion o trastorno asociado con una expresion de NGF alterada o aberrante (en algunas
realizaciones, aumento o reduccion de la expresion de NGF (en relacién con una muestra normal) y/o expresion
inapropiada, tal como presencia de expresion en uno o mas tejidos y/o células que normalmente carecen de
expresion de NGF, o ausencia de expresion de NGF en uno o mas tejidos o células que normalmente poseen
expresion de NGF). Los anticuerpos y polipéptidos de la invencion son Utiles ademas para la deteccion de la
expresion de NGF, por ejemplo, en una enfermedad asociada con sensibilidad o respuesta a NGF alterada o
aberrante. En algunas realizaciones, se detecta expresion de NGF en una muestra de un individuo sospechoso de
tener una enfermedad, trastorno que presenta o esta asociado con una sensibilidad o respuesta a la expresion de
NGF alterada o aberrante (por ejemplo, un cancer en el que NGF promueve el crecimiento y/o metastasis).

Por lo tanto, en algunas realizaciones, la divulgacion proporciona procedimientos que comprenden poner en
contacto una muestra de ensayo (muestra) de un individuo sospechoso de tener expresion de NGF alterada o
aberrante con un anticuerpo o polipéptido de la invencién y determinar si el nivel de NGF difiere del de una muestra
de ensayo de control o comparacion. En algunas realizaciones, el individuo tiene una arritmia cardiaca, enfermedad
de Alzheimer y/o disfuncién auténoma.

En ofras realizaciones, la divulgacion proporciona procedimientos que comprenden poner en contacto una muestra
de ensayo (muestra) de un individuo y determinar el nivel de expresion de NGF. En algunas realizaciones, el
individuo es sospechoso de tener una enfermedad, trastorno que presenta o esta asociado con una sensibilidad o
respuesta a expresion de NGF alterada o aberrante. En algunas realizaciones, el individuo tiene cancer de pulmon
de células pequeias, cancer de mama, cancer de pancreatico, cancer de préstata, carcinoma de ovario, carcinoma
hepatocelular o melanoma.

Para aplicaciones de diagnéstico, el anticuerpo tipicamente estara marcado con un resto detectable incluyendo, pero
sin limitacion, radiois6topos, marcadores fluorescentes y diversos marcadores de sustratos enzimaticos. Se conocen
en la técnica procedimientos para conjugar marcadores con un anticuerpo. En otra realizacion de la invencion, no se
necesita marcar los anticuerpos de la invencion, y la presencia de los mismos puede detectarse usando un
anticuerpo marcado que se une a los anticuerpos de la invencion.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden emplearse en cualquier procedimiento de ensayo conocido, tales
como ensayos de unién competitiva, ensayos de tipo sandwich directo e indirecto y ensayos de inmunoprecipitacion.
Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pags.147-158 (CRC Press, Inc. 1987).
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Los anticuerpos también pueden usarse para ensayos de diagndstico in vivo, tales como captura de imagenes in
vivo. En general, el anticuerpo se marca con un radionuclido (tal como "R 99Tc, 14C, 131I, 25 o 3H) de modo que las
células o tejidos de interés pueden localizarse usando inmunoescintigrafia.

El anticuerpo también puede usarse como reactivo de tincién en patologia, siguiendo técnicas bien conocidas en
este campo.

Procedimientos para usar E3 y derivados para fines terapéuticos

El anticuerpo E3 es util para reducir y/o bloquear la actividad bioldgica de NGF. Se cree que esta actividad
antagonista es util en el tratamiento de afecciones patolégicas asociadas con produccion de NGF enddgeno, tales
como dolor. En general, en estas realizaciones se administra una cantidad eficaz a un individuo. En consecuencia,
en un aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para antagonizar la actividad biolégica de NGF humano
usando cualquiera de los polipéptidos (incluyendo anticuerpos tales como anticuerpos E3) desvelados en el presente
documento. En una realizacién, el procedimiento comprende poner en contacto el factor de crecimiento nervioso
humano con cualquiera de los polipéptidos (incluyendo anticuerpo E3) descritos en el presente documento, con lo
que la actividad del factor de crecimiento nervioso humano se antagoniza, reduce, bloquea o suprime. En otra
realizacion mas, se proporciona a un individuo con dolor (tal como dolor post-quirirgico o dolor de artritis
reumatoide) tratamiento con E3.

Para simplificar, en general se hara referencia a E3 o a anticuerpo con el entendimiento de que estos
procedimientos se aplican a cualquiera de los anticuerpos variantes de E3 y polipéptidos descritos en el presente
documento.

Para la administracion, pueden usarse diversas formulaciones de E3 o fragmentos de E3 (por ejemplo, Fab, Fab’,
F(ab’)2, Fv, Fc, etc.), tales como fragmentos monocatenarios (ScFv), mutantes de los mismos, proteinas de fusion
que comprenden una parte de anticuerpo y cualquier otra configuracion modificada de E3 que comprenda un sitio de
reconocimiento de NGF de antigeno de la especificidad requerida. En algunas realizaciones, pueden administrarse
anticuerpos E3 o diversas formulaciones de E3 de los mismos en estado puro. En otras realizaciones, se administra
E3 o diversas formulaciones de E3 (incluyendo cualquier realizacion de composicion descrita en el presente
documento) de los mismos y un excipiente farmacéuticamente aceptable, y pueden estar en diversas formulaciones.
Se conocen en la técnica excipientes farmacéuticamente aceptables y son sustancias relativamente inertes que
facilitan la administracion de una sustancia farmacolégicamente eficaz. Por ejemplo, un excipiente puede dar forma
o consistencia, o actuar como un diluyente. Los excipientes adecuados incluyen, pero sin limitacion, agentes de
estabilizacion, agentes humectantes y emulsionantes, sales para variar la osmolaridad, agentes de encapsulacion,
tampones y potenciadores de la penetracion de la piel. Se exponen excipientes asi como formulaciones para
administracion de farmaco parenteral y no parenteral en Remington, The Science and Practice of Pharmacy 202 Ed.
Mack Publishing (2000).

En algunas realizaciones, estos agentes se formulan para administracion por inyeccion (por ejemplo, por via
intraperitoneal, por via intravenosa, por via subcutanea, por via intramuscular, etc.), aunque también pueden usarse
otras formas de administracion (por ejemplo, oral, mucosa, mediante inhalaciéon, por via sublingual, etc.). En
consecuencia, el anticuerpo E3 y sus equivalentes se combinan preferentemente con vehiculos farmacéuticamente
aceptables tales como solucidon salina, solucion de Ringer, solucion de dextrosa y similares. El régimen de
dosificacion particular, es decir, la dosis, temporizacion y repeticion, dependera del individuo particular y la historia
médica de ese individuo. En general, puede usarse cualquiera de las siguientes dosis: se administra una dosis de al
menos aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal; al
menos aproximadamente 3 mg/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal; al menos
aproximadamente 750 ug/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 500 ug/kg de peso corporal; al menos
aproximadamente 250 nug/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 100 ug/kg de peso corporal; al menos
aproximadamente 50 ug/kg de peso corporal; al menos aproximadamente 10 ug/kg de peso corporal; al menos
aproximadamente 1 ug/kg de peso corporal o menos. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas
largas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se prolonga hasta que se produce una supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad. Un régimen de dosificacion ejemplar comprende administrar una dosis inicial de
aproximadamente 2 mg/kg seguida de una dosis de mantenimiento semanal de aproximadamente 1 mg/kg del
anticuerpo anti-NGF, o seguida de una dosis de mantenimiento de aproximadamente 1 mg/kg cada dos semanas.
Sin embargo, pueden ser utiles otros regimenes de dosificacion, dependiendo del patrén de desintegracion
farmacocinética que el facultativo desee conseguir. Las consideraciones empiricas, tales como la semivida,
generalmente contribuiran a la determinacion de la dosificacion. El progreso de esta terapia se controla faciimente
por técnicas y ensayos convencionales.

En algunos individuos, puede requerirse mas de una dosis. La frecuencia de administracion puede determinarse y
ajustarse a lo largo del ciclo de terapia. Por ejemplo, la frecuencia de administracion puede determinarse o ajustarse
basandose en el tipo y gravedad del dolor que va a tratarse, si el agente se administra para fines preventivos o
terapéuticos, la terapia previa, la historia clinica del paciente y la respuesta al agente, y la discrecion del médico a
cargo. Tipicamente, el médico administrara un anticuerpo antagonista anti-NGF (tal como E3), hasta que se alcance
una dosificacion que consiga el resultado deseado. En algunos casos, pueden ser apropiadas las formulaciones de
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liberacion continua prolongada de anticuerpos E3. Se conocen en la técnica diversas formulaciones y dispositivos
para conseguir liberacion prolongada.

En una realizacion, las dosificaciones para anticuerpos E3 (o polipéptidos) pueden determinarse de forma empirica
en individuos a los que se ha proporcionado una o mas administraciones. A los individuos se les proporcionan
dosificaciones crecientes de E3. Para evaluar la eficacia de E3 u otro anticuerpo equivalente, pueden controlarse
marcadores de los sintomas de enfermedad (tales como dolor).

La administracién de un anticuerpo (tal como E3) o polipéptido de acuerdo con el procedimiento en la presente
invencion puede ser continua o intermitente, dependiendo, por ejemplo, del estado fisioldgico del receptor, de si el fin
de la administracion es terapéutico o profilactico, y de otros factores conocidos por los facultativos expertos en la
materia. La administracion de un anticuerpo puede ser esencialmente continua durante un periodo de tiempo
preseleccionado o puede ser en una serie de dosis espaciadas, por ejemplo, antes, durante o después de la
aparicion de dolor, antes, durante, antes y después, durante y después o antes, durante y después de la aparicion
del dolor. La administracion puede ser antes, durante y/o después de una herida, incision, traumatismo, cirugia y
cualquier otro acontecimiento que probablemente dé lugar a dolor post-quirdrgico.

Otras formulaciones incluyen formas de suministro adecuadas conocidas en la técnica incluyendo, pero sin
limitacion, vehiculos tales como liposomas. Véase, por ejemplo, Mahato y col. (1997) Pharm. Res. 14: 853-859. Las
preparaciones liposomales incluyen, pero sin limitacion, citofectinas, vesiculas multilamelares y vesiculas
unilamelares.

En algunas realizaciones, puede estar presente mas de un anticuerpo o polipéptido. Los anticuerpos pueden ser
monoclonales o policlonales. Tales composiciones pueden contener al menos uno, al menos dos, al menos tres, al
menos cuatro o al menos cinco anticuerpos diferentes. Una mezcla de anticuerpos, como se indica con frecuencia
en la técnica, puede ser particularmente Util en el tratamiento de una serie mas amplia de poblaciones de individuos.

Un polinucledtido que codifique cualquiera de los anticuerpos o polipéptidos de la invencioén (tales como anticuerpos
E3) también puede usarse para suministro y expresion de cualquiera de los anticuerpos o polipéptidos de la
invencion (tal como anticuerpo E3) en una célula deseada. Resulta evidente que puede usarse un vector de
expresion para dirigir la expresion de un anticuerpo o polipéptido E3. El vector de expresion puede administrarse por
cualquier medio conocido en la técnica, tal como por via intraperitoneal, via intravenosa, via intramuscular, via
subcutanea, via intratecal, via intraventricular, via oral, via entérica, via parenteral, via intranasal, via dérmica, via
sublingual o por inhalacién. Por ejemplo, la administracion de vectores de expresion incluye la administracion local o
sistémica, incluyendo inyeccion, administracion oral, pistola de particulas o administracion por catéter, y
administracion tépica. Un experto en la materia estara familiarizado con la administracion de vectores de expresion
para obtener expresion de una proteina exdgena in vivo. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N°
6.436.908; 6.413.942; y 6.376.471.

También puede usarse suministro dirigido de composiciones terapéuticas que comprenden un polinucleétido que
codifica cualquiera de los anticuerpos o polipéptidos de la invencién (tal como el anticuerpo E3). Se describen
técnicas de suministro de ADN mediadas por receptor en, por ejemplo, Findeis y col., Trends Biotechnol. (1993) 11:
202; Chiou y col., Gene Therapeutics: Methods And Applications Of Direct Gene Transfer (J.A. Wolff, ed.) (1994);
Wu y col., J. Biol. Chem. (1988) 263: 621; Wu y col., J. Biol. Chem. (1994) 269: 542; Zenke y col., Proc. Natl. Acad
Sci. (USA) (1990) 87: 3655; Wu y col., J. Biol. Chem. (1991) 266: 338. Se administran composiciones terapéuticas
que contienen un polinucleétido en un intervalo de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 200 mg de ADN
para administracion local en un protocolo de terapia génica. También pueden usarse intervalos de concentracion de
aproximadamente 500 ng a aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 2 mg, de
aproximadamente 5 ug a aproximadamente 500 ug y de aproximadamente 20 pug a aproximadamente 100 pg de
ADN durante un protocolo de terapia génica. Los polinucleétidos y polipéptidos terapéuticos de la presente invencion
pueden suministrarse usando vehiculos de suministro génico. El vehiculo de suministro génico puede ser de origen
viral o no viral (véase, en general, Jolly, Cancer Gene Therapy (1994) 1: 51; Kimura, Human Gene Therapy (1994) 5:
845; Connelly, Human Gene Therapy (1995) 1: 185; y Kaplitt, Nature Genetics (1994) 6:148). La expresion de tales
secuencias codificantes puede inducirse usando promotores endégenos de mamifero o heterdlogos. La expresion de
la secuencia codificante puede ser constitutiva o regulada.

Se conocen bien en la técnica vectores basados en virus para suministro de un polinucleétido deseado y expresion
en una célula deseada. Los ejemplos de vehiculos basados en virus incluyen, pero sin limitacion, retrovirus
recombinantes (véanse, por ejemplo, las Publicaciones de PCT N° WO 90/07936; WO 94/03622; WO 93/25698; WO
93/25234; WO 93/11230; WO 93/10218; WO 91/02805; Patentes de estados Unidos N° 5.219.740; 4.777.127;
Patente de Gran Bretafia N° 2.200.651; y Patente EP N° 0 345 242), vectores basados en alfa virus (por ejemplo,
vectores de virus Sindbis, virus del bosque de Semliki (ATCC VR-67; ATCC VR-1247), virus del Rio Ross (ATCC
VR-373; ATCC VR-1246) y virus de la encefalitis equina venezolana (ATCC VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR
1249; ATCC VR-532)), y vectores de virus adenoasociados (AAV) (véanse, por ejemplo, las Publicaciones de PCT
N° WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO 94/28938; WO 95/11984 y WO 95/00655). También puede
emplearse administracion de ADN ligado a adenovirus muerto como se describe en Curiel, Hum. Gene Ther. (1992)
3: 147.
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También pueden emplearse vehiculos y procedimientos de suministro no virales, incluyendo, pero sin limitacion,
ADN condensado policatiénico ligado o no ligado a adenovirus muerto sélo (véase, por ejemplo, Curiel, Hum. Gene
Ther. (1992) 3: 147); ADN ligado a ligandos (véase, por ejemplo, Wu, J. Biol. Chem. (1989) 264: 16985); células de
vehiculos de suministro de células eucariotas (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.814.482;
Publicaciones de PCT N° WO 95/07994; WO 96/17072; WO 95/30763; y WO 97/42338) y neutralizacién de carga
nucleica o fusién con membranas celulares. También puede emplearse ADN desnudo. Se describen procedimientos
de introduccion de ADN desnudo ejemplares en la Publicacién de PCT N° WO 90/11092 y la Patente de Estados
Unidos N° 5.580.859. Se describen liposomas que pueden actuar como vehiculos de suministro génico en la Patente
de Estados Unidos N° 5.422.120; Publicaciones de PCT N° WO 95/13796; WO 94/23697; WO 91/14445; y Patente
EP N° 0 524 968. Se describen enfoques adicionales en Philip, Mol. Cell Biol. (1994) 14:2411 y en Woffendin, Proc.
Natl. Acad. Sci. (1994) 91: 1581.

Con respecto a todos los procedimientos descritos en el presente documento, la referencia a anticuerpos
antagonistas anti-NGF también incluye composiciones que comprenden uno o mas de estos agentes. Estas
composiciones pueden comprender adicionalmente excipientes adecuados, tales como excipientes
farmacéuticamente aceptables incluyendo tampones, que se conocen bien en la técnica. La presente invencion
también puede usarse sola o en combinacién con otros procedimientos convencionales de tratamiento.

PROCEDIMIENTOS DE USO DE ANTICUERPO ANTAGONISTA ANTI-NGF PARA TRATAR O PREVENIR EL
DOLOR DE ARTRITIS REUMATOIDE

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona procedimientos para tratar y/o prevenir dolor de artritis reumatoide
en individuos, incluyendo mamiferos tanto humanos como no humanos. En consecuencia, en un aspecto, la
divulgacién proporciona procedimientos para tratar el dolor de artritis reumatoide en un individuo, que comprende
administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo antagonista anti-NGF. Se conocen en la técnica anticuerpos
antagonistas anti-NGF y se describen en el presente documento.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona procedimientos para reducir la incidencia de, aliviar, suprimir, paliar y/o
retardar la aparicion, el desarrollo o la progresiéon del dolor de artritis reumatoide en un individuo. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, el anticuerpo antagonista anti-NGF se administra antes de la aparicién del dolor o de un
episodio de dolor en un individuo que tiene artritis reumatoide.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona procedimientos para tratar la caquexia inflamatoria (pérdida de peso)
asociada con la artritis reumatoide en un individuo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo
antagonista anti-NGF (Roubenoff y col., Arthritis Rheum. 40(3): 534-9 (1997); Roubenoff y col., J. Clin. Invest. 93(6):
2379-86 (1994)).

El diagnostico o evaluacion del dolor de artritis reumatoide estan bien establecidos en la técnica. La evaluacion
puede realizarse basandose en medidas conocidas en la técnica, tales como caracterizacion por el paciente del
dolor usando diversas escalas de dolor. Véase, por ejemplo, Katz y col., Surg Clin North Am. (1999) 79 (2): 231-52;
Caraceni y col. J Pain Symptom Manage (2002) 23(3): 239-55. También existen escalas usadas habitualmente para
medir patologias tales como el Colegio Americano de Reumatologia (ACR) (Felson, y col., Arthritis and Rheumatism
(1993) 36(6): 729-740), el Cuestionario de Evaluacion de la Salud (HAQ) (Fries, y col., (1982) J. Rheumatol. 9: 789-
793), la Escala de Paulus (Paulus, y col., Arthritis and Rheumatism (1990) 33: 477-484), y la Escala de Medida de
Impacto de Artritis (AIMS) (Meenam, y col., Arthritis and Rheumatology (1982) 25: 1048-1053). El anticuerpo
antagonista anti-NGF puede administrase a un individuo por cualquier via adecuada. En el presente documento se
describen ejemplos de diferentes vias de administracion.

El alivio del dolor puede caracterizarse por la evolucion en el tiempo del alivio. En consecuencia, en algunas
realizaciones, se observa alivio del dolor en un periodo de aproximadamente 24 horas después de la administracion
de anticuerpo antagonista anti-NGF. En otras realizaciones, se observa alivio del dolor en un periodo de
aproximadamente 36, 48, 60, 72 horas o 4 dias después de la administracion de anticuerpo antagonista anti-NGF.
En otras realizaciones mas, se observa alivio del dolor antes de observar un indicio de mejora de la afeccion
inflamatoria asociada con la artritis reumatoide. En algunas realizaciones, la frecuencia y/o intensidad del dolor se
reduce y/o aumenta la calidad de vida de los que padecen la enfermedad.

En secciones posteriores se describe la preparacion y uso de anticuerpos anti-NGF para estos procedimientos

(“Anticuerpo antagonista anti-NGF”; “Identificacion de anticuerpos antagonistas anti-NGF”; Administracion de un
anticuerpo antagonista anti-NGF”).

ANTICUERPO ANTAGONISTA ANTI-NGF PARA SU USO EN EL TRATAMIENTO DEL DOLOR
OSTEOARTRITICO

En algunos aspectos, la invencion posibilita el tratamiento del dolor osteoartritico en individuos, incluyendo
mamiferos, tanto humanos como no humanos. En consecuencia, en un aspecto, la invenciéon proporciona una
cantidad eficaz de un anticuerpo antagonista anti-NGF o fragmento de unién a antigeno del mismo para su uso en el
tratamiento del dolor osteoartritico en un individuo. La invencién también proporciona el uso de un anticuerpo
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antagonista anti-NGF o fragmento de union a antigeno del mismo en la fabricacion de un medicamento para tratar el
dolor osteoartritico en un individuo. Se conocen en la técnica anticuerpos antagonistas anti-NGF y se describen en el
presente documento.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo antagonista anti-NGF para su uso para reducir la incidencia
de, aliviar, suprimir, paliar y/o retardar la aparicion, el desarrollo o la progresion del dolor osteoartritico en un
individuo. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el anticuerpo antagonista anti-NGF se administra antes del
desarrollo del dolor o un episodio de dolor en un individuo que tenga osteoartritis.

El diagndstico o la evaluacion del dolor osteoartritico estan bien establecidos en la técnica. La evaluacion puede
realizarse basandose en medidas conocidas en la técnica, tales como caracterizacién por el paciente del dolor
usando diversas escalas de dolor. Véase, por ejemplo, Katz y col., Surg Clin North Am. (1999) 79 (2): 231-52;
Caraceni y col. J Pain Symptom Manage (2002) 23(3): 239-55. Por ejemplo, puede emplearse la Escala de Dolor
Ambulatorio WOMAC (que incluye, dolor, agarrotamiento y funcion fisica) y la Escala Analdgica Visual de 100 mm
(VAS) para evaluar el dolor y evaluar la respuesta al tratamiento.

El anticuerpo antagonista anti-NGF puede administrase a un individuo mediante cualquier via adecuada. En el
presente documento se describen ejemplos de vias de administracion diferentes.

El alivio del dolor puede caracterizarse por la evolucion en el tiempo del alivio. En consecuencia, en algunas
realizaciones, se observa alivio del dolor en un periodo de aproximadamente 24 horas después de administracion
del anticuerpo antagonista anti-NGF. En ofras realizaciones, se observa alivio del dolor en un periodo de
aproximadamente 36, 48, 60, 72 horas o 4 dias después de la administracion del anticuerpo antagonista anti-NGF.
En otras realizaciones, se reduce la frecuencia y/o intensidad del dolor y/o se aumenta la calidad de vida de los que
padecen la enfermedad.

La preparacion y uso de anticuerpos anti-NGF para estos procedimientos se describe en secciones posteriores

(“Anticuerpo antagonista anti-NGF”; “Identificacion de anticuerpos antagonistas anti-NGF”; Administracion de un
anticuerpo antagonista anti-NGF”).

Anticuerpo antagonista anti-NGF

Los usos de la invencion (que conciernen al dolor osteoartritico) usan un anticuerpo antagonista anti-NGF, que se
refiere a cualquier molécula de anticuerpo que bloquee, suprima o reduzca (incluyendo de forma significativa) la
actividad biologica de NGF, incluyendo rutas corriente abajo mediadas por sefializacion de NGF, tales como union a
receptores y/o induccién de una respuesta celular a NGF.

Un anticuerpo antagonista anti-NGF deberia mostrar una cualquiera o mas de las siguientes caracteristicas: (a)
unirse a NGF e inhibir la actividad biolégica de NGF o rutas corriente abajo mediadas por la funcion de sefializacion
de NGF; (b) prevenir, aliviar o tratar cualquier aspecto de dolor osteoartritico; (c) bloquear o reducir la activacion del
receptor de NGF (incluyendo dimerizacion del receptor TrkA y/o autofosforilacion); (d) aumentar la eliminacion de
NGF; (e) inhibir (reducir) la sintesis, produccion o liberacion de NGF. Se conocen en la técnica anticuerpos
antagonistas anti-NGF, véanse, por ejemplo, las Publicaciones de PCT N° WO 01/78698, WO 01/64247, Patentes de
Estados Unidos N° 5.844.092, 5.877.016 y 6.153.189; Hongo y col., Hybridoma, 19: 215-227 (2000); Cell. Molec.
Biol. 13: 559-568 (1993); N° de Acceso de GenBank U39608, U39609, L17078 o L17077.

Para los fines de la presente invencion, el anticuerpo reacciona con NGF de una manera que inhibe NGF y/o rutas
corriente abajo mediadas por la funcién de sefalizacion de NGF. En algunas realizaciones, el anticuerpo antagonista
anti-NGF reconoce el NGF humano. En ofras realizaciones mas, el anticuerpo antagonista anti-NGF se une
especificamente al NGF humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo antagonista anti-NGF no se une
especificamente a neurotrofinas relacionadas, tales como NT-3, NT4/5 y/o BDNF. En otras realizaciones mas, el
anticuerpo anti-NGF es capaz de unirse a NGF e inhibir eficazmente la union de NGF a su receptor TrkA y/o p75 in
vivo yl/o inhibir eficazmente la activacion por NGF de su receptor TrkA y/o p75. En otra realizacion mas, el anticuerpo
antagonista anti-NGF es un anticuerpo monoclonal. En otras realizaciones mas, el anticuerpo antagonista anti-NGF
esta humanizado (tal como el anticuerpo E3 descrito en el presente documento). En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-NGF es humano. En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo humano que reconoce uno o
mas epitopos de NGF humano. En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de rata o de ratén que reconoce
uno o mas epitopos de NGF humano. En otra realizacion, el anticuerpo reconoce uno o mas epitopos de un NGF
seleccionado del grupo que consiste en: primate, canino, felino, equino y bovino. En mas realizaciones adicionales,
el anticuerpo antagonista anti-NGF se une esencialmente al mismo epitopo 6 de NGF que un anticuerpo
seleccionado de uno cualquiera o mas de los siguientes: MAb 911, MAb 912 y MAb 938 (Véase Hongo, y col.,
Hybridoma 19: 215-227 (2000)). En otras realizaciones adicionales, el anticuerpo se une al mismo epitopo que MAb
911. En oftra realizacién, el anticuerpo comprende una regién constante que es inmunolégicamente inerte (por
ejemplo, no desencadena lisis mediada por complemento o citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpo (ADCC)). La actividad ADCC puede evaluarse usando procedimientos desvelados en la Patente de
Estados Unidos N° 5.500.362. En algunas realizaciones, la region constante se modifica como se describe en Eur. J.
Immunol. (1999) 29: 2613-2624; Solicitud de PCT N° PCT/GB99/01441; y/o Solicitud de Patente del Reino Unido N°
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9809951.8.

En algunas realizaciones, el anticuerpo antagonista anti-NGF es un anticuerpo monoclonal anti-NGF de raton
humanizado denominado anticuerpo “E3”, cualquiera de los anticuerpos relacionados con E3 descritos en el
presente documento, o cualquier fragmento de los mismos, que son antagonistas de NGF.

Los anticuerpos utiles en la presente invenciéon pueden abarcar anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales,
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, Fc, etc.), anticuerpos quiméricos, anticuerpos
biespecificos, anticuerpos heteroconjugados, monocatenarios (ScFv), mutantes de los mismos, proteinas de fusion
que comprenden una parte de anticuerpo, anticuerpos humanizados y cualquier otra configuracion modificada de la
molécula de inmunoglobulina que comprenda un sitio de reconocimiento de antigenos de la especificidad requerida,
incluyendo variantes de glucosilacion de anticuerpos, variantes de secuencia de aminoacidos de anticuerpos, y
anticuerpos modificados de forma covalente. Los anticuerpos pueden ser murinos, de rata, humanos, o de cualquier
otro origen (incluyendo anticuerpos quiméricos o humanizados).

La afinidad de unidon de un anticuerpo antagonista anti-NGF por NGF (tal como hNGF) puede ser de
aproximadamente 0,10 a aproximadamente 0,80 nM, de aproximadamente 0,15 a aproximadamente 0,75 nM y de
aproximadamente 0,18 a aproximadamente 0,72 nM. En una realizacién, la afinidad de uniéon esta entre
aproximadamente 2 pM y 22 pM. En algunas realizaciones, la afinidad de unién es de aproximadamente 10 nM. En
otras realizaciones, la afinidad de unién es menor de aproximadamente 10 nM. En otras realizaciones, la afinidad de
unién es de aproximadamente 0,1 nM o aproximadamente 0,07 nM. En otras realizaciones, la afinidad de unién es
menor de aproximadamente 0,1 nM o menor de aproximadamente 0,07 nM. En otras realizaciones, la afinidad de
uniéon es cualquiera de aproximadamente 100 nM, aproximadamente 50 nM, aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM o aproximadamente 50 pM a
cualquiera de aproximadamente 2 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 15 pM,
aproximadamente 20 pM o aproximadamente 40 pM. En algunas realizaciones, la afinidad de unién es cualquiera de
aproximadamente 100 nM, aproximadamente 50 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM o aproximadamente 50 pM, o menor de aproximadamente 50
pM. En algunas realizaciones, la afinidad de unién es menor de cualquiera de aproximadamente 100 nM,
aproximadamente 50 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 pM,
aproximadamente 100 pM o aproximadamente 50 pM. En otras realizaciones mas, la afinidad de unién es de
aproximadamente 2 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 15 pM,
aproximadamente 20 pM, aproximadamente 40 pM o mayor de aproximadamente 40 pM.

Un modo de determinar la afinidad de unién de los anticuerpos por NGF es midiendo la afinidad de unién de
fragmentos Fab monofuncionales del anticuerpo. Para obtener fragmentos Fab monofuncionales, puede escindirse
un anticuerpo (por ejemplo IgG) con papaina o expresarse de forma recombinante. La afinidad de un fragmento Fab
anti-NGF de un anticuerpo puede determinarse por resonancia de plasmon superficial (sistema de resonancia de
plasmoén superficial (SPR) BlAcore3000™, BlAcore, INC, Piscaway NJ). Pueden activarse microplacas CM5 con
clorhidrato de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. El NGF humano (o cualquier otro NGF) puede diluirse en acetato sédico 10 mM pH 4,0
e inyectarse sobre la microplaca activada a una concentracion de 0,005 mg/ml. Usando tiempo de flujo variable a
través de los canales de microplacas individuales, pueden conseguirse dos intervalos de densidad de antigenos:
100-200 unidades de respuesta (UR) para estudios cinéticos detallados y 500-600 UR para ensayos de exploracion.
La microplaca puede bloguearse con etanolamina. Los estudios de regeneracion han mostrado que una mezcla de
tampon de elucion de Pierce (N° de Producto 21004, Pierce Biotechnology, Rockford IL) y NaCl 4 M (2:1) retira
eficazmente el Fab unido mientras que mantiene la actividad de hNGF en la microplaca durante mas de 200
inyecciones. Para los ensayos de BlAcore se usa tampon HBS-EP (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15, EDTA 3 mM,
Tensioactivo P29 0,005 %) como tampoén de ejecucién. Se inyectan diluciones seriadas (Kp estimada 0,1-10x) de
muestras de Fab purificadas durante 1 minuto a 100 pl/minuto y se permiten tiempos de disociacion de hasta 2
horas. Las concentraciones de las proteinas Fab se determinan por ELISA y/o electroforesis SDS-PAGE usando un
Fab de concentracion conocida (como se determina por analisis de aminoacidos) como patron. Se obtienen tasas de
asociacion (kon) y tasas de disociacion (koff) cinéticas ajustando simultaneamente los datos a un modelo de unién
de Langmuir 1:1 (Karlsson, R. Roos, H. Fagerstam, L. Petersson, B. (1994). Methods Enzymology 6. 99-110) usando
el programa BlAevaluation. Los valores de constante de disociacion en equilibrio (Kp) se calculan como Kei/kon. Este
protocolo es adecuado para su uso en la determinacion de la afinidad de unién de un anticuerpo con cualquier NGF,
incluyendo NGF humano, NGF de otro vertebrado (en algunas realizaciones, mamifero) (tal como NGF de ratén,
NGF de rata, NGF de primate), asi como para su uso con otras neurotrofinas, tales como las neurotrofinas
relacionadas NT3, NT4/5 y/o BDNF.

En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a NGF humano, y no se une significativamente a un NGF de otra
especie de vertebrado (en algunas realizaciones, mamifero). En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a NGF
humano asi como a uno o mas NGF de otra especie de vertebrado (en algunas realizaciones, mamifero). En otras
realizaciones mas, el anticuerpo se une a NGF y no reacciona de forma significativamente cruzada con otras
neurotrofinas (tales como las neurotrofinas relacionadas NT3, NT4/5 y/o BDNF). En algunas realizaciones, el
anticuerpo se une a NGF asi como al menos a otra neurotrofina. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a
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una especie de mamifero de NGF, tal como caballo o perro, pero no se une significativamente a NGF de ofra
especie de mamifero.

El epitopo o los epitopos pueden ser continuos o discontinuos. En una realizaciéon, el anticuerpo se une
esencialmente a los mismos epitopos de hNGF que un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en MAb 911
MAb 912 y MAb 938 como se describe en Hongo y col., Hybridoma, 19:215-227 (2000). En otra realizacion, el
anticuerpo se une esencialmente al mismo epitopo de hNGF que el MAb 911. En otra realizacién mas, el anticuerpo
se une esencialmente al mismo epitopo que MAb 909. Hongo y col., mencionado anteriormente. Por ejemplo, el
epitopo puede comprender uno o mas de: restos K32, K34 y E35 dentro de la region variable 1 (aminoacidos 23-35)
de hNGF; restos Y79 y T81 dentro de la region variable 4 (aminoacidos 81-88) de hNGF; restos H84 y K88 dentro de
la region variable 4; resto R103 dentro de la regién variable 5 (aminoacidos 94-98) de hNGF y el extremo C terminal
(aminoacidos 111-118) de hNGF; resto E11 dentro de la region prevariable 1 (aminoacidos 10-23) de hNGF; Y52
entre la region variable 2 (aminoacidos 40-49) de hNGF y la regién variable 3 (aminoacidos 59-66) de hNGF; restos
L112 y S113 dentro del extremo C terminal de hNGF; restos R59 y R69 dentro de la region variable 3 de hNGF; o
restos V18, V20 y G23 dentro de la region prevariable 1 de hNGF. Ademas, un epitopo puede comprender una o
mas de la region variable 1, region variable 3, regién variable 4, region variable 5, la region N terminal y/o el extremo
C terminal de hNGF. En otra realizacién mas, el anticuerpo reduce significativamente la accesibilidad al disolvente
del resto R103 de hNGF. Se entiende que aunque los epitopos descritos anteriormente se refieren a NGF humano,
un experto en la materia puede alinear las estructuras de NGF humano con el NGF de otra especie e identificar
homologos probables de estos epitopos.

En un aspecto, pueden prepararse anticuerpos (por ejemplo, humanos, humanizados, de ratén, quiméricos) que
pueden inhibir NGF usando inmundgenos que expresan la longitud completa o secuencia parcial de NGF. En otro
aspecto, puede usarse un inmundgeno que comprende una célula que sobreexpresa NGF. Otro ejemplo de un
inmundgeno que puede usarse es proteina NGF que contiene NGF de longitud completa o una parte de la proteina
NGF.

Los anticuerpos antagonistas anti-NGF pueden prepararse por cualquier procedimiento conocido en la técnica. La
via y el programa de inmunizacién del animal huésped generalmente se ajustan a las técnicas establecidas y
convencionales para estimulacion y produccion de anticuerpos, como se describe adicionalmente en el presente
documento. En este campo se conocen técnicas generales para la produccion de anticuerpos humanos y de ratén y
se describen en el presente documento.

Se contempla que cualquier sujeto mamifero, incluyendo seres humanos o células productoras de anticuerpo de los
mismos, pueden manipularse para actuar como la base para produccion de lineas celulares de hibridoma de
mamifero, incluyendo humanos. Tipicamente, se inocula al animal huésped por via intraperitoneal, via intramuscular,
via oral, via subcutanea, intraplantar y/o via intradérmica con una cantidad de inmundgeno, incluyendo como se
describe en el presente documento.

Pueden prepararse hibridomas a partir de los linfocitos y las células de mieloma inmortalizadas usando la técnica de
hibridacién de células somaticas general de Kohler, B. y Milstein, C. (1975) Nature 256:495-497 o como se modifico
por Buck, D. W., y col., In Vitro, 18:377-381 (1982). Pueden usarse lineas de mieloma disponibles, incluyendo pero
sin limitacion X63-Ag8.653 y las del Instituto Salk Institute, Cell Distribution Center, San Diego, Calif. Estados
Unidos, en la hibridacién. En general, la técnica implica fusionar células de mieloma y células linfoides usando un
fuségeno tal como polietilenglicol, o por medios eléctricos bien conocidos por los expertos en la materia. Después de
la fusion, las células se separan del medio de fusién y se dejan crecer en un medio de crecimiento selectivo, tal
como medio de hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT), para eliminar células parentales no hibridadas. Puede
usarse cualquiera de los medios descritos en el presente documento, complementados con o sin suero, para cultivar
hibridomas que secreten anticuerpos monoclonales. Como otra alternativa a la técnica de fusién celular, pueden
usarse linfocitos B inmortalizados con VEB para producir los anticuerpos monoclonales anti-NGF de la presente
invencion. Los hibridomas se expanden y subclonan, si se desea, y los sobrenadantes se ensayan con respecto a la
actividad anti-inmundégeno por procedimientos de inmunoensayo convencionales (por ejemplo, radioinmunoensayo,
e inmunoensayo enzimatico o inmunoensayo de fluorescencia).

Los hibridomas que pueden usarse como fuente de anticuerpos abarcan todos los derivados, células descendientes
de los hibridomas parentales que producen anticuerpos monoclonales especificos para NGF, o una parte de los
mismos.

Pueden cultivarse hibridomas que producen tales anticuerpos in vitro o in vivo usando procedimientos conocidos.
Los anticuerpos monoclonales pueden aislarse del medio de cultivo o fluidos corporales, por procedimientos de
purificacion de inmunoglobulina convencionales tales como precipitacion con sulfato de amonio, electroforesis en
gel, dialisis, cromatografia y ultrafiltracion, si se desea. Si esta presente actividad no deseada, ésta puede retirarse,
por ejemplo, procesando la preparacion sobre adsorbentes compuestos del inmundgeno unido a una fase soélida y
eluyendo o liberando los anticuerpos deseados del inmundgeno. La inmunizacién de un animal huésped con un NGF
humano, o un fragmento que contiene la secuencia de aminoacidos diana conjugada con una proteina que es
inmunogénica en la especie que se va a inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa californiana, albumina de
suero, tiroglobulina bovina o inhibidor de tripsina de soja usando un agente bifuncional o de derivatizacion, por
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ejemplo éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de resto de cisteina), N-hidroxisuccinimida
(a través de restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI2 o R1N=C=NR, en el que R y R1 son grupos
alquilo diferentes, puede producir una poblacion de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales).

Si se desea, el anticuerpo antagonista anti-NGF (monoclonal o policlonal) de interés puede secuenciarse y la
secuencia polinucleotidica puede después clonarse en un vector para expresion o propagacion. La secuencia que
codifica el anticuerpo de interés puede mantenerse en el vector en una célula huésped y la célula huésped puede
después expandirse y congelarse para su uso futuro. En una alternativa, la secuencia polinucleotidica puede usarse
para la manipulacion genética para “humanizar” el anticuerpo o para mejorar la afinidad, u otras caracteristicas del
anticuerpo. Por ejemplo, la region constante puede modificarse por ingenieria genética para asemejarse mas a
regiones constantes humanas para evitar la respuesta inmune si el anticuerpo se usa en ensayos clinicos y
tratamientos en seres humanos. Puede ser deseable manipular genéticamente la secuencia de anticuerpos para
obtener mayor afinidad por NGF y mayor eficacia en la inhibiciéon de NGF. Resultara evidente para un experto en la
materia que pueden realizarse uno o mas cambios de polinucledtidos en el anticuerpo antagonista anti-NGF y
mantener aln su capacidad de unién con NGF.

Hay cuatro etapas generales para humanizar un anticuerpo monoclonal. Estas son: (1) determinar la secuencia de
nucledtidos y de aminoacidos predicha de los dominios variables ligeros y pesados del anticuerpo de partida, (2)
disefar el anticuerpo humanizado, es decir, decidir qué regién marco de anticuerpo usar durante el procedimiento de
humanizacion, (3) las propias metodologias/técnicas de humanizacion y (4) la transfeccion y expresion del
anticuerpo humanizado. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N° 4.816.567; 5.807.715; 5.866.692;
6.331.415; 5.530.101; 5.693.761; 5.693.762; 5.585.089 y 6,180.370.

Se han descrito varias moléculas de anticuerpo “humanizadas” que comprenden un sitio de unién a antigeno
derivado de una inmunoglobulina no humana, incluyendo anticuerpos quiméricos que tienen regiones V de roedor o
de roedor modificado y sus regiones determinantes de complementariedad (CDR) asociadas fusionadas con
dominios constantes humanos. Véase, por ejemplo, Winter y col. Nature 349:293-299 (1991), Lobuglio y col. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 86:4220-4224 (1989), Shaw y col. J Immunol. 138:4534-4538 (1987) y Brown y col. Cancer Res
47:3577-3583 (1987). Otras referencias describen CDR de roedor injertadas en una region marco (FR) de soporte
humana antes de la fusién con un dominio constante de anticuerpo humano apropiado. Véase, por ejemplo,
Riechmann y col. Nature 332:323-327 (1988), Verhoeyen y col. Science 239:1534-1536 (1988) y Jones y col. Nature
321:522-525 (1986). Otra referencia describe CDR de roedor soportadas por regiones marco de roedor revestidas
de forma recombinante. Véase, por ejemplo, la publicacion de patente europea N° 0519596. Estas moléculas
“humanizadas” se disefian para minimizar la respuesta inmunoldgica no deseada hacia moléculas de anticuerpo
anti-humano de roedor que limita la duracién y eficacia de las aplicaciones terapéuticas de esos restos en
destinatarios humanos. Por ejemplo, la regién constante de anticuerpo puede modificarse por ingenieria genética de
modo que sea inmunoldgicamente inerte (por ejemplo, no desencadene lisis de complemento). Véanse, por ejemplo,
la publicacion de PCT N° PCT/GB99/PCT/01441; solicitud de patente del Reino Unido N° 9809951.8. Se desvelan
otros procedimientos para humanizar anticuerpos que también pueden utilizarse en Daugherty y col., Nucl. Acids
Res. 19:2471-2476 (1991) y en las patentes de Estados Unidos N° 6.180.377; 6.054.297; 5.997.867; 5.866.692;
6.210.671 y 6.350.861; y en la publicacion de PCT N° WO 01/27160.

En otra alternativa mas, pueden obtenerse anticuerpos completamente humanos usando ratones disponibles en el
mercado que se han modificado por ingenieria genética para expresar proteinas de inmunoglobulina humana
especificas. También pueden usarse animales transgénicos que se disefian para producir una respuesta inmune
mas deseable (por ejemplo, anticuerpos completamente humanos) o mas solida para la generaciéon de anticuerpos
humanizados o humanos. Son ejemplos de dicha tecnologia Xenomouse™ de Abgenix, Inc. (Fremont, CA) y
HuMAb-Mouse® y TC Mouse™ de Medarex, Inc. (Princeton, NJ).

En una alternativa, pueden prepararse anticuerpos de forma recombinante y expresarse usando cualquier
procedimiento conocido en la técnica. En otra alternativa, pueden prepararse anticuerpos de forma recombinante por
tecnologia de presentacion de fagos. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N° 5.565.332; 5.580.717;
5.733.743 y 6.265.150; y Winter y col, Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994). Como alternativa, la tecnologia de
presentacion de fagos (McCafferty y col., Nature 348:552-553 (1990)) puede usarse para producir anticuerpos
humanos y fragmentos de anticuerpo in vitro, a partir de repertorios de genes de dominios variables (V) de
inmunoglobulinas de donadores no inmunizados. De acuerdo con esta técnica, se clonan genes de dominios V de
anticuerpos en fase en un gen de proteina de revestimiento mayoritaria o minoritaria de un bacteriéfago filamentoso,
tal como M13 o fd y se presentan como fragmentos de anticuerpo funcionales en la superficie de la particula del
fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de ADN monocatenaria del genoma del fago, las
selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también dan como resultado la seleccion del gen
que codifica el anticuerpo que muestra esas propiedades. Por lo tanto, el fago imita algunas de las propiedades del
linfocito B. Puede realizarse presentacion en fagos en una diversidad de formatos; para revision véase, por ejemplo,
Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993). Pueden usarse
varias fuentes de segmentos de gen V para presentacion en fagos. Clackson y col., Nature 352:624-628 (1991)
aislaron una serie de anticuerpos anti-oxazolona diversa a partir de una biblioteca combinatoria aleatoria pequefia de
genes V derivada de los bazos de ratones inmunizados. Puede construirse un repertorio de genes V a partir de
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donadores humanos no inmunizados y pueden aislarse anticuerpos para una serie de antigenos diversa (incluyendo
auto antigenos) esencialmente siguiendo las técnicas descritas por Mark y col, J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), o
Griffith y col., EMBO J. 12:725-734 (1993). En una respuesta inmune natural, los genes de anticuerpo acumulan
mutaciones a una alta tasa (hipermutaciéon somatica). Algunos de los cambios introducidos conferiran afinidad mayor
y los linfocitos B que presentan inmunoglobulina en superficie de alta afinidad se replican y diferencian
preferentemente durante la presentacion al antigeno posterior. Este proceso natural puede imitarse empleando la
técnica conocida como ‘“redistribucion de cadenas”. Mark y col., Bio/Technol. 10:779-783 (1992)). En este
procedimiento, la afinidad de anticuerpos humanos “primarios” obtenidos por presentacion en fagos puede mejorarse
por reemplazo secuencial de los genes de region V de cadena pesada y ligera con repertorios de variantes de origen
natural (repertorios) de genes de dominio V obtenidos a partir de donadores no inmunizados. Esta técnica permite la
produccioén de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo con afinidades en el intervalo de pM-nM. Se ha descrito una
estrategia para preparar repertorios de anticuerpos de fago muy grandes (también conocidos como “la madre de
todas las bibliotecas”) por Waterhouse y col., Nucl. Acids. Res 21:2265-2266 (1993). También puede usarse
redistribucion de genes para obtener anticuerpos humanos a partir de anticuerpos de roedor, teniendo el anticuerpo
humano afinidades y especificidades similares al anticuerpo de roedor de partida. De acuerdo con este
procedimiento, que también se denomina “impronta de epitopos”, el gen de dominio V de cadena pesada o ligera de
anticuerpos de roedor obtenidos por técnica de presentacion en fagos se reemplaza por un repertorio de genes de
dominio V humanos, creando quimeras roedor-humano. La seleccion del antigeno da como resultado el aislamiento
de regiones variables humanas capaces de restaurar un sitio de unién a antigeno funcional, es decir, el epitopo
dirige (imprime) la eleccién del compafiero. Cuando el procedimiento se repite para reemplazar el dominio V de
roedor restante, se obtiene un anticuerpo humano (véase la publicacion de PCT N° WO 93/06213, publicada el 1 de
abril de 1993). A diferencia de la humanizacion tradicional de anticuerpos de roedor por injerto de CDR, esta técnica
proporciona anticuerpos completamente humanos, que no tienen restos marco o de CDR de origen de roedor.

Resulta evidente que aunque el analisis anterior concierne a anticuerpos humanizados, los principios generales
analizados son aplicables a la adaptacion de anticuerpos para su uso, por ejemplo, en perros, gatos, primates,
equinos y bovinos. Resulta evidente ademas que uno o mas aspectos de la humanizacion de un anticuerpo descrita
en el presente documento pueden combinarse, por ejemplo, injerto de CDR, mutacion de regiones marco y mutacion
de CDR.

Pueden prepararse anticuerpos de forma recombinante aislando primero los anticuerpos y células productoras de
anticuerpos de animales huésped, obteniendo la secuencia génica y usando la secuencia génica para expresar el
anticuerpo de forma recombinante en células huésped (por ejemplo, células CHO). Otro procedimiento que puede
emplearse es expresar la secuencia del anticuerpo en plantas (por ejemplo, tabaco) o leche transgénica. Se han
desvelado procedimientos para expresar anticuerpos de forma recombinante en plantas o leche. Véase, por ejemplo,
Peeters, y col. Vaccine 19:2756 (2001); Lonberg, N. y D. Huszar Int. Rev. Immunol 13:65 (1995); y Pollock, y col., J
Immunol Methods 231:147 (1999). Se conocen en la técnica procedimientos para preparar derivados de anticuerpos,
por ejemplo, humanizados, de cadena sencilla, etc.

También pueden emplearse inmunoensayos y técnicas de clasificacion por citometria de flujo tales como separacion
de células activada por fluorescencia (FACS) para aislar anticuerpos que son especificos para NGF.

Los anticuerpos pueden unirse a muchos vehiculos diferentes. Los vehiculos pueden ser activos y/o inertes. Los
ejemplos de vehiculos bien conocidos incluyen polipropileno, poliestireno, polietileno, dextrano, nylon, amilasas,
vidrio, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magnetita. La naturaleza del vehiculo puede
ser soluble o insoluble para los fines de la invencién. Los expertos en la materia conoceran otros vehiculos
adecuados para la union de anticuerpos o seran capaces de determinarlos usando experimentacion rutinaria. En
algunas realizaciones, el vehiculo comprende un resto que se dirige al miocardio.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla facilmente y se secuencia usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse especificamente a genes
que codifican las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos monoclonales). Las células de hibridoma actiuan
como una fuente preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN puede situarse en vectores de expresion (tales
como vectores de expresion desvelados en la publicacion de PCT N° WO 87/04462), que transfectan después a
células huésped tales como células E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster chino (CHO), o
células de mieloma que no producen de otro modo proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de
anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. Véase, por ejemplo, la publicacién de PCT N° WO
87/04462. EI ADN también puede modificarse, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante de dominios
constantes de cadena pesada y ligera humana en lugar de las secuencias murinas homologas, Morrison y col., Proc.
Nat. Acad. Sci. 81:6851 (1984), o uniendo covalentemente a la secuencia codificante de inmunoglobulina toda o
parte de la secuencia codificante para un polipéptido no de inmunoglobulina. De esa manera, se preparan
anticuerpos “quiméricos” o “hibridos” que tienen la especificidad de unién de un anticuerpo monoclonal anti-NGF en
el mismo.

Pueden caracterizarse anticuerpos antagonistas anti-NGF usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, un procedimiento es identificar el epitopo al que se une, o “mapeo de epitopo”. Se conocen muchos
procedimientos en la técnica para el mapeo y caracterizacion de la localizacion de epitopos en proteinas, incluyendo
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la resolucion de la estructura cristalina de un complejo anticuerpo-antigeno, ensayos de competicion, ensayos de
expresion de fragmentos génicos y ensayos basados en péptidos sintéticos, como se describe, por ejemplo, en el
capitulo 11 de Harlow y Lane, Using Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York, 1999. En un ejemplo adicional, puede usarse mapeo de epitopos para determinar la
secuencia a la que se une un anticuerpo antagonista anti-NGF. El mapeo de epitopos esta disponible en el mercado
de diversas fuentes, por ejemplo, Pepscan Systems (Edelhertweg 15, 8219 PH Lelystad, Paises bajos). El epitopo
puede ser un epitopo lineal, es decir, contenido en un tramo sencillo de aminoacidos, o un epitopo conformacional
formado por una interaccion tridimensional de aminoacidos que pueden no estar necesariamente contenidos en un
tramo sencillo. Pueden aislarse o sintetizarse (por ejemplo, de forma recombinante) péptidos de diversas longitudes
(por ejemplo, al menos 4-6 aminoacidos de longitud) y usarse para ensayos de unién con un anticuerpo antagonista
anti-NGF. En otro ejemplo, el epitopo al que se une el anticuerpo antagonista anti-NGF puede determinarse en una
exploracion sistematica usando péptidos solapantes derivados de la secuencia de NGF y determinando la unién por
el anticuerpo antagonista anti-NGF. De acuerdo con los ensayos de expresion de fragmentos génicos, la fase de
lectura abierta que codifica NGF se fragmenta de forma aleatoria o por construcciones genéticas especificas y se
determina la reactividad de los fragmentos expresados de NGF con el anticuerpo a ensayar. Los fragmentos génicos
pueden, por ejemplo, producirse por PCR y después transcribirse y traducirse en proteinas in vitro, en presencia de
aminoacidos radiactivos. La unién del anticuerpo a los fragmentos de NGF marcados de forma radiactiva se
determina después por inmunoprecipitacion y electroforesis en gel. También pueden identificarse ciertos epitopos
usando bibliotecas grandes de secuencias de peptidicas aleatorias presentadas en la superficie de particulas de
fagos (bibliotecas de fagos). Como alternativa, puede ensayarse una biblioteca definida de fragmentos peptidicos
solapantes con respecto a la uniéon con el anticuerpo de ensayo en ensayos de union sencillos. En un ejemplo
adicional, puede realizarse mutagénesis de un dominio de unién a antigeno, experimentos de intercambio de
dominios y mutagénesis de alanina para identificar restos requeridos, suficientes y/o necesarios para la union de
epitopos. Por ejemplo, pueden realizarse experimentos de intercambio de dominios usando un NGF mutante en el
que se han reemplazado (intercambiado) diversos fragmentos del polipéptido NGF con secuencias de una proteina
muy relacionada pero antigénicamente distinta (tal como otro miembro de la familia de proteinas de neurotrofina).
Evaluando la unidn del anticuerpo al NGF mutante, puede evaluarse la importancia del fragmento de NGF particular
para la unioén del anticuerpo.

Otro procedimiento mas que puede usarse para caracterizar un anticuerpo antagonista anti-NGF es usar ensayos de
competicion con otros anticuerpos que se sabe que se unen al mismo antigeno, es decir, diversos fragmentos en
NGF, para determinar si el anticuerpo antagonista anti-NGF se une al mismo epitopo que otros anticuerpos. Se
conocen bien ensayos de competicion por los expertos en la materia. Los ejemplos de anticuerpos que pueden
usarse en los ensayos de competicion para la presente invencion incluyen los MAb 911, 912, 938, como se describe
en Hongo, y col., Hybridoma 19:215-227 (2000).

Puede usarse un vector de expresion para dirigir la expresion de un anticuerpo antagonista anti-NGF. Un experto en
la materia estara familiarizado con la administracién de vectores de expresion para obtener expresion de una
proteina exdgena in vivo. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N° 6.436.908; 6.413.942 y
6.376.471. La administracion de vectores de expresion incluye la administracion local o sistémica, incluyendo
inyeccion, administracion oral, pistola de particulas o administracion por catéter, y administracion tépica. En otra
realizacion, el vector de expresion se administra directamente al ganglio o tronco simpatico o a una arteria coronaria,
auricula, ventriculo o pericardio.

También puede usarse suministro dirigido de composiciones terapéuticas que contienen un vector de expresion, o
polinucledtidos subgenémicos. Se describen técnicas de suministro de ADN mediadas por receptor en, por ejemplo,
Findeis y col., Biotechnol. (1993) 11:202; Chiou y col., Gene Therapeutics: Methods And Applications Of Direct Gene
Transfer (J.A. Wolff, ed.) (1994); Wu y col., J. Biol. Chem. (1988) 263:621; Wu y col., J. Biol. Chem. (1994) 269:542;
Zenke y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990) 87:3655; Wu y col., J. Biol. Chem. (1991) 266:338. Se administran
composiciones terapéuticas que contienen un polinucleétido en un intervalo de aproximadamente 100 ng a
aproximadamente 200 mg de ADN para administracion local en un protocolo de terapia génica. También pueden
usarse intervalos de concentraciones de aproximadamente 500 ng a aproximadamente 50 mg, de aproximadamente
1 ug a aproximadamente 2 mg, de aproximadamente 5 pug a aproximadamente 500 pug y de aproximadamente 20 ug
a aproximadamente 100 ug de ADN durante un protocolo de terapia génica. Los polinucledtidos y polipéptidos
terapéuticos pueden suministrarse usando vehiculos de suministro génico. El vehiculo de suministro génico puede
ser de origen viral o no viral (véase, en general, Jolly, Cancer Gene Therapy (1994) 1:51; Kimura, Human Gene
Therapy (1994) 5:845; Connelly, Human Gene Therapy (1995) 1:185; y Kaplitt, Nature Genetics (1994) 6:148).
Puede inducirse la expresion de tales secuencias codificantes usando promotores heterélogos o de mamifero
enddgenos. La expresion de la secuencia codificante puede ser constitutiva o regulada.

Se conocen bien en la técnica vectores basados en virus para el suministro de un polinucledtido deseado y la
expresion en una célula deseada. Los vehiculos basados en virus ejemplares incluyen, pero sin limitacion, retrovirus
recombinantes (véanse, por ejemplo, las publicaciones de PCT N° WO 90/07936; WO 94/03622; WO 93/25698; WO
93/25234; WO 93/11230; WO 93/10218; WO 91/02805; patentes de Estados Unidos N° 5.219.740 y 4.777.127;
patente de Gran Bretafia N° 2.200.651; y patente EP N° 0 345 242), vectores basados en virus alfa (por ejemplo,
vectores de virus Sindbis, virus del bosque de Semliki (ATCC VR-67; ATCC VR-1247), virus del rio Ross (ATCC VR-
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373; ATCC VR-1246) y virus de la encefalitis equina venezolana (ATCC VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR 1249;
ATCC VR-532)) y vectores de virus adenoasociados (AAV) (véanse, por ejemplo, las publicaciones de PCT N° WO
94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO 94/28938; WO 95/11984 y WO 95/00655). También puede emplearse
administracion de ADN ligado a adenovirus muertos como se describe en Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147.

También pueden emplearse vehiculos y procedimientos de suministro no virales, incluyendo, pero sin limitacion,
ADN condensado policatiénico ligado o no ligado a adenovirus muerto solo (véase, por ejemplo, Curiel, Hum. Gene
Ther. (1992) 3:147); ADN ligado a ligando (véase, por ejemplo, Wu, J. Biol. Chem (1989) 264:16985); células de
vehiculos de suministro de células eucariotas (véanse, por ejemplo, patentes de Estados Unidos N° 5.814.482;
publicaciones de PCT N° WO 95/07994; WO 96/17072; WO 95/30763 y WO 97/42338) y neutralizacion de carga
nucleica o fusién con membranas celulares. También puede emplearse ADN desnudo. Se describen procedimientos
de introducciéon de ADN desnudo ejemplares en la publicaciéon de PCT N° WO 90/11092 y en la patente de Estados
Unidos N° 5.580.859. Se describen liposomas que pueden actuar como vehiculos de suministro génico en la patente
de Estados Unidos N° 5.422.120; publicaciones de PCT N° WO 95/13796; WO 94/23697; WO 91/14445 y EP
0524968. Se describen enfoques adicionales en Philip, Mol. Cell Biol. (1994) 14:2411, y en Woffendin, Proc. Natl.
Acad Sci. 91:1581 (1994).

Identificacion de anticuerpos antagonistas anti-NGF

Pueden identificarse o caracterizarse anticuerpos antagonistas anti-NGF usando procedimientos conocidos en la
técnica, con los que se detecta y/o mide reduccion, alivio o neutralizacién de una actividad biolégica de NGF. Por
ejemplo, puede usarse un ensayo de activacion del receptor quinasa (KIRA) descrito en las patentes de Estados
Unidos N° 5.766.863 y 5.891.650, para identificar agentes anti-NGF. Este ensayo de tipo ELISA es adecuado para la
medicién cuantitativa o cualitativa de la activaciéon de quinasa mediante la medicién de la autofosforilacién del
dominio quinasa de una proteina tirosina quinasa receptora (en lo sucesivo en el presente documento “rPTK”), por
ejemplo, el receptor TrkA, asi como para la identificacion y caracterizacion de antagonistas potenciales de una rPTK
seleccionada, por ejemplo, TrkA. La primera etapa del ensayo implica la fosforilacion del dominio quinasa de un
receptor quinasa, por ejemplo, un receptor TrkA, en la que el receptor esta presente en la membrana celular de una
célula eucariota. El receptor puede ser un receptor endégeno o puede ser un acido nucleico que codifica el receptor,
0 una construccion del receptor, que pueden usarse para transformar la célula. Tipicamente, una primera fase soélida
(por ejemplo, un pocillo de una primera placa de ensayo) se reviste con una poblacion sustancialmente homogénea
de tales células (habitualmente una linea celular de mamifero) de modo que las células se adhieren a la fase sélida.
Con frecuencia, las células son adherentes y por lo tanto se adhieren de forma natural a la primera fase sdlida. Si se
usa una “construccion receptora”, habitualmente comprende una fusién de un receptor quinasa y un polipéptido
marcador. El polipéptido marcador se reconoce por el agente de captura, con frecuencia un anticuerpo de captura,
en la parte de ELISA del ensayo. Se afiade después un analito, tal como un anticuerpo antagonista anti-NGF
candidato junto con NGF a los pocillos que tienen las células adherentes, de modo que la tirosina quinasa receptora
(por ejemplo, el receptor TrkA) se expone a (o se pone en contacto con) NGF y el analito. Este ensayo permite la
identificacion de anticuerpos que inhiben la activacion de TrkA por su ligando NGF. Después de la exposicion a NGF
y el analito, las células adherentes se solubilizan usando un tampon de lisis (que tiene un detergente de
solubilizaciéon en el mismo) y agitacion suave, liberando de este modo el lisado celular que puede someterse a la
parte de ELISA del ensayo directamente, sin la necesidad de concentracion o clarificacion del lisado celular.

El lisado celular preparado de este modo esta entonces listo para someterse a la etapa de ELISA del ensayo. Como
una primera etapa en la fase de ELISA, se reviste una segunda fase sélida (habitualmente un pocillo de una placa
de microtitulacion) con un agente de captura (con frecuencia un anticuerpo de captura) que se une especificamente
a la tirosina quinasa receptora o, en el caso de una construccién de receptor, al polipéptido marcador. El
revestimiento de la segunda fase sélida se lleva a cabo de modo que el agente de captura se adhiera a la segunda
fase solida. El agente de captura generalmente es un anticuerpo monoclonal pero, como se describe en los ejemplos
del presente documento, también pueden usarse anticuerpos policlonales. El lisado celular obtenido se expone
después a, o se pone en contacto con, el agente de captura adherente de modo que el receptor o la construccion de
receptor se adhiere a (o se captura en) la segunda fase sélida. Se lleva a cabo después una etapa de lavado, de
modo que se retire el lisado celular no unido, dejando capturado el receptor o construccion del receptor. El receptor
o la construccién de receptor capturado o adherente se expone después a, o se pone en contacto con, un anticuerpo
anti-fosfotirosina que identifica restos de tirosina fosforilados en el receptor de tirosina quinasa. En una realizacién,
el anticuerpo anti-fosfotirosina se conjuga (directa o indirectamente) con una enzima que cataliza un cambio de color
de un reactivo de color no radiactivo. En consecuencia, puede medirse la fosforilacion del receptor por un cambio de
color posterior del reactivo. La enzima puede unirse directamente al anticuerpo anti-fosfotirosina, o una molécula de
conjugacion (por ejemplo, biotina) puede conjugarse con el anticuerpo anti-fosfotirosina y la enzima puede unirse
posteriormente con el anticuerpo anti-fosfotirosina mediante la molécula de conjugacion. Finalmente, se mide la
union del anticuerpo anti-fosfotirosina con el receptor o la construccion de receptor capturada, por ejemplo, por un
cambio de color en el reactivo de color.

El anticuerpo antagonista anti-NGF también puede identificarse incubando un agente candidato con NGF y
controlando una cualquiera o mas de las siguientes caracteristicas: (a) unidon a NGF e inhibicion de la actividad
biolégica de NGF o rutas corriente abajo mediadas por la funcion de sefializacion de NGF; (b) inhibicién, bloqueo o
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reduccion de la activacion del receptor de NGF (incluyendo dimerizacion y/o autofosforilacion de TrkA); (c) aumento
de la eliminacion de NGF; (d) tratamiento o prevencién de cualquier aspecto de dolor de artritis reumatoide o dolor
osteoartritico; y (e) inhibicion (reduccion) de la sintesis, produccion o liberacion de NGF. En algunas realizaciones,
un anticuerpo antagonista anti-NGF se identifica incubando un agente candidato con NGF y controlando la unién y/o
reduccion o neutralizacion consiguiente de una actividad biolégica de NGF. El ensayo de union puede realizarse con
uno o mas polipéptidos de NGF purificados, o con células que expresan de forma natural, o se transfectan para
expresar, uno o mas polipéptidos de NGF. En una realizacion, el ensayo de unién es un ensayo de unidn
competitiva, en el que se evalua la capacidad de un anticuerpo candidato para competir con un antagonista anti-
NGF conocido por union a NGF. El ensayo puede realizarse en diversos formatos, incluyendo el formato ELISA. En
otras realizaciones, un anticuerpo antagonista anti-NGF se identifica incubando un agente candidato con NGF y
controlando la unién e inhibicion consiguiente de la dimerizacion y/o autofosforilacion del receptor trkA.

Después de la identificacion inicial, la actividad de un anticuerpo antagonista anti-NGF candidato puede confirmarse
adicionalmente y refinarse por bioensayos, que se sabe que ensayan las actividades bioldgicas diana. Como
alternativa, pueden usarse bioensayos para explorar los candidatos directamente. Por ejemplo, NGF promueve
varios cambios morfolégicamente reconocibles en células sensibles. Estos incluyen, pero sin limitaciéon, promocion
de la diferenciacion de células PC12 y potenciacion del crecimiento de neuritas a partir de estas células (Greene y
col., Proc Natl Acad Sci U.S.A 73 (7):2424-8, 1976), promocion del crecimiento de neuritas a partir de explantes de
ganglios simpaticos y sensoriales sensibles (Levi-Montalcini, R. y Angeletti, P. Nerve growth factor. Physiol Rev.
48:534-569, 1968) y promocién de la supervivencia de neuronas dependientes de NGF tales como neuronas de
ganglio de la raiz dorsal embrionaria, ganglio trigeminal o ganglio simpatico (por ejemplo, Chun & Patterson, Dev.
Biol. 75:705-711, (1977); Buchman & Davies, Development 118:989-1001 (1993). Por lo tanto, el ensayo para
inhibicién de la actividad biolégica de NGF implica cultivar células sensibles a NGF con NGF mas un analito, tal
como un anticuerpo antagonista anti-NGF candidato. Después de un tiempo apropiado, se ensayara la respuesta
celular (diferenciacion celular, crecimiento de neuritas o supervivencia celular).

La capacidad de un anticuerpo antagonista anti-NGF candidato para bloquear o neutralizar una actividad biolégica
de NGF también puede evaluarse controlando la capacidad del agente candidato para inhibir la supervivencia
mediada por NGF en el bioensayo de supervivencia de ganglios de la raiz dorsal de rata embrionaria como se
describe en Hongo y col., Hybridoma 19:215-227 (2000).

Administracion de un anticuerpo antagonista anti-NGF

El anticuerpo antagonista anti-NGF puede administrarse a un individuo (para artritis reumatoide y osteoartritis) por
cualquier via adecuada. Deberia resultar evidente para un experto en la materia que no se pretende que los
ejemplos descritos en el presente documento sean limitantes sino ilustrativos de las técnicas disponibles. En
consecuencia, en algunas realizaciones, el anticuerpo antagonista anti-NGF se administra a un individuo de acuerdo
con procedimientos conocidos, tales como administracion intravenosa, por ejemplo, como una embolada o por
infusién continua durante un periodo de tiempo, por las vias intramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal,
subcutanea, intraarticular, sublingual, intrasinovial, mediante insuflacion, intratecal, oral, inhalacion o tépica. La
administracion puede ser sistémica, por ejemplo, administracion intravenosa, o localizada. Los nebulizadores
disponibles en el mercado para formulaciones liquidas, incluyendo nebulizadores a chorro y nebulizadores
ultrasonicos son utiles para administracion. Pueden nebulizarse directamente formulaciones liquidas y puede
nebulizarse polvo liofilizado después de reconstitucion. Como alternativa, puede aerosolizarse el anticuerpo
antagonista anti-NGF usando una formulacién de fluorocarbono y un inhalador de dosis medida, o inhalarse como un
polvo liofilizado y molido.

En una realizacién, se administra un anticuerpo antagonista anti-NGF mediante técnicas de suministro local
especificas de sitio o dirigidas. Los ejemplos de técnicas de suministro local especifico de sitio o dirigido incluyen
diversas fuentes de depdsito implantable del anticuerpo antagonista anti-NGF o catéteres de suministro local, tales
como catéteres de infusion, un catéter permanente o un catéter de aguja, injertos sintéticos, vendajes adventicios,
derivaciones (shunts) y endoprotesis vasculares u otros dispositivos implantables, vehiculos especificos de sitio,
inyeccion directa o aplicacion directa. Véase, por ejemplo, la publicacion de PCT N° WO 00/53211 y la patente de
Estados Unidos 5.981.568.

Pueden usarse diversas formulaciones de un anticuerpo antagonista anti-NGF para administracion. En algunas
realizaciones, el anticuerpo antagonista anti-NGF puede administrarse puro. En algunas realizaciones, el anticuerpo
antagonista anti-NGF y un excipiente farmacéuticamente aceptable pueden estar en diversas formulaciones. Se
conocen en la técnica excipientes farmacéuticamente aceptables y son sustancias relativamente inertes que facilitan
la administracion de una sustancia farmacolégicamente eficaz. Por ejemplo, un excipiente puede dar forma o
consistencia, o actuar como un diluyente. Los excipientes adecuados incluyen, pero sin limitacion, agentes
estabilizadores; agentes humectantes y emulsionantes, sales para variar la osmolaridad, agentes de encapsulacion,
tampones y potenciadores de la penetracion de la piel. Se exponen excipientes, asi como formulaciones para
suministro parenteral y no parenteral de farmacos, en Remington, The Science and Practice of Pharmacy 20A Ed.
Mack Publishing (2000).

En algunas realizaciones, estos agentes se formulan para administracion por inyeccion (por ejemplo, por via
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intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intramuscular, etc.). En consecuencia, estos agentes pueden combinarse
con vehiculos farmacéuticamente aceptables tales como solucion salina, solucion de Ringer, solucién de dextrosa y
similares. El régimen de dosificacion particular, es decir, la dosis, temporizacion y repeticion, dependera del individuo
particular y de la historia médica de ese individuo.

Puede administrase un anticuerpo anti-NGF usando cualquier procedimiento adecuado, incluyendo por inyeccion
(por ejemplo, por via intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intramuscular, etc.). También pueden administrarse
anticuerpos anti-NGF mediante inhalaciéon, como se describe en el presente documento. En general, para la
administracion de anticuerpos anti-NGF, una dosificacion candidata inicial puede ser de aproximadamente 2 mg/kg.
Para el fin de la presente invencién, una dosificacion diaria tipica podria variar de aproximadamente cualquiera de 1
ng/kg a 3 pg/kg a 30 pg/kg a 300 ug/kg a 3 mg/kg, a 30 mg/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Por ejemplo, puede administrase un anticuerpo anti-NGF a aproximadamente 1 pg/kg,
aproximadamente 10 ug/kg, aproximadamente 20 pg/kg, aproximadamente 50 ug/kg, aproximadamente 100 ug/kg,
aproximadamente 200 ug/kg, aproximadamente 500 pg/kg, aproximadamente 1 mg/kg o aproximadamente 2 mg/kg.
Para administraciones repetidas durante varios dias o mas largas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se
mantiene hasta que se produce una supresion deseada de sintomas o hasta que se consiguen niveles terapéuticos
suficientes para reducir el dolor. Un régimen de dosificacion ejemplar comprende administrar una dosis inicial de
aproximadamente 2 mg/kg, seguida de una dosis de mantenimiento semanal de aproximadamente 1 mg/kg del
anticuerpo anti-NGF, o seguida de una dosis de mantenimiento de aproximadamente 1 mg/kg cada dos semanas.
Sin embargo, pueden ser utiles otros regimenes de dosificacion, dependiendo del patrén de desintegracion
farmacocinética que el facultativo desee conseguir. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se contempla dosificar de
una a cuatro veces por semana. El progreso de la terapia de la presente invenciéon se controla facilmente por
técnicas y ensayos convencionales. El régimen de dosificacion (incluyendo el antagonista o los antagonistas anti-
NGF usados) puede variar a lo largo del tiempo.

Para el fin de la presente invencion, la dosificacion apropiada de un anticuerpo antagonista anti-NGF dependera del
anticuerpo antagonista anti-NGF (o composiciones del mismo) empleado, el tipo y gravedad del dolor que va a
tratarse, si el agente se administra para fines preventivos o terapéuticos, la terapia anterior, la historia clinica del
paciente y la respuesta al agente y la discrecion del médico a cargo. Tipicamente el especialista clinico administrara
un anticuerpo antagonista anti-NGF, hasta que se alcance una dosificacion que consiga el resultado deseado. La
dosis y/o frecuencia puede variar a lo largo del ciclo del tratamiento.

Las consideraciones empiricas, tales como la semivida, generalmente contribuiran a la determinacion de la
dosificacion. Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos que son compatibles con el sistema inmune humano, tales
como anticuerpos humanizados o anticuerpos completamente humanos, para prolongar la semivida del anticuerpo y
prevenir que el anticuerpo sea atacado por el sistema inmune del huésped. La frecuencia de administracién puede
determinarse y ajustarse a lo largo del ciclo de terapia y se basa, en general pero no necesariamente, en el
tratamiento y/o supresion y/o alivio y/o retardo del dolor. Como alternativa, pueden ser apropiadas formulaciones de
liberacion continua prolongada de anticuerpos antagonistas anti-NGF. Se conocen en la técnica diversas
formulaciones y dispositivos para conseguir la liberacion prolongada.

En una realizacién, pueden determinarse las dosificaciones para un anticuerpo antagonista anti-NGF de forma
empirica en individuos a los que se han proporcionado una o mas administraciones de un anticuerpo antagonista
anti-NGF. Se proporciona a los individuos dosificaciones crecientes de un anticuerpo antagonista anti-NGF. Para
evaluar la eficacia de un anticuerpo antagonista anti-NGF, puede seguirse un indicador de dolor.

La administraciéon de un anticuerpo antagonista anti-NGF de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion
puede ser continua o intermitente, dependiendo, por ejemplo, del estado fisioldgico del receptor, de si el fin de la
administracion es terapéutico o profilactico y de otros factores conocidos por los facultativos expertos en la materia.
La administracion de un anticuerpo antagonista anti-NGF puede ser esencialmente continua durante un periodo de
tiempo preseleccionado o puede ser en una serie de dosis especiadas, por ejemplo, antes, durante o después de
desarrollar el dolor; antes; durante; antes y después; durante y después; antes y durante; o antes, durante y después
de desarrollar el dolor.

En algunas realizaciones, puede estar presente mas de un anticuerpo antagonista anti-NGF. Puede estar presente
al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco o mas anticuerpos antagonistas anti-
NGF diferentes. Generalmente, estos anticuerpos antagonistas anti-NGF tienen actividades complementarias que no
se afectan de forma adversa entre si.

Las formulaciones terapéuticas del anticuerpo antagonista anti-NGF usado de acuerdo con la presente invencion se
preparan para almacenamiento mezclando un anticuerpo que tenga el grado deseado de pureza con vehiculos,
excipientes o estabilizadores farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 20? Ed. Mack Publishing (2000)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los
vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas y pueden comprender tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos;
sales tales como cloruro sdédico; antioxidantes incluyendo acido ascoérbico y metionina; conservantes (tales como
cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio;
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fenol, butilo o alcohol bencilico; alquil parabenos, tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos);
proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina;
monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales
como EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como
sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de proteina-Zn); y/o tensioactivos no idnicos tales como
TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Los liposomas que contienen el anticuerpo antagonista anti-NGF se preparan por procedimientos conocidos en la
técnica, tales como los descritos en Epstein, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3688 (1985); Hwang, y col., Proc.
Natl Acad. Sci. USA 77: 4030 (1980); y Patentes de Estados Unidos N° 4.485.045 y 4.544.545. Se desvelan
liposomas con tiempo de circulacion potenciado en la Patente de Estados Unidos N° 5.013.556. Pueden generarse
liposomas particularmente Utiles por el procedimiento de evaporacién de fase inversa con una composicion lipidica
que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE). Los liposomas se
extruyen a través de filtros de tamafo de poro definido para producir liposomas con el diametro deseado.

Los principios activos también puede atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de
coacervacion o por polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsulas de poli-(metacrilato de metilo) respectivamente, en sistemas de suministro de farmacos coloidales
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se desvelan en Remington, The Science and Practice of Pharmacy 202 Ed. Mack
Publishing (2000).

Pueden prepararse preparaciones de liberacion prolongada. Los ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacion prolongada incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos soélidos que contienen el
anticuerpo, estando dichas matrices en forma de articulos moldeados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Los
ejemplos de matrices de liberacion prolongada incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-
metacrilato) o poli(alcohol vinilico), polilactidas (Patente de Estados Unidos N° 3.773.919), copolimeros de acido L-
glutamico y 7 etil-L-glutamato, etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico
degradables tales como el LUPRON DEPOT ™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido
lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolida), acetato isobutirato de sacarosa y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones para usarse para administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente, por
ejemplo, mediante filiracion a través de membranas de filtracion estériles. Generalmente las composiciones de
anticuerpo antagonista anti-NGF terapéuticas se ponen en un recipiente que tiene un orificio de acceso estéril, por
ejemplo, una bolsa de solucién intravenosa o vial que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion
hipodérmica.

Las composiciones de acuerdo con la presente invencién pueden estar en formas farmacéuticas unitarias tales como
comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, granulos, soluciones o suspensiones, en supositorios, para administracion
oral, parenteral, o rectal, o administracién por inhalacién o insuflacién.

Para preparar composiciones solidas tales como comprimidos, el principio activo principal se mezcla con un vehiculo
farmacéutico, por ejemplo, ingredientes de preparacion de comprimidos convencionales tales como almidon de
maiz, lactosa, sacarosa, sorbitol, talco, acido estearico, estearato de magnesio, fosfato dicalcico o gomas, y otros
diluyentes farmacéuticos, por ejemplo agua, para formar una composicion de preformulacion sélida que contiene una
mezcla homogénea de un compuesto de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable no toxica del
mismo. Cuando se hace referencia a estas composiciones de preformulacién como homogéneas, se entiende que el
principio activo se dispersa uniformemente por toda la composicién de modo que la composiciéon puede subdividirse
facilmente en formas farmacéuticas unitarias igualmente eficaces tales como comprimidos, pildoras y capsulas. Esta
composicion de preformulaciéon sélida se subdivide después en formas farmacéuticas unitarias del tipo descrito
anteriormente que contienen de 0,1 a aproximadamente 500 mg del principio activo de la presente invencién. Los
comprimidos o pildoras de la nueva composicion pueden revestirse o formar compuestos de otro modo para
proporcionar una forma farmacéutica que proporcione la ventaja de accién prolongada. Por ejemplo, el comprimido o
pildora puede comprender un componente de dosificacion interna y uno de dosificacion externa, estando este ultimo
en forma de una envoltura sobre el primero. Los dos componentes pueden separarse por una capa entérica que
sirve para resistir la disgregacion en el estomago y permite que el componente interno pase intacto al duodeno o se
retarde su liberacién. Puede usarse una diversidad de materiales para tales capas o revestimientos entéricos,
incluyendo tales materiales varios acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con materiales tales como
goma laca, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Los agentes tensioactivos adecuados incluyen, en particular, agentes no iénicos, tales como polioxietilensorbitanes
(por ejemplo, TweenTM 20, 40, 60, 80 u 85) y otros sorbitanes (por ejemplo, SpanTM 20, 40, 60, 80 u 85). Las
composiciones con un agente tensioactivo comprenderan convenientemente entre 0,05 y 5 % de agente tensioactivo
y pueden ser entre 0,1y 2,5 %. Se apreciara que pueden afiadirse otros ingredientes, por ejemplo manitol u otros
vehiculos farmacéuticamente aceptables, si fuera necesario.
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Pueden prepararse emulsiones adecuadas usando emulsiones de grasa disponibles en el mercado, tales como Int-
alipidTM, LiposynTM, InfonutrolTM, LipofundinTM y LipiphysanTM. El principio activo puede estar disuelto en una
composicion de emulsién premezclada o como alternativa puede estar disuelto en un aceite (por ejemplo, aceite de
soja, aceite de cartamo, aceite de semilla de algoddn, aceite de sésamo, aceite de maiz o aceite de almendra) y una
emulsién puede formarse tras mezclar con un fosfolipido (por ejemplo, fosfolipidos del huevo, fosfolipidos de soja o
lecitina de soja) y agua. Se apreciara que pueden afiadirse otros ingredientes, por ejemplo glicerol o glucosa, para
ajustar la tonicidad de la emulsion. Las emulsiones adecuadas tipicamente contendran hasta 20 % de aceite, por
ejemplo, entre 5 y 20 %. La emulsion grasa puede comprender gotas de grasa entre 0,1 y 1,0 um, particularmente
0,1y 0,5 umy tienen un pH en el intervalo de 5,5 a 8,0.

Las composiciones de emulsion pueden ser las preparadas mezclando un anticuerpo de factor de crecimiento
nervioso con IntralipidTM o los componentes del mismo (aceite de soja, fosfolipidos del huevo, glicerol y agua).

Las composiciones para inhalacién o insuflacion incluyen soluciones y suspensiones en disolventes acuosos u
organicos farmacéuticamente aceptables, o mezclas de los mismos, y polvos. Las composiciones liquidas o soélidas
pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados como se ha expuesto anteriormente. En
algunas realizaciones, las composiciones se administran por la via respiratoria oral o nasal para efecto local o
sistémico. Pueden nebulizarse composiciones en disolventes farmacéuticamente aceptables preferentemente
estériles mediante el uso de gases. Las soluciones nebulizadas pueden respirarse directamente desde el dispositivo
nebulizador o el dispositivo nebulizador puede unirse a una mascara facial, tienda o maquina de respiracion de
presion positiva intermitente. Pueden administrarse composiciones en solucién, suspension o polvo,
preferentemente por via oral o via nasal, a partir de dispositivos que suministran a la formulacién de una manera
apropiada.

La eficacia del tratamiento puede evaluarse por procedimientos bien conocidos en la técnica.
KITS QUE COMPRENDEN ANTICUERPOS Y POLINUCLEOTIDOS DE LA INVENCION

La invencion también proporciona kits que comprenden anticuerpos o polipéptidos para su uso en deteccion y/o
terapia. En consecuencia, en algunas realizaciones, los kits comprenden un anticuerpo E3. En algunas
realizaciones, el kit comprende cualquier anticuerpo o polipéptido descrito en el presente documento.

En otros aspectos, los kits pueden usarse para cualquiera de los procedimientos y usos descritos en el presente
documento, incluyendo, por ejemplo, para tratar a un individuo con dolor osteoartritico. Los kits de la presente
invencion estan en un envase adecuado, y pueden proporcionar opcionalmente componentes adicionales tales como
tampones e instrucciones para uso del anticuerpo en cualquiera de los procedimientos descritos en el presente
documento. En algunas realizaciones, los kits incluyen instrucciones para tratar el dolor. En algunas realizaciones, el
kit comprende un anticuerpo antagonista anti-NGF descrito en el presente documento e instrucciones para tratar
dolor osteoartritico en un individuo. En algunas de las realizaciones, el anticuerpo antagonista anti-NGF es
anticuerpo E3.

En otro aspecto, la invencion proporciona kits que comprenden un polinucleétido que codifica un polipéptido E3
como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, los kits comprenden adicionalmente
instrucciones para uso del polinucleétido en cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento.

PROCEDIMIENTOS PARA AJUSTAR LA AFINIDAD DE UN ANTICUERPO Y PROCEDIMIENTOS PARA
CARACTERIZAR UNA CDR

Los inventores han desarrollado un nuevo procedimiento para caracterizar una CDR de un anticuerpo y/o alterar (tal
como mejorar) la afinidad de unidon de un polipéptido, tal como un anticuerpo, denominado “mutagénesis de
exploracioén de bibliotecas”. Generalmente, la mutagénesis de exploracion de bibliotecas funciona como sigue. Una o
mas posiciones de aminoacido en la CDR se reemplazan con dos o mas (tales como 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20) aminoacidos usando procedimientos reconocidos en la técnica. Esto genera
pequefias bibliotecas de clones (en algunas realizaciones, una por cada posicion de aminoacido que se analice),
cada una con una complejidad de dos o mas miembros (si se sustituyen dos o mas aminoacidos en cada posicion).
En general, la biblioteca también incluye un clon que comprende el aminoacido nativo (no sustituido). Se explora un
pequefio numero de clones, por ejemplo, aproximadamente 20-80 clones (dependiendo de la complejidad de la
biblioteca) de cada biblioteca con respecto a afinidad de unién por el polipéptido diana, y se identifican candidatos
con unién aumentada, la misma, reducida o ninguna. Se conocen bien en la técnica procedimientos para determinar
la afinidad de union. En algunas realizaciones, la afinidad de unién se determina usando analisis de resonancia de
plasmén superficial BlAcore, que detecta diferencias en la afinidad de unién de aproximadamente 2 veces o0 mas.
BlAcore es particularmente Gtil cuando el anticuerpo de partida ya se une con una afinidad relativamente alta, por
ejemplo una Kp de aproximadamente 10 nM o mas baja. Se describe exploracion usando resonancia de plasmoén
superficial BIAcore en los Ejemplos, en el presente documento.

En otras realizaciones, la afinidad de union se determina usando Kinexa Biocensor, ensayos de proximidad de
centelleo, ELISA, inmunoensayo ORIGEN (IGEN), interrupcion de fluorescencia, transferencia de fluorescencia y/o
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presentacion de levadura. En ofras realizaciones, la afinidad de unién se explora usando un bioensayo adecuado.

En algunas realizaciones, cada posicion de aminoacido en una CDR se reemplaza (en algunas realizaciones, una
cada vez) con los 20 aminoacidos naturales usando procedimientos de mutagénesis reconocidos en la técnica
(algunos de los cuales se describen en el presente documento). Esto genera pequefias bibliotecas de clones (en
algunas realizaciones, una por cada posicion de aminoacido que se analiza), cada una con una complejidad de 20
miembros (si los 20 aminoacidos se sustituyen en cada posicion).

En algunas realizaciones, la biblioteca para explorar comprende sustituciones en dos 0 mas posiciones, que pueden
estar en la misma CDR o en dos o mas CDR. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la biblioteca comprende
sustituciones en dos o mas posiciones en una CDR. En otras realizaciones, la biblioteca comprende sustitucién en
dos o0 mas posiciones en dos 0 mas CDR. En otras realizaciones mas, la biblioteca comprende sustitucién en 3, 4, 5
0 mas posiciones, dichas posiciones halladas en dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR. En algunas realizaciones, la
sustitucion se prepara usando codones de baja redundancia. (Véase, por ejemplo, Tabla 2 de Balint y col., (1993)
Gene 137 (1): 109-18).

En algunas realizaciones, la CDR es CDRH3 y/o CDRL3. En ofras realizaciones, la CDR es una o mas de CDRL1,
CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2 y/o CDRH3. En algunas realizaciones, la CDR es una CDR de Kabat, una CDR de
Chothia o una CDR extendida.

Los candidatos con unién mejorada pueden secuenciarse, identificando de este modo un mutante de sustitucion de
CDR que da como resultado afinidad mejorada (también denominada sustitucion “mejorada”). Por ejemplo, como se
demuestra en el Ejemplo 1, el uso de este procedimiento permitié la identificacion de una sustitucién sencilla que
mejord la uniodn, incluso cuando otras 18 sustituciones estimadas en la misma posicion de aminoacido no dieron
como resultado union (es decir, pérdida de funcién de anticuerpo). También pueden secuenciarse candidatos que se
unen, identificando de este modo una sustituciéon de CDR que conserva la union.

En algunas realizaciones, se realizan multiples ciclos de exploracion. Por ejemplo, los candidatos (comprendiendo
cada uno una sustitucion de aminoacido en una o mas posiciones de una o mas CDR) con uniéon mejorada también
son utiles para el disefio de una segunda biblioteca que contenga al menos el aminoacido original y sustituido en
cada posicion de CDR mejorada (es decir, posicion de aminoacido en la CDR en la que un mutante de sustitucion
mostré union mejorada). La preparacion, y exploracion o seleccion de esta biblioteca se analiza adicionalmente
posteriormente.

La mutagénesis de exploracion de bibliotecas también proporciona un medio para caracterizar una CDR, siempre
que la frecuencia de clones con unién mejorada, la misma unién, unién reducida o ninguna uniéon también
proporcionen informacién relacionada con la importancia de cada posicién de aminoacido para la estabilidad del
complejo anticuerpo-antigeno. Por ejemplo, si una posicion de la CDR conserva unién cuando se cambia a los 20
aminoacidos, esa posicion se identifica como una posicion que probablemente no se requiera para unién de
antigenos. Por el contrario, si una posicion de CDR conserva uniéon en solamente un pequefio porcentaje de
sustituciones, esa posicion se identifica como una posicidon que es importante para funcién de CDR. Por lo tanto, los
procedimientos de mutagénesis de exploracion de bibliotecas generan informacién con respecto a posiciones en las
CDR que pueden cambiarse a muchos aminoacidos diferentes (incluyendo los 20 aminoacidos) y posiciones en las
CDR que no pueden cambiarse o que pueden cambiarse solamente a unos pocos aminoacidos. Este aspecto se
analiza y se ejemplifica en el Ejemplo 1.

En algunas realizaciones, se combinan candidatos con afinidad mejorada en una segunda biblioteca, que incluye el
aminoacido mejorado, el aminoacido original en esa posicion y puede incluir ademas sustituciones adicionales en
esa posicion, dependiendo de la complejidad de la biblioteca que se desee, o se permite usando el procedimiento de
exploracion o seleccion deseado. Ademas, si se desea, la posicion de aminoacido adyacente puede seleccionarse
de forma aleatoria de al menos dos 0 mas aminoacidos. La seleccion aleatoria de aminoacidos adyacentes puede
permitir flexibilidad conformacional adicional en la CDR mutante, que puede a su vez permitir o facilitar la
introduccion de un ndmero mayor de mutaciones de mejora. En algunas realizaciones, la biblioteca también
comprende sustitucion en posiciones que no mostraron afinidad mejorada en el primer ciclo de exploracion.

La segunda biblioteca se explora o selecciona con respecto a miembros de biblioteca con afinidad de union
mejorada y/o alterada usando cualquier procedimiento conocido en la técnica, incluyendo exploracion usando
analisis de resonancia de plasmoén superficial BlAcore y seleccion usando cualquier procedimiento conocido en la
técnica para seleccion, incluyendo presentacion de fagos, presentacion de levadura y presentacion de ribosomas.

Ventajas de los procedimientos para ajustar la afinidad de un anticuerpo y caracterizar una CDR

Los procedimientos son Utiles para pre-explorar posiciones de aminoacidos de CDR para identificar sustituciones de
aminoacidos que mejoran la unién o conserva la union. La pre-identificacion de restos importantes, sustitucion que
mejora la union y/o sustituciones que conservan la funcion del anticuerpo permite el disefio y la exploracion eficaces
de una biblioteca de maduracion de afinidad.

El presente procedimiento también es util para caracterizar una CDR y proporciona informacion exhaustiva con
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respecto a la importancia de cada posicion de aminoacido en una CDR para union a antigeno. El presente
procedimiento también puede usarse para identificar sustituciones que mejoran la union.

El uso de pequefas bibliotecas, en las que cada posicidon puede seleccionarse de forma aleatoria (en algunas
realizaciones, una cada vez), permite la exploracién de mutantes de sustitucion usando procedimientos sensibles
tales como BlAcore que proporcionan informacion cinética detallada. Los procedimientos de exploracién son
generalmente poco practicos cuando se exploran bibliotecas mas grandes. En su lugar, se usan habitualmente
procedimientos de seleccion, tales como presentacion de fagos, presentacion de levadura y presentacion de
ribosomas, para identificar clones que conservan la unién. Los ensayos de presentacion de fagos y ELISA pueden
depender en gran medida de la concentracion de la muestra de proteina preparada a partir del clon y por lo tanto
tienden a desviarse fuertemente hacia clones que tienen expresion aumentada, estabilidad aumentada o toxicidad
reducida, en lugar de identificar clones con afinidad de union aumentada. Ademas, las diferencias del nivel de
expresion de los clones pueden enmascarar pequefias mejoras en la afinidad de unién. Estas desventajas son
particularmente agudas cuando se usa un anticuerpo con alta afinidad de unién como el material de partida, debido
a que deben usarse niveles muy bajos de antigeno para que la exploracién sea suficientemente rigurosa.

Por el contrario, los procedimientos de la invencion, tales como seleccion aleatoria en cada posicion (en algunas
realizaciones, una posicion cada vez), permite la introduccion y caracterizacion del efecto de la sustitucion de, por
ejemplo, los 20 aminoacidos en una posicion dada. Este analisis proporciona informacién sobre cuantas
sustituciones se toleran en una posicion dada (es decir, conservan unién de anticuerpo), que, a su vez, proporciona
informacion con respecto a la importancia de cada aminoacido para la funcién de los anticuerpos. Ademas, pueden
identificarse sustituciones que dan como resultado unién mejorada, incluso en circunstancias en las que muchas o la
mayoria de las sustituciones en una posicion dada producen anticuerpos no funcionales (sin unién). Por el contrario,
la mutagénesis de exploracion de alanina, que se usa habitualmente para identificar posiciones de CDR importantes,
proporciona informacién con respecto a si la sustitucién de alanina permite o evita la uniéon. En general, se retiran
posiciones en las que una sustitucién de alanina evite la unién de la biblioteca de maduracién de afinidad. En
muchos casos, sin embargo, la alanina puede ser un sustituto poco eficaz en la posicion de CDR.

Los presentes procedimientos también permiten la identificacion y caracterizacion del efecto de mutaciones de CDR
sencillas. Por el contrario, procedimientos tales como presentacion de fagos introducen y seleccionan muchas
mutaciones simultaneamente, y de este modo aumentan potencialmente el riesgo de que las mutaciones positivas
se enmascaren por la presencia de una mutacion perjudicial presente en un clon particular.

Los presentes procedimientos también son utiles para mejorar la afinidad conservando aun la especificidad de union
del anticuerpo original (de partida), en la medida en que los presentes procedimientos permiten la identificacion de
pequefios numeros de mutaciones (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 mutaciones en una CDR sencilla) que dan como
resultado afinidad de unidon mejorada. Por el contrario, procedimientos tales como presentacion de fagos tipicamente
mejoran la afinidad de uniéon usando multiples mutaciones a la vez, lo que puede dar como resultado desplazamiento
de la especificidad del anticuerpo y/o aumento de reactividad cruzada no deseable.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar, pero no para limitar, la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Humanizacién y maduracion de afinidad de anticuerpo antagonista anti-NGF 911 de ratéon
A. Procedimientos generales

Se usaron los siguientes procedimientos generales en este ejemplo.

Generacion de bibliotecas

Se generaron bibliotecas por mutagénesis de casete de PCR con oligonucleétidos degenerados como se describe
en Kay y col (1996), Phage display of peptides and proteins: a laboratory manual, San Diego, Academic Press
(véase, paginas 277-291). El coddén de adicion NNK se us6 para seleccionar de forma aleatoria una posicion de
aminoacido para incluir 20 posibles aminoacidos. Para seleccionar de forma aleatoria una posiciéon de aminoacido
para incluir solamente un subconjunto de aminoacidos con propiedades especificas, se usaron codones de adicion
como se describe en Balint y col., (1993) Gene 137 (1):109-18). Se realizé mutagénesis dirigida usando PCR
recombinante como se describe en Innis y col. (1990) PCR protocols: A guide to methods and applications (véase,
paginas 177-183).

Preparacion de Fab a pequeia escala

Se optimizoé la expresion a pequefia escala en placas de 96 pocillos con respecto a exploracion de bibliotecas de
Fab. A partir de E. coli transformadas con una biblioteca de Fab, se seleccionaron colonias para inocular tanto una
placa maestra (agar LB + ampicilina (50 ng/ml) + glucosa 2 %) y una placa de trabajo (2 ml/pocillo, 96 pocillos/placa
que contienen 1,5 ml de LB + ampicilina (50 ug/ml) + glucosa 2 %). Ambas placas se cultivaron a 30 °C durante 8-12
horas. La placa maestra se almacend a 4 °C y las células de la placa de trabajo se sedimentaron a 5000 rpm y se
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resuspendieron con 1 ml de LB + ampicilina (50 pg/ml) + IPTG 1 mM para inducir expresion de Fab. Las células se
recogieron por centrifugacion después de 5 horas de tiempo de expresion a 30 °C, después se resuspendieron en
500 pl de tampén HBS-EP (tampén HEPES 100 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, P20 0,005 %, EDTA 3 mM). Se obtuvo
lisis de células resuspendidas en HBS-EP por un ciclo de congelacion (-80 °C) y después descongelacion a 37 °C.
Los lisados celulares se centrifugaron a 5000 rpm durante 30 minutos para separar los residuos celulares de los
sobrenadantes que contenian Fab. Los sobrenadantes se inyectaron después en el aparato de resonancia de
plasmon BlAcore para obtener informacién de afinidad para cada Fab. Se rescataron clones que expresaban Fab de
la placa maestra para secuenciar el ADN y para produccién de Fab a gran escala y caracterizacion detallada como
se describe posteriormente.

Preparacion de Fab a gran escala

Para obtener parametros cinéticos detallados, se expresaron Fab y se purificaron a partir de cultivos grandes. Se
inocularon matraces de Erlenmeyer que contenian 200 ml de LB + ampicilina (50 pug/ml) + glucosa 2 % con 5 ml de
cultivo de una noche de un clon de E. coli que expresa Fab seleccionado. Los clones se incubaron a 30 °C hasta
que se consiguio una DOssp nm de 1,0 y después se indujeron reemplazando con el medio 200 ml de LB + ampicilina
(50 pug/ml) + IPTG 1 mM. Después de 5 horas de tiempo de expresion a 30 °C, las células se sedimentaron por
centrifugacion, después se resuspendieron en 10 ml de PBS (pH 8). Se obtuvo lisis de las células por dos ciclos de
congelacion/descongelacion (a -80 °C y 37 °C, respectivamente). El sobrenadante de los lisados celulares se cargd
en columnas de sepharose superflow Ni-NTA (Qiagen, Valencia, CA) equilibradas con PBS, pH 8, después se
lavaron con 5 volumenes de columna de PBS, pH 8. Los Fab individuales eluyeron en diferentes fracciones con PBS
(pH 8) + imidazol 300 mM. Las fracciones que contenian Fab se agruparon y dializaron en PBS, después se
cuantificaron por ELISA antes de caracterizacion de afinidad.

Preparacion de anticuerpo completo

Para expresion de anticuerpos completos, se clonaron regiones variables de cadena pesada y ligera en 2 vectores
de expresion de mamiferos (Eb.911.E3 o Eb.pur.911.3E para cadena ligera y Db.911.3E para cadena pesada;
descritos en el presente documento) y se transfectaron usando lipofectamina en células HEK 293 para expresion
transitoria. Los anticuerpos se purificaron usando proteina A usando procedimientos convencionales.

Ensayo de Biacore

Se determinaron las afinidades de Fab y anticuerpos monoclonales anti-NGF usando el sistema de resonancia de
plasmén superficial (SPR) BlAcore3000™ (BlAcore, INC, Piscaway NJ). Se activaron microplacas CM5 con
clorhidrato de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Se diluyd6 NGF humano en acetato sodico 10 mM pH 4,0 y se inyectd sobre la
microplaca activada a una concentracion de 0,005 mg/ml. Usando tiempo de flujo variable a través de los canales de
microplacas individuales, se consiguieron dos intervalos de densidad de antigenos: 100-200 unidades de respuesta
(UR) para estudios cinéticos detallados y 500-600 UR para ensayos de exploracion. La microplaca se bloqued con
etanolamina. Los estudios de regeneracion mostraron que una mezcla de tampon de elucion de Pierce (N° de
producto 21004, Pierce Biotechnology, Rockford, IL) y NaCl 4 M (2:1) retir6 eficazmente el Fab unido manteniendo a
la vez la actividad de hNGF en la microplaca durante mas de 200 inyecciones. Se usé tampon HBS-EP (HEPES
0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15, EDTA 3 mM, tensioactivo P29 0,005 %) como tampdn de ejecuciéon para todos los
ensayos de BlAcore.

Ensayo de exploracion

Se optimizé un ensayo de exploracion BlAcore para determinar la afinidad de los clones de Fab de las bibliotecas.
Se inyectaron sobrenadantes de lisados de cultivo pequefios a 50 pl/minuto durante 2 minutos. Se usaron tiempos
de disociacion de 10 a 15 minutos para determinacion de una tasa de disociacion exponencial sencilla (ko) usando
software BlAevaluation. Las muestras que mostraron tasas de ko en el mismo intervalo que el molde usado para
crear la biblioteca (clon 8L2-6D5, kor 1x10° s™) se inyectaron para confirmacién y se permitieron tiempos de
disociacion de hasta 45 minutos para obtener mejores valores de kor. Los clones que mostraban valores de ko
mejorados (mas lentos) se expresaron a gran escala y se determinaron los parametros cinéticos completos, Kon Y Koff,
en proteina purificada. El ensayo fue capaz de detectar diferencias en la afinidad que eran aproximadamente 2
veces 0 mayores.

Ensayo de determinacion de afinidad

Se inyectaron diluciones seriadas (Kp estimada 0,1-10 x) de muestras de Fab purificadas durante 1 minuto a 100
pl/minuto y se permitieron tiempos de disociacién de hasta 2 horas. Las concentraciones de las proteinas Fab se
determinaron por ELISA y/o electroforesis de SDS-PAGE usando como un patrén un Fab de concentracion conocida
(como se determind por analisis de aminoacidos). Se obtuvieron tasas de asociacion (kon) y tasas de disociacion
(koff) cinéticas simultaneamente ajustando los datos a un modelo de unién de Langmuir 1:1 (Karlsson, R. Roos, H.
Fagerstam, L. Petersson, B. (1994). Methods Enzymology 6. 99-110) usando el programa BlAevaluation. Se
calcularon los valores de constante de disociacion en equilibrio (Kp) como kegi/Kon.
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B. Humanizacién y maduracion de afinidad de anticuerpo antagonista anti-NGF 911 de ratén

El anticuerpo antagonista anti-NGF de ratén, 911 (véase Hongo y col., (2000) Hybridoma 19(3):215-227) se
selecciond para humanizacion y maduracion de afinidad. Mab 911 se une a NGF humano y de rata con alta afinidad
y no muestra reactividad cruzada significativa con las neurotrofinas NT3, NT4/5 o BDNF. Véase Hongo, misma
fuente. La afinidad del fragmento Fab escindido por papaina de Mab 911 de ratdn se determin6 usando analisis de
BlAcore como se ha descrito anteriormente. El fragmento Fab escindido por papaina de Mab 911 de ratén se uni6 a
NGF humano con una Kp de aproximadamente 10 nM.

Se realiz6 humanizaciéon y maduracion de afinidad en varias etapas, como sigue:

(1) Preparacion de molde con injerto de CDR. Las CDR escindidas de cadena ligera del anticuerpo 911 (es decir,
incluyendo las regiones CDR tanto de Kabat como de Chothia) se injertaron en las secuencias aceptoras de linea
germinal humana 08 con JK2 y las CDR extendidas de cadena pesada del anticuerpo 911 se injertaron en la
secuencia aceptora de linea germinal humana VH4-59 con JH4. Las secuencias de aminoacidos de las secuencias
aceptoras de linea germinal humana se muestran en las Figuras 1A y 1B. La numeracién de los aminoacidos es
secuencial. Usando las regiones marco proteicas observadas anteriormente, se disefiaron secuencias de ADN para
genes sintéticos que codificaban regiones marco humanas con las CDR murinas. Estos dominios variables pesados
y ligeros humanizados se denominaron hVH y hVL respectivamente. Los codones se optimizaron para uso en
hamster y E. coli. Se usaron varios oligonucleotidos solapantes (69-90 bases de longitud) que se extendian por la
longitud completa del hVL y hVH con dos cebadores flanqueantes cortos para cada cadena para sintetizar de forma
separada los dos genes por PCR recursiva esencialmente como se describe en Prodromou y col., (1992) Protein
Eng 5(8): 827-9. Se purificaron en gel fragmentos de ADN resultantes de la longitud correcta y después se clonaron
en un plasmido de expresion bicistronico de E. coli (resistente a ampicilina). La expresién de los anticuerpos estaba
bajo el control de un promotor lacZ inducible por IPTG similar al descrito en Barbas (2001) Phage display: a
laboratory manual, Cold Spring Harbor, NY, Cold Spring Harbor Laboratory Press (véase Vector pComb3X, a pg
2,10), sin embargo, las modificaciones incluian adicidon y expresion de los siguientes dominios adicionales: el
dominio constante de cadena ligera Kappa humano (véase N° de Acceso de GenBank CAA09181) y el dominio
constante CHI de inmunoglobulina humana IgG2a (N° de Acceso de GenBank P01859).

Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables del anticuerpo con CDR injertada (también denominado el
“molde”), denominado 8L2-4D5, también se muestran en las Figuras 1A y 1B. La afinidad de 8L2-4D5 se determind
usando analisis de BlAcore como se ha descrito anteriormente. 8L2-4D5 se uni6 a NGF humano con una Kp de
aproximadamente 38 nM.

(2) Introduccion de una mutacion puntual en la secuencia marco. La sustitucion V71K se introdujo en la cadena
pesada con CDR injertada usando mutagénesis dirigida por PCR recombinante como se describe en Innis y col.,
(1995) PCR strategies, San Diego, Academic Press. Esta sustitucion reemplazé el resto marco humano con el resto
marco de raton correspondiente. El anticuerpo resultante se denominé 8L2-6D5, y la secuencia de aminoacidos de
la regién variable de cadena pesada de 8L2-6D5 se muestra en la Figura 1A. La afinidad de 8L2-6D5 se determino
usando andlisis de BlAcore como se ha descrito anteriormente. El fragmento Fab de 8L2-6D5 se unié a NGF
humano con una Kd de aproximadamente 15 nM. 8L2-6D5 se selecciond como el molde de maduracion de afinidad.

(3) Humanizacion y maduracion de afinidad de las CDR L1, L2, H1 y H2. Se sometié alas CDR L1, L2, H1 y H2
a humanizacién y maduracion de afinidad. Se identificaron posiciones de aminoacidos en CDR L1, L2, H1 y H2 que
no eran esenciales para la estructura de las CDR basandose en la estructura canénica de Chothia (véase Al-
Lazikani y col. (1997) J. Mol. Biol. 273(4): 927-48); y se sometieron a seleccion aleatoria como sigue. Se prepararon
dos bibliotecas que contenian las mutaciones de cadena ligera o mutaciones de cadena pesada mostradas en la
Tabla 2, y las CDR L3 o CDR H3 injertadas (de raton), respectivamente, usando mutagénesis de casete de PCR con
oligonucledtidos degenerados como se describe en Kay y col. (1996), Phage display of peptides and proteins : a
laboratory manual, San Diego, Academic Press, usando codones de adicién como se describe en Balint y col.,
(1993) Gene 137(1): 109-18). Generalmente, los restos de aminoacidos se alteraron a restos que son mas
habituales en anticuerpos humanos, basandose en alineamientos de las secuencias de aminoacidos de cadena
ligera y cadena pesada del anticuerpo 911 con secuencias de anticuerpo de linea germinal humana. El resto de
aminoacido de tipo silvestre (no sustituido) también se representd en la biblioteca con la excepcion del resto de CDR
H2 50, una metionina, en el que la metionina de tipo silvestre no estaba representada en la biblioteca. Los restos de
metionina se someten a oxidacion; por lo tanto, se esperaba que el reemplazo de ese resto mejorara la estabilidad
del anticuerpo resultante. Las bibliotecas de Fab se clonaron en vector pComb3X mas las regiones CH1 y Ck
humanas, como se ha descrito anteriormente.

Tabla 2:
CDR-H1
134 se cambioa F,L,V,S,P, T,Aol
1. Biblioteca de H1/H2 de cadena pesada:
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N35 se cambioaN, T,SoY
CDR-H2
M50 se cambio a los 20 aminoacidos naturales
AB2 se cambidaAo S
L63 se cambiéalL oV
CDR-L1
2. Biblioteca de L1/L2 de cadena ligera

S26 se cambivaS,A,VoF

D28 se cambidaD,A,SoY

H32 secambidaH,N,K,D,E, QoY
CDR-L2

Y50 se cambi6oayY,D,Ao0S

151 se cambidal, T, AoV

F54 se cambibaF oL

S56 se cambioaSy T

Para experimentos de exploraciéon de afinidad, cada biblioteca se emparejo adicionalmente con la cadena ligera o
pesada con injerto de CDR correspondiente (por ejemplo, la biblioteca H1/H2 se emparejé con cadena ligera con
injerto de CDR), el anticuerpo se expreso y la afinidad por NGF humano de los clones individuales se explord
usando el sistema de resonancia de plasmén superficial (SPR) de BIACORE (BlAcore, Inc. Piscataway, NJ) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y como se ha descrito anteriormente. Se determinaron las Ko, kon ¥ Kb.
Los clones de anticuerpos se clasificaron basandose en las tasas de ko, puesto que en general se ve la mayor
variacion de afinidad en las tasas ko y ademas porque las tasas de ko son independientes de la concentracion de
anticuerpo.

Se determind la secuencia de los clones que se unian y la secuencia de clones que se unian se muestra en la Tabla
3.

Tabla 3: secuencias de aminoacidos de L1 y L2, secuencias de aminoacidos de H1 y H2 y datos cinéticos para
clones que se unieron después de la exploracion de afinidad de clones de bibliotecas H1/H2 o L1/L2.

Datos cinéticos de mutantes CDR 1-

2

Clones de biblioteca de cadena ligera | secuencia de AA de | secuencia de AA de | ket (s- | *Kb

Emparejados con cadena pesada 8L2 | CDRL1 CDRL2 1) (nM)

8L2-6D5 (control) RASQDISNHLN YISRFHS (SEC ID N° 13) | **le-3 25
(SEC ID N° 12)

L129 RASQSISNNLN YTSRFHS (SEC ID N° | 4,5e-4 | 11
(SEC ID N° 18) 19)

L208 RASQYISNHLN YTSRFHS (SEC ID N° | 4,6e-4 | 11
(SEC ID N° 20) 21)
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(continuacion)

Lo7 RASQSISNQLN YVSRFHS (SEC ID N° 23) 56e | 14
(SEC ID N°:22) 4

L81 RAFQAISNQLN YISRFHT (SEC ID N° 25) 74e- | 18
(SEC ID N° 24) 4

L6 RAFQSISNQLN YASRFHS (SEC ID N° 27) 8,2e- | 20
(SEC ID N° 26) 4

8L2-6D5 (control) GFSLIGYDIN (SEQ | MIWGDGTTDYNSAL (SEC ID | 1e-3 | 25
ID N° 9) N° 10)

H109 GFSLIGYDSN (SEC | IWGDGTTDYNSAL (SEC ID | 1,6e- | 4
ID N° 28) Ne 29) 4

H19 GFSLIGYDLN (SEC | IWGDGTTDYNSAV (SEC ID | 2,4e- | 6
ID N° 30) Ne 31) 4

H222 GFSLIGYDVT (SEC | GIWGDGTTDYNSAV (SEC ID | 3,8e- | 9,5
ID N° 32) Ne 33) 4

H225 GFSLIGYDVT (SEC | GIWGDGTTDYNSSV (SEC ID | 3,8e- | 9,5
ID N° 34) Ne 35) 4

H18 GFSLIGYDAT (SEC | GIWGDGTTDYNSAV (SEC ID | 4,2e- | 10,5
ID N° 36) Ne 37) 4

H9 GFSLIGYDVS (SEC | IWGDGTTDYNSSV (SEC ID | 4,1e- | 10,2
ID N° 38) Ne 39) 4

H227 GFSLIGYDIS (SEC | QWGDGTTDYNSSV (SEC ID | 5,4e- | 13,5
ID N° 40) N° 41) 4

H17 GFSLIGYDAS (SEC | GIWGDGTTDYNSSV (SEC ID | 6,1e- | 15,2
ID N° 42) N° 43) 4

H28 GFSLIGYDST (SEC | SIWGDGTTDYNSAL (SEC ID | 7,5e- | 18,7
ID N° 44) N° 45) 4

*KD calculada usando ko, 4e4 Mg

“,

intercambiable 4x10%.

Los aminoacidos en negrita se seleccionaron de forma aleatoria como se ha indicado anteriormente

**Por conveniencia, “e” como se usa en el presente documento indica “x10”. Por lo tanto, 4e4 significa de forma

Las CDR que contenian las siguientes sustituciones conservaron la union:

CDR-H1

134: S, L, V, |y A unido.
5 N35: N, Ty S unido.

CDR-H2
M50: M, |, G, Q, S L unido.
A62: Ay S unido.
L63: L y V unido.
10 CDR-L1
S26: Sy F unido.

D28: D, S, A, Y unido.
H32: H, N, Q unido.
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CDR-L2

Y50: Y unido.

I151: 1, T, V, A unido.
F54: F unido.

S56: Sy T unido.

Las CDR que contenian las siguientes sustituciones se seleccionaron basandose en general en la afinidad de union
y se combinaron en un clon sencillo, denominado H19-L129:

CDR-H1: I34L; N35N (sin cambios)

CDR-H2: M50I; A62A (sin cambios); L63V

CDR-L1: S26S (sin cambios); D28S; H32N

CDR-L2: Y50Y (sin cambios); 151T; F54F (sin cambios); S56S (sin cambios)

Estas mutaciones se combinaron (amplificando las cadenas H y L por PCR, cortando los productos de PCR y el
vector (pPRN8) con enzima de restriccion y realizando una ligacion de 3 fragmentos) en un clon sencillo, denominado
H19-L129, que también incluia las CDR injertadas H3 y L3. La frecuencia de las regiones variables de cadena
pesada y cadena ligera de H19-L129 se muestra en las Figuras 1A y 1B, y la Tabla 4 muestra la secuencia de
aminoacidos de las CDR L1, L2, H1 y H2. H19-L129 se unié a NGF con una KD de aproximadamente 1 nM, como se
determiné usando analisis de BIAcore como se describe en el presente documento.

Tabla 4: secuencia de aminoacidos de las CDR H1, H2, L1y L2 y datos cinéticos para el clon combinado H19-L129,

Clon de combinacién: | secuencia de AA de CDRLA1 secuencia de AA de CDRL2 Koff *Kb
mutaciones en las CDRH1 CDRH2 (s-1) | (nM)
CDR H1, H2, L1, L2
H19-L129 CDR-L1:RASQSISNNLN(SEC CDRL2:YTSRFHS(SEC ID N° 1,1e- | 3,5
ID N° 18)CDR H1: 19)CDR- 4
GFSLIGYDLN(SEC ID N° 30) H2:IWGDGTTDYNSAV(SEC ID N°
31)

*KD calculada usando ko, 44 M's™

(4) Maduracion de afinidad de CDR H3 y L3. Se llevo a cabo maduracion de afinidad de las CDR H3 y L3 en dos
etapas. En primer lugar, en un procedimiento denominado “mutagénesis de exploracion de bibliotecas”, cada resto
de aminoacido en H3 y L3 se explord previamente de forma individual para identificar posiciones de aminoacidos en
las que una mutacién dio como resultado aumento de la afinidad de unién con NGF humano. Basandose en los
resultados de la mutagénesis de exploracion de bibliotecas (también denominada “analisis de seleccion aleatoria de
biblioteca pequeia”), un subconjunto de posiciones de aminoacidos en H3 y L3 se selecciond para preparacion de la
biblioteca de maduracién de afinidad y la biblioteca de maduracion de afinidad se explord con respecto a afinidad por
NGF humano usando analisis de BlAcore como se ha descrito en el presente documento. Se aprecia que estas
técnicas pueden aplicarse de forma general.

(a) Mutagénesis de exploracion de bibliotecas

Cada posicion de aminoacido en las CDR H3 y L3 se exploré previamente de forma individual con respecto a
sustituciones que daban como resultado aumento de la afinidad de unién por NGF humano. La frecuencia de
sustituciones de aminoacidos en cualquier posicion dada que dio como resultado unién mejorada, la misma union,
peor unién o ninguna unién proporciond informacion relacionada con posiciones en las CDR que pueden cambiarse
a muchos aminoacidos diferentes (incluyendo los 20 aminoacidos) y posiciones en las CDR que no pueden
cambiarse o que solamente pueden cambiarse a unos pocos aminoacidos. También se identificaron sustituciones de
aminoacidos que daban como resultado afinidad de unién mejorada. Basandose en los resultados de esta
exploracion, se selecciond un subconjunto de posiciones de aminoacidos en las CDR H3 y L3 para preparacion de
una biblioteca de maduracion de afinidad.

Se prepararon bibliotecas de Fab individuales en las que cada aminoacido de CDR L3 y H3 se seleccioné de forma
aleatoria de los 20 aminoacidos, uno cada vez, dando como resultado varias bibliotecas pequefias (5 bibliotecas
para la cadena ligera y 13 bibliotecas para la cadena pesada), cada una con una complejidad de 20 posibilidades de
aminoacidos en cada posicion de aminoacido. En todos los casos, el aminoacido nativo (es decir, no cambiado) se
representd en la biblioteca. Se prepararon bibliotecas por mutagénesis de casete de PCR con oligonucleétidos
degenerados como se describe en Kay y col. (1996), Phage display of Peptides and Proteins: a laboratory manual,
San Diego, Academic Press, usando el codon de adicion NNK para seleccionar de forma aleatoria una posicion de
aminoacido para incluir 20 posibles aminoacidos. El 8L2-6D5 (el anticuerpo con injerto de CDR, que tiene la
mutacion de region marco V71K) actué como el molde para la construccion de bibliotecas debido a que la afinidad
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mas baja del anticuerpo con injerto de CDR permitié una deteccion mas facil de diferencias de la afinidad en
mutantes H3 y L3 durante la exploracion. Por lo tanto, cada miembro de una biblioteca contenia una CDR3 (H3 o L3)
con una sustitucién de aminoacido y 5 CDR injertadas.

Se exploraron 20-80 clones de cada biblioteca pequefia usando analisis de BlAcore como se ha descrito en el
presente documento. Las muestras se analizaron simultdneamente por BlAcore con respecto a afinidad de unién por
NGF en un canal de la microplaca de BlAcore y con respecto a la presencia de Fab por unién con un anticuerpo con
marcador penta-his en otro canal de la microplaca sensora para detectar el marcador his en el extremo C-terminal
de la cadena pesada. Los clones que expresaban la proteina se clasificaron como con la misma afinidad, peor
afinidad, mejor afinidad o sin unién, usando koff para clasificar. Los resultados de este analisis se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 5: Los clones que expresaron proteinas se clasificaron como con la misma afinidad, peor afinidad, mejor
afinidad o sin unién basandose en koff.

mutacion mejor igual = 1e-3, Peor 2 sin union Porcentaje dg AA que conserva
1e-3< 2e-3< 2e-3 la capacidad de unién

Cadena

ligera
L_S91X 13 % 40 % 20 % 26 % 50 %
L_K92X 100 % ~100 %
L_T93X 93 % 7% 93 %
L_L94X 40 % 60 % 40 %
L_Y96X 13 % 80 % 7% 13 %

Cadena

pesada
H_G98X 50 % 37 % 13 % 50 %
H_G99X 46 % 54 % 46 %
HY 100X 26 % 73 % 26 %
H_Y101X 6 % 12% 82 % 6 %
HY102X 7% 25 68 % 7%
H_G103X 4% 21 % 16 % 58 % 25%
H_T104X 20 % 30 % 50 % 20 %
H S105X 10 % 25 % 26 % 39 % 35 %
H Y106X 75 % 25 % 75 %
H_Y107XX 8 % 46 % 46 % 8 %
H F108X 23 % 27 % 50 % 23 %
H D109X 29 % 46 % 25 % 29 %
H_Y110X 90 % 5% 5% 90 %

Se determind la secuencia de todos los clones con afinidad mejorada, revelando la frecuencia e identidad de
sustituciones de aminoacidos que dieron como resultado afinidad aumentada. Ademas, se seleccionaron unos pocos
clones que conservaban una afinidad similar al clon 812-6D5 de cada biblioteca, para determinar las sustituciones
de secuencia de aminoacidos que se permitian en una posicidon dada, incluso aunque la sustitucién no aumenté
necesariamente la afinidad de unién. Los resultados de este analisis se resumen en la Tabla 6.
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Tabla 6.
Mutaciones de CDR H3 Kott(s-1) Kp'(nM)
(molde 8L2-6D5, que incluye la secuencia de aminoacidos CDR-H3 del anticuerpo 183 2
911: GGYYYGTSYYFDY (SEC ID N° 11))
Y100L 1,2E-3 30
Y100R 1,1E-3 27
Y101W 5,6E-4 14
G103A 1,6E-4 4
T104S 2,2E-3 55
S105A 5,1E-4 13
S105T 6,4E-4 16
Y106R 1,6E-3 40
Y106T 2,0E-3 50
Y106M 2,7E-3 67
Y107F 1,4E-3 35
F108W 1,22E-3 30
D109N 1,5E-3 37
D109G 1E-3 25
Y110K 1,4E-3 35
Y110S 1,5E-3 37
Y110R 1,6E-3 40
Y110T 1,7E-3 42
S91E 2,5E-4 6
Y96R 1,7E-3 42
*KD calculada usando kon 4e4 M's™

Varias mutaciones dieron como resultado afinidad de unidon aumentada. Al menos las siguientes mutaciones dieron
como resultado afinidad de unién significativamente aumentada en comparacion con el molde 8L2-6D5: (H_Y101W
(secuencia de CDR GGYWYGTSYYFDY (SEC ID N° 46)); H_S105A (secuencia de CDR GGYYYGTAYYFDY (SEC
ID N° 47)); H_S105T (secuencia de CDR GGYYYGTTYYFDY (SEC ID N° 48)); H_G103A (secuencia de CDR
GGYYYATSYYFDY (SEC ID N° 49); y L_S91E (secuencia de CDR QQEKTLPYT (SEC ID N° 50)).

Los resultados de este experimento se usaron para guiar la seleccion de posiciones de aminoacidos para
generacion de las bibliotecas de maduracion de afinidad.

Este experimento también proporcioné informacién con respecto a la frecuencia de sustituciones de aminoacidos en
cualquier posicion dada que dieron como resultado unién mejorada, la misma union, peor unién o ninguna union,
como se muestra en la Tabla 5. Esta informacién permitié la identificacion de posiciones de aminoacidos en las CDR
que podrian cambiarse a muchos aminoacidos diferentes (incluyendo los 20 aminoacidos) y posiciones en las CDR
que podrian cambiarse a unos pocos aminoacidos 0 muy pocos aminoacidos (en algunas realizaciones, ningun
aminoacido). Estos resultados también demostraron sustituciones de aminoacidos que aumentaron la afinidad de
unién.

(b) Maduracién de afinidad

A continuacion, los resultados del analisis de seleccion aleatoria de bibliotecas pequefias (anteriormente) se usaron
para seleccionar restos para produccion de las bibliotecas H3 y L3 para maduracion de afinidad de las CDR H3 y L3.
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Los restos Y101 y G103 de CDR H3 y restos S91 y K92 de CDR L3 se seleccionaron para produccion de las
bibliotecas H3 y L3 para maduracion de afinidad de las CDR H3 y L3.

Esta biblioteca combiné mutaciones en H3 y L3 a la vez en el clon con injerto de CDR 8L2-6D5, y de forma separada
en el fondo de H19-L129, y tuvo una diversidad de 80 clones diferentes. La Tabla 7 muestra los restos de
5 aminoacidos seleccionados para sustitucion y los aminoacidos que se sustituyeron en cada posicion.

Tabla 7. Restos de aminoacidos en H3 y L3 seleccionados para sustitucion y los aminoacidos que se sustituyeron
en cada posicién

CDR-H3:
Y101 se cambio a Y y W, C. (obsérvese que se incluydé C porque el uso
de coddon TRS en un oligonucledtido degenerado también generaba
codon C).
G103 se cambi6é a A, P, S

CDR-L3:

S91 se cambio a E.
K92 se cambio a los veinte aminoacidos. A, R, K'y H unidos.
Cada polipéptido se expresé como un Fab y la afinidad por NGF humano de 96 clones individuales se explord para

cada biblioteca usando analisis de BIACORE de acuerdo con las instrucciones del fabricante y como se ha descrito
10 anteriormente. Los resultados de este analisis se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8.
Mutaciones de COMBINACION de CDR L3 H3 Kot (s-1) Kp*
1E-3 (nM) 25
(molde 8L2-6D5)
L_S91E; L_K92A(secuencia de CDR QQEATLPYT (SEC ID N° 5,5E-4 13
51))H_Y101W; H_G103A(secuencia de CDR GGYWYATSYYFDY (SEC ID
N° 52))
L_S91E; L_K92R(secuencia de CDR QQERTLPYT (SEC ID N° 1,0E-4 25
53))H_Y101W; H_G103A(secuencia de CDR GGYWYATSYYFDY (SEC ID
N° 54))
Mutaciones de COMBINACION de CDR L3 H3 Koff (S- Kp*
1)1,1e-4 (nM)
(molde H19-L129, H1H2L1L2 madurado)
L_S91E; L_K92H(secuencia de CDR QQEHTLPYT (SEC ID N° 1,2E-5 0,3

55))H_Y101W; H_G103A(secuencia de CDR GGYWYATSYYFDY (SEC ID
N° 56))(CLONE E3)

L_S91E; L_K92S(secuencia de CDR QQESTLPYT (SEC ID N° 4 7E-5 1,1
57))H_Y101W; H_G103S(secuencia de CDR GGYWYSTSYYFDY (SEC ID

N° 58))

L-S91E; L_K92K(secuencia de CDR QQEKTLPYT (SEC ID N° 59)) H_Y101Y; | 2E-5 0,5

H_G103A(secuencia de CDR GGYYYATSYYFDY (SEC ID N° 60))

L_S91E; L_K92R(secuencia de CDR QQERTLPYT (SEC ID N° 1,4E-5 0,35
61))H_Y101W; H_G103A(secuencia de CDR GGYWYATSYYFDY (SEC ID
N° 62))(CLONE 3C)

L_S91E; L_K92R(secuencia de CDR QQERTLPYT (SEC ID N° 1,5E-5 0,37
63))H_Y101Y; H_G103A(secuencia de CDR GGYYYATSYYFDY (SEC ID N°
64))

*KD calculada usando ko, 4e4 M's™
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Basandose en la afinidad de unioén, los mejores clones, E3 (denominado de forma intercambiable “3E”) y 3C, se
seleccionaron para caracterizacion adicional. E3 comprendia las siguientes sustituciones de CDR: CDR-H3: Y101W,
G103A; y CDR-L3: S91E, K92H, que se combinaron en un clon sencillo que también incluia las siguientes
mutaciones L1, L2, H1 y H2:

CDR-H1: I134L;
CDR-H2: M50I; L63V;
CDR-L1: D28S; H32N;
CDR-L2: I51T.

La secuencia de las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de E3 se muestra en las Figuras 1Ay 1B.
3C comprendia las siguientes sustituciones de CDR: CDR-L3: S91E; K92R; CDRH3: Y101W; G103A, que se
combinaron en un clon sencillo que también incluia las mutaciones de L1, L2, H1 y H2 descritas para el clon ES3.

Se clonaron secuencias de 3E y 3C en vectores de expresion de mamiferos para produccion de Fab y anticuerpo
completo, y se expresaron en células HEK293 y se purificaron usando cromatografia de proteina A o Ni-NTA. La
proteina pura se cuantificd de forma precisa por analisis de aminoacidos.

Las afinidades de unidon por NGF humano de Fab E3 y 3C se midieron usando analisis de BlAcore de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y como se ha descrito anteriormente, excepto que se usaron 100 UR de NGF en
microplaca para evitar un efecto de nueva unién. Brevemente, se inyectaron varias concentraciones de anticuerpos
(Fab) durante 2 minutos en una microplaca CM5 con 100 UR de NGF humano inmovilizado en ella y se permitio que
se disociara durante 1.800 segundos. El anticuerpo de ratén 911 (Fab) se analizé6 como un control. Los datos se
analizaron usando software BlAevaluation siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados del analisis del
anticuerpo E3 y 911 se muestran en las Figuras 9y 10. E3 se unié a NGF humano con una KD de aproximadamente
0,07 nM (con una kon de aproximadamente 6,0e5 M's™ y a kot de aproximadamente 4,2e'5 3'1). 3C se unié a NGF
humano con una KD de aproximadamente 0,35 nM (con una ke de aproximadamente 1,4E-5). Por el contrario, €l
anticuerpo de ratén 911 se unié a NGF con una KD de 3,7 nM, kq¢de 8,4x‘|0'5;~7'1 y kon de 2,2x10 Ms™.

El anticuerpo E3 (denominado de forma intercambiable 3E) se selecciond para andlisis adicional basandose en la
alta afinidad de unién. Para ensayar la capacidad de E3 para evitar la interaccion de NGF con los receptores de
NGF trkA y p75, se premezcléd NGF humano 2,5 nM y se incub6 durante una hora con anticuerpo E3 de 0 a 50 nM
(Fab). Después de la incubacion, las muestras se inyectaron a 10 ul/minuto en una microplaca CM5 de BlAcore que
contenia 260 UR de p75 (canal 2) y 600 UR de trkA (canal 3), y se determiné el porcentaje de unién. Los resultados
de este analisis se muestran en la Figura 11. El aumento de las concentraciones de Fab E3 bloqueé la interaccion
de NGF tanto con p75 como con trkA, como se muestra por reduccion de la sefial (medida en UR), que indica que
Fab E3 bloquea la interaccién de NGF tanto con trkA como con p75. Cuando la concentraciéon de anticuerpo E3
(Fab) iguald la concentracion de NGF (a concentracion de NGF aproximadamente 2,5 nM), no se observo unién de
NGF (como se muestra por una sefial de cero). El hecho de que se produjera cero por ciento de union NGF-receptor
cuando la concentracion de NGF era igual a la concentracion de anticuerpo 3E sugirié que NGF 2,5 nM era al menos
diez veces mas alto que la kD de E3 para NGF y en equilibrio.

Ejemplo 2: evaluacion de la capacidad de bloqueo de NGF de los anticuerpos anti-NGF usando ensayo de
supervivencia de neuronas trigeminales de E13.5 de ratéon

La capacidad de Fab E3 o anticuerpo completo E3 para bloquear la actividad de NGF se evalué midiendo la
capacidad del anticuerpo para inhibir la supervivencia dependiente de NGF de neuronas trigeminales E13.5 de ratén
in vitro. El ganglio trigeminal esta comprendido por neuronas sensoriales cutaneas que inervan la region facial. La
supervivencia de neuronas trigeminales E13.5 de ratén es un ensayo sensible para evaluar la actividad de bloqueo
de NGF de anticuerpos antagonistas anti-NGF debido a que se requiere NGF para soportar la supervivencia de
estas neuronas. Por ejemplo, a concentraciones en saturacién de NGF, la supervivencia es cercana al 100 % a las
48 horas en cultivo. Por el contrario, menos del 5 % de las neuronas sobreviven a las 48 horas en ausencia de NGF.

El ensayo de supervivencia se realizd como sigue: se sacrificaron ratones hembra Swiss Webster embarazadas
coincidentes en el tiempo por inhalacién de CO2. Los cuernos uterinos se retiraron y se extrajeron los embriones en
la etapa embrionaria E13.5 y se decapitaron. Los ganglios trigeminales de disociaron usando agujas de tungsteno
afiladas de forma electrolitica. Después los ganglios se tripsinizaron, se disociaron de forma mecanica y se
sembraron a una densidad de 200-300 células por pocillo en medio definido sin suero en placas de 96 pocillos
revestidas con poli-L-ornitina y laminina.

La actividad de bloqueo de Fab o anticuerpos anti-NGF se evalu6 afiadiendo a las neuronas trigeminales diversas
dosis de anticuerpos anti-NGF Mab 911 (Fab), 8L2-6D5; H19-L129; E3 y 3C; y NGF humano o de rata a las
siguientes concentraciones: 0,4 ng/ml (~15 pM; esta concentracion representd una concentracion de saturacion de
NGF para la supervivencia) y 0,04 ng/ml (~1.5 pM; esta concentracion es aproximadamente la C150). Después de 48
horas en cultivo, las células se sometieron a un protocolo de inmunocitoquimica automatico realizado en una
estacion de trabajo de manipulacion de liquidos Biomek FX (Beckman Coulter) como sigue: fijacion usando
formaldehido 4 %, sacarosa 5 % y PBS; permeabilizaciéon usando Triton X-100 0,3 % en PBS); bloqueo de sitios de
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unién no especificos usando suero de cabra normal 5 %, BSA 0,11 % en PBS; e incubacién secuencial con
anticuerpos primarios y secundarios para detectar neuronas. El anticuerpo primario fue anticuerpo policlonal de
conejo frente al producto génico proteico 89,5 (PGP9.5, Chemicon), un marcador fenotipico neuronal establecido. El
anticuerpo secundario fue anti-conejo de cabra Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), junto con el colorante nuclear
Hoechst 33342 (Molecular Probes) para marcar los nucleos de todas las células presentes en el cultivo. Se realizd
adquisicién de imagenes y analisis de imagenes en un instrumento de captura de imagenes Discovery-l/Genll
(Universal Imaging Corporation). Se adquirieron imagenes automaticamente a dos longitudes de onda para Alexa
Fluor 488 y Hoechst 33342, usandose la tincién nuclear como punto de referencia para el sistema de enfoque
automatico basado en imagenes del instrumento de captura de imagenes, puesto que la tincidn nuclear esta
presente en todos los pocillos. Se seleccionaron objetivos apropiados y nimero de sitios de los que se capturaron
imagenes por pocillo para abarcar la superficie completa de cada pocillo. El analisis de imagenes automatico se
prepard para contar el nUmero de neuronas presente en cada pocillo después de 48 horas en cultivo basandose en
su tincion especifica con el anticuerpo anti-PGP9.5. La umbralizaciéon cuidadosa de la imagen y aplicacion de filtro
de selectividad basado en intensidad de fluorescencia y morfologia dio como resultado un conteo preciso de
neuronas por pocillo.

Los resultados de este experimento demostraron que Fab E3 bloqued la actividad de NGF con una alta afinidad. Los
resultados se muestran en las Figura 4-6 y Tabla 9.

La Figura 4 es una grafica que muestra la supervivencia dependiente de NGF de neuronas E13.5 en presencia de
diversas concentraciones de NGF humano y de rata.

La Figura 5 es una grafica que compara el efecto de bloqueo de NGF de diversos Fab en presencia de NGF humano
0,04 ng/ml (aproximadamente 1,5 pM; mostrado en el panel inferior) o NGF humano 0,4 ng/ml (aproximadamente 15
pM; mostrado en el panel superior). NGF 1,5 pM era aproximadamente la CE50 de NGF que promueve
supervivencia, mientras que 15 pM representaba una concentracién de saturacion de NGF. La supervivencia de
neuronas trigeminales de ratéon E13.5 en diversas concentraciones de Fab E3; Fab murino 911; y Fab H19-L129 y
Fab 8L2-6D5 se evalu6 como se ha descrito anteriormente. La CI50 (en pM) se calculé para cada Fab a cada
concentracion de NGF y se muestra en la Tabla 9. Fab E3 bloqued fuertemente la supervivencia de neuronas
trigeminales dependientes de NGF humano con una CI50 de aproximadamente 21 pM en presencia de NGF
humano 15 pM y una CI50 de aproximadamente 1,2 pM en presencia de NGF 1,5 pM. Los Fab 3C y H19-L129
también bloguearon fuertemente la supervivencia de neuronas trigeminales dependientes de NGF humano.

La Figura 6 es una grafica que compara el efecto de bloqueo de NGF de diversos Fab en presencia de NGF de rata
0,04 ng/ml (aproximadamente 1,5 pM; mostrado en el panel inferior) o NGF de rata 0,4 ng/ml (aproximadamente 15
pM; mostrado en el panel superior). NGF 1,5 pM era aproximadamente la CE50, mientras que 15 pM representaba
una concentracion de saturacion de NGF. La supervivencia de neuronas trigeminales de ratén E13.5 en diversas
concentraciones de Fab E3; Fab murino 911; y Fab H19-L129 y 8L2-6D5 se evalu6 como se ha descrito
anteriormente. La CE50 (en pM) se calcul6 para cada Fab a cada concentracion de NGF y se muestra en la Tabla 9.
Fab E3 bloqueo fuertemente la supervivencia de neuronas trigeminales dependiente de NGF humano, con una CI50
de aproximadamente 31,6 pM en presencia de NGF de rata 15 pM y una CI50 de aproximadamente 1,3 pM en
presencia de NGF de rata 1,5 pM. Los Fab 3C y H19-L129 también bloquearon fuertemente la supervivencia de
neuronas trigeminales dependiente de NGF de rata.

Tabla 9:
NGF Humano | CI50 (en presencia de NGF 15 pM) | CI50 (en presencia de NGF 1,5 pM)
pM pM
Fab 8L2-6D5 1580,5 461,8
Fab H19-L129 | 60,1 9,6
Fab 3E <21,0 <1,2
Fab 3C 80,9 5,6
Fab 911 322,3 63,5
NGF de Rata | CI50 (NGF 15 pM) CI50 (NGF 1,5 pM)
pM pM
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(continuacion)
Fab 8L2-6D5 | 730,3 169,4
Fab H19-L129 | 31,0 6,0
Fab 3E <8,3 <1,3
Fab 3C 31,6 6,0
NGF Humano | CI50 (en presencia de NGF 15 pM) | CI50 (en presencia de NGF 1,5 pM)
Fab 911 161,0 34,6

En un experimento diferente, los inventores compararon la capacidad de anticuerpo completo E3 y Fab 3E para
inhibir la supervivencia dependiente de NGF de neuronas E13.5 en presencia de NGF humano 0,4 ng/ml
(concentracion de saturacion). Los resultados del analisis se muestran en la Figura 12. El anticuerpo completo E3 y
Fab 3E mostraron niveles similares de inhibicién de supervivencia dependiente de NGF cuando la concentracion de
anticuerpo completo y Fab se normalizé al niumero de sitios de union a NGF (Fab tiene un sitio de union y el
anticuerpo completo tiene dos sitios de union). Estos resultados demostraron que no hubo efecto en la avidez debido
a la unién de un anticuerpo completo con el dimero de NGF.

En otros experimentos, los inventores compararon la capacidad de diversas concentraciones (20, 4, 0,8, 0,16, 0,032,
0,0064, 0,00128 y 0,0 nM) del anticuerpo E3, anticuerpo 911 y una inmunoadhesina de receptor trkA (consistente en
el dominio extracelular del receptor de NGF trkA fusionado con el dominio Fc de inmunoglobulina, CH2-CH3) para
inhibir la supervivencia dependiente de NGF de neuronas E13.5 en presencia de 0,4 ng/ml (condiciones de
saturacion). Estos resultados se muestran en la Figura 13. Estos resultados demostraron que el anticuerpo E3
bloqued NGF mejor que el anticuerpo 911 o la inmunoadhesina de trkA.

Ejemplo 3: Evaluacion de la especificidad del anticuerpo anti-NGF E3 usando ensayos de supervivencia de
neuronas nodosas y trigeminales de raton

La capacidad del anticuerpo E3 para bloquear especificamente la actividad de NGF se evalué midiendo la capacidad
del anticuerpo para inhibir la supervivencia de neuronas trigeminales E17/18 de raton in vitro en presencia de
concentraciones de saturaciéon de NGF, la neurotrofina relacionada con NGF NT3 o el factor neurotréfico no
relacionado con NGF, proteina estimuladora de macréfagos (MSP). La supervivencia de las neuronas trigeminales
E17/18 de ratén es un ensayo sensible para evaluar la actividad de bloqueo de NGF de anticuerpos antagonistas
anti-NGF debido a que se requiere NGF para soportar a supervivencia de estas neuronas a concentraciones mas
altas que el nivel de NGF requerido para soportar la supervivencia de neuronas TG E13.5. La supervivencia de estas
neuronas también se soporta por NT3 o MSP; por lo tanto, la supervivencia de estas neuronas también es un
ensayo sensible para evaluar si el anticuerpo antagonista anti-NGF también bloqueaba NT3 o MSP.

La capacidad del anticuerpo E3 para bloquear especificamente la actividad de NGF también se evalué midiendo la
capacidad del anticuerpo para inhibir la supervivencia de neuronas E17 nodosas de ratén en presencia de
concentraciones en saturacion de BDNF o NT4/5. La supervivencia de neuronas nodosas esta apoyada por BNDF o
NT4/5; por lo tanto, la supervivencia de estas neuronas es un ensayo sensible para evaluar la capacidad de bloqueo
de BDNF o NT4/5 del anticuerpo antagonista anti-NGF.

El ensayo de supervivencia se realizd como sigue: se sacrificaron ratones hembra Swiss Webster embarazadas
coincidentes en el tiempo por inhalacion de CO2. Los cuernos uterinos se retiraron y los embriones (el dia
embrionario 17 o 18) se extrajeron y decapitaron. Los ganglios nodosos y trigeminales se diseccionaron y se
limpiaron. Después los ganglios se tripsinizaron, se disociaron mecanicamente y se sembraron a una densidad de
100-300 células por pocillo en medio sin suero definido en placas de 4 pocillos (Greiner) revestidas con poli-L-
ornitina y laminina.

Se dejaron crecer neuronas trigeminales E17/18 sin factores neuroldgicos afiadidos (control negativo) o en
presencia de concentraciones de saturacion de NGF humano (400 pM y 15 pM) (control positivo); NT3 (400 pM); o
MSP (600 pM). Se prepararon cultivos por duplicado que incluian diversas concentraciones de Fab y anticuerpos
completos E3 y 911. La concentracion de Fab y anticuerpos completos se indico por sitio de unién (por ejemplo, un
anticuerpo completo contiene dos sitios de unién, mientras que un Fab contiene un sitio de unién).

Se dejaron crecer las neuronas nodosas E17 en ausencia de factores neurotréficos afadidos (control negativo) o
con concentraciones en saturacion de BDNF (400 pM) (control positivo) o NT4/5 (400 pM) o factor de crecimiento no
relacionado con NGF ILF (factor inhibidor de interleucina). Se usaron altas concentraciones de neurotrofinas, puesto
que el objetivo de este experimento era ensayar la especificidad de los anticuerpos. Se prepararon cultivos por
duplicado que incluian variacion de nuevo con y sin la adicién de anticuerpos E3 y 911. Después de 48 horas en
cultivo, el niumero total de neuronas que sobrevivieron en cada pocillo en cada condicion se determiné por conteo
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manual usando un microscopio de contraste de fases.

Los resultados de estos experimentos demostraron que los anticuerpos E3 y 911 bloqueaban completamente los
efectos promotores de la supervivencia de NGF en neuronas trigeminales E18. Por el contrario, los anticuerpos E3 y
911 no tuvieron efecto en la supervivencia de neuronas trigeminales promovida por NT3 o MSP, o supervivencia de
neuronas nodosas promovida por BDNF, NT4/5 o LIF. Estos resultados demostraron que el anticuerpo E3 poseia
especificidad selectiva para NGF, puesto que no hubo interaccion detectada entre estos anticuerpos y otras
neurotrofinas relacionadas con NGF (NT3, NT4/5, BDNF) a concentraciones de 1.000 veces a 10.000 veces mas
altas que la concentracién eficaz para bloqueo de NGF. Ademas, estos resultados demostraron que la muerte
neuronal vista en cultivos complementados con NGF de neuronas dependientes de NGF ademas del anticuerpo o
Fab E3 se debian a una interaccion especifica entre estos anticuerpos y NGF y no se debia a un efecto téxico
generalizado. También se ensayd anticuerpo antagonista anti-NGF de ratén 911 y se observaron resultados
similares. Obsérvese que debido a las altas concentraciones de neurotrofinas usadas, tanto el anticuerpo E3 como
el 911 estan muy cerca de sus condiciones de valoracién y se esperaba que se unieran a NGF a niveles similares
debido a que las diferencias de afinidad de unién de estos anticuerpos por NGF serian menos evidentes en estas
condiciones.

Los resultados de estos experimentos se muestran en las Figuras 14, 15, 16 y 17. Los datos mostraron la media del
porcentaje de supervivencia después de 48 horas en cultivo (+ error tipico de la media, n=3 para cada punto de
datos) en relacion con la supervivencia vista en el control positivo para cada experimento (por ejemplo, 100 % de
supervivencia de neuronas trigeminales crecidas en presencia de concentracion de NGF en saturacion y 100 % de
supervivencia de neuronas nodosas crecidas en presencia de concentracion de BDNF en saturacion,
respectivamente). Las Figuras 14-15 son graficas que muestran que el anticuerpo antagonista anti-NGF E3 o Fab E3
no inhibid la supervivencia promovida por NT3, y MSP, incluso a concentraciones de anticuerpo tan altas como 200
nM. Por el contrario, el anticuerpo E3 o Fab 3E y Fab 911 20 nM bloquearon completamente la supervivencia
inducida por NGF. También se ensay6 anticuerpo antagonista anti-NGF de ratéon 911 y se observaron resultados
similares. Especificamente, la Figura 14 es una grafica que muestra la comparacion del efecto de diversas
concentraciones (20 nM, 2 nM o 0,2 nM) de Fab E3 (denominado “3E” en la figura) y Fab de anticuerpo de ratén 911
en la supervivencia de neuronas trigeminales E18 sin neurotrofina afiadida (denominada “control”), en presencia de
NGF 400 pM (denominado “NGF 400 pM), NT3 10 nM (denominado “NT3-10nM) o MSP 600 pM (denominado “MSP-
600 pM). La Figura 15 es una grafica que representa la comparacion del efecto de diversas concentraciones (200
nM y 80 nM) de Fab y anticuerpo completo E3 y Fab y anticuerpo completo de anticuerpo de ratén 911 en la
supervivencia de neuronas trigeminales E17 sin neurotrofinas afiadidas (denominado “sin factor”), en presencia de
NGF 400 pM (denominado “NGF-400pM), NT3 10 nM (denominado “NT3-10nM) o MSP 600 pM (denominado “MSP-
600 pM).

Las Figuras 16-17 son graficas que muestran que el anticuerpo antagonista anti-NGF E3 o Fab E3 no inhibieron la
supervivencia de neuronas nodosas E17 promovida por BDNF, NT4/5 o LIF. También se ensayd el anticuerpo
antagonista anti-NGF de ratén 911 y se observaron resultados similares. Especificamente, la Figura 16 es un grafica
que muestra comparacion del efecto de diversas concentraciones (200 nM u 80 nM) del anticuerpo completo E3
(denominado “3E en la figura”), Fab E3, anticuerpo completo 911 o Fab 911 en la supervivencia de neuronas
nodosas E17 sin neurotrofinas afiadidas (denominado “sin factores”), en presencia de BDNF 400 pM (denominado
“BDNF-400pM), NT4/5 400 pM (denominado “NT4/5-400pM) o LIF 2,5 nM (denominado “LIP-2.5 nM). La Figura 17
es un grafica que muestra comparacion del efecto de diversas concentraciones (200 nM, 20 nM, 2nM) de Fab E3
(denominado “3E en la figura”), o Fab 911 en la supervivencia de neuronas nodosas E17 sin neurotrofinas afiadidas
(denominado “control”), en presencia de BDNF 400 pM (denominado “BDNF-400pM), NT4/5 400 pM (denominado
“NT4/5-400pM) o LIF 2,5 nM (denominado “LIP-2.5 nM).

Ejemplo 5: Preparacién de vectores de expresion de mamiferos y expresion de anticuerpo E3 en células de
mamifero

Se disefaron tres vectores de expresion de mamiferos y se construyeron para su uso en la expresion de anticuerpo
E3 en células de mamifero.

El vector Db.911.3E es un vector de expresion que comprende la region variable de cadena pesada del anticuerpo
E3 y la region constante de IgG2a humana, y es adecuado para expresion transitoria o estable de la cadena pesada.
Db.911.3E consiste en secuencias de nucleotidos que corresponden a las siguientes regiones: la region promotora
de citomegalovirus murino (nucleétidos 1-612); un intrén sintético (nucledtidos 619-1507); la region codificante de
DHFR (nucledtidos 707-1267); péptido sefial de la hormona del crecimiento humana (nucleétidos 1525-1602); region
variable de cadena pesada de anticuerpo 3E (nucleotidos 1603-1965); region constante de IgG2a de cadena pesada
humana que contiene las siguientes mutaciones: A330P331 a S330S331 (numeracion de aminoacidos con
referencia a la secuencia de IgG2a de tipo silvestre; véase Eur. J. Immunol. (1999) 29: 2613-2624); sefal de
poliadenilacion tardia de SV40 (nucledtidos 2974-3217); region potenciadora de SV40 (nucledtidos 3218-3463);
region de fago fl (nucledtidos 3551-4006) y region codificante de beta lactamasa (AmpR) (nucleétidos 4443-5300).
Db.911.3E se depositd en la ATCC el 8 de enero de 2003 y se le asigno el N° de Acceso de ATCC PTA-4895.

El vector Eb.911.3E es un vector de expresion que comprende la region variable de cadena ligera del anticuerpo E3
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y la region constante de cadena kappa humana y es adecuado para expresion transitoria de la cadena ligera.
Eb.911.3E consiste en secuencias de nucleotidos correspondientes a las siguientes regiones: la regiéon promotora de
citomegalovirus murino (nucledtidos 1-612); intron humano EF-1 (nucleétidos 619-1142); péptido sefial de hormona
del crecimiento humana (nucleétidos 1173-1150); region variable de cadena ligera de anticuerpo E3 (nucledtidos
1251-1571); regién constante de cadena kappa humana (nucleétidos 1572-1892); sefial de poliadenilacion tardia de
SV40 (nucledtidos 1910-2153); regidn potenciadora de SV40 (nucledtidos 2154-2399); region de fago fl (nucledtidos
2487-2942) y region codificante de beta lactamasa (AmpR) (nucledtidos 3379-4236). Eb.911.3E se deposito en la
ATCC el 8 de enero de 2003 y se le asigno el N° de Acceso de ATCC PTA-4893.

El vector Eb.pur.911.3E es un vector de expresion que comprende la region variable de cadena ligera del anticuerpo
E3 y la region constante kappa humana y es adecuado para expresion estable de la cadena ligera. Eb.pur.911.3E
consiste en secuencias de nucleétidos correspondientes a las siguientes regiones: la regiéon promotora de
citomegalovirus murino (nucleétidos 1-612); intron humano EF-1 (nucledtidos 619-1758); region codificante del gen
pac (puromicinaR) (nucleétidos 739-1235); region 5’UTR de hsp70 humano (nucledtidos 1771-1973); péptido sefal
de hormona del crecimiento humana (nucleétidos 1985-2062); region variable de cadena ligera de anticuerpo E3
(nucledtidos 2063-2383); region constante de cadena kappa humana (nucledtidos 2384-2704); sefial de
poliadenilacion tardia de SV40 (nucledtidos 2722-2965); region potenciadora de SV40 (nucledtidos 2966-3211);
region de fago f1 (nucledtidos 3299-3654) y region codificante de beta lactamasa (AmpR) (nucledtidos 4191-5048).
Eb.pur.911.E3 se depositd en la ATCC el 8 de enero de 2003 y se le asigno el N° de Acceso de ATCC PTA-4894.

Se realiz6 expresion transitoria en células como sigue: se co-transfectaron de forma transitoria células CHO y
HEK293T en placas de 150 mm con 25 ug de cada plasmido (es decir, un plasmido que contenia la cadena pesada
y un plasmido que contenia la cadena ligera). El ADN se mezcldé con 100 ul de lipofectamine 2000 (Invitrogen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se permitié que los complejos de ADN-lipido entraran en contacto con
las células en medio DMEM/F12 sin suero o antibioticos durante 5 horas. Después de esta incubacion, el medio se
cambio para expresion a Opti-MEM (Invitrogen) sin ningun aditivo durante dos dias. Los sobrenadantes celulares
que contenian anticuerpos se recogieron secuencialmente hasta cuatro veces con reemplazo de medio posterior.
Los sobrenadantes se purificaron por cromatografia de afinidad usando resina de Proteina A MapSelect (Amersham
biosciences 17-5199-02). El anticuerpo se uni6 a la resina de proteina A en glicina 0,3 M, tampén de NaCl 0,6M a
pH 8, después se eluyd con tampén citrato 0,1 M a pH 3. Las fracciones que contenian anticuerpos se neutralizaron
inmediatamente con tampon Tris 1 M a pH 8,0. Después las fracciones de anticuerpo se dializaron y se concentraron
en PBS.

Ejemplo 6: El anticuerpo anti-NGF E3 es eficaz en el tratamiento de dolor postquirdrgico

Los inventores usaron un modelo de dolor que se asemeja al dolor postquirirgico para evaluar la eficacia del
tratamiento con anticuerpo E3. El anticuerpo E3 comprendia la region constante de IgG2a de cadena pesada
humana que contenia las siguientes mutaciones: A330P331 a S330S331 (numeracion de aminoacidos en referencia
a la secuencia de IgG2a de tipo silvestre; véase Eur. J. Immunol. (1999) 29: 2613-2624); la region constante kappa
de cadena ligera humana; y las regiones variables de cadena pesada y ligera mostradas en las Tablas 1A'y 1B.

Animales. Se obtuvieron ratas macho Sprague Dawley que pesaban entre 220-240 gramos de Harlan (Wisconsin) y
se aclimataron a las instalaciones animales durante una semana antes de la cirugia.

Cirugia. La cirugia se baso en el procedimiento descrito por Brennan, y col. Pain 64: 493-501 (1996). Se anestesio a
los animales con una mezcla de isoflurano 2 % en aire que se mantuvo durante la cirugia a través de un cono nasal.
La superficie plantar de la pata posterior derecha se prepard con una almohadilla de povidona-yodo y se realizé una
incision longitudinal central de 1 cm a través de la piel y la fascia, comenzando a 0,5 cm del borde del talén y
extendiéndose hacia los dedos. Se realizaron mediciones con una regla con el pie mantenido en una posicion
flexionada. El musculo plantar se elevo usando férceps curvados y se le realizé una incision longitudinal. Se realizé
una incisién en el musculo a través de su profundidad completa, entre el origen y la insercién. Se control6 la
hemorragia durante la cirugia mediante presion aplicada a través de una gasa. La herida se cerré con dos suturas
con puntos colchoneros (monofilamento negro ethilon 5-0). Estas suturas se anudaron 5-6 veces, con el primer nudo
atado ligeramente. El sitio de herida se limpiéd con un hisopo con solucion de bacitracina. Se permitié que los
animales se recuperaran y descansaran en jaulas limpias durante dos horas o mas antes de que comenzara el
ensayo conductual.

Evaluacién de dolor en reposo. Se us6 una puntuacion de dolor acumulativa para evaluar el dolor relacionado con la
carga de peso. Se situd a los animales en una malla plastica (rejilla: 8 mm?) en jaulas de plastico transparentes que
se elevaron en una plataforma (h: 18”) permitiendo la inspeccién de la parte inferior de sus patas. Después de un
periodo de aclimatacion de 20 minutos, se evalué la carga de peso en una escala de 0 a 2. Se vio una puntuacién de
0 si la pata se blanque6 o se presiond contra la malla, lo que indicaba carga de peso completa. Se dio una
puntuacién de 1 si la pata se favorecia con la piel apenas tocando la malla, sin blanqueamiento o indentacion de la
piel. Se dio una puntuacion de 2 si la pata se mantenia completamente fuera de la malla. La retirada de la pata se
consideré un 2 si la rata aun estaba en reposo. Cada animal se observé durante 1 minuto cada 5 minutos durante 30
minutos. Se uso la suma de 6 puntuaciones (0-12) obtenidas durante media hora para evaluar el dolor en la pata con
incision. También se calculd la frecuencia de puntuaciones de 2 y se uso para evaluar la incidencia de dolor grave o
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proteccion total de la pata por el animal. Cada animal se ensay6 24 horas antes de la cirugia (linea basal) y 2 h, 24
h, 48 h y 72 h después de la operacion. Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 1, que
representa la puntuacion de dolor en reposo acumulativa observada en animales tratados con anticuerpo de ratén
anti-NGF 911 35 mg/kg. Estos resultados demostraron que el tratamiento con anticuerpo anti-NGF redujo
significativamente el dolor en reposo postquirtrgico. La carga de peso fue una buena correlacion de la propension
del animal a usar la extremidad y por lo tanto fue una medida eficaz del alivio del dolor.

El anticuerpo E3 se inyect6 por via intraperitoneal (i.p.) a diversas concentraciones del anticuerpo (0,004, 0,01, 0,02,
0,1, 0,6 y 1 mg por kilogramo de peso del animal) a las 15 horas antes de la incisién. El grupo de control negativo no
recibié anticuerpo pero se le inyecto i.p. una solucion salina. Se inyect6 fentanilo a 0,01 mg/kg i.p. como un control
positivo 30 minutos antes de ensayar a las 24 horas después de la cirugia. Cada experimento implicé 8 animales
(n=8 por grupo) para cada condicién y el grupo de control tenia 56 animales. Se realizé cirugia y se midié una
puntuacion de dolor acumulativa como se ha descrito anteriormente. El dolor en reposo se evalué 24 horas después
de la cirugia.

Como se muestra en la Figura 7, el anticuerpo humanizado anti-NGF E3 redujo significativamente el dolor en reposo
(p < 0,05) después de la cirugia cuando se administré a una dosificacion de 0,02 mg/kg a 1 mg/kg. Un “*” indica una
diferencia significativamente significativa del control (p < 0,05). El tratamiento con 0,02 mg/kg alivié el
comportamiento de dolor al menos tan eficazmente como el tratamiento con fentanilo 0,01 mg/kg. Esta dosis de
fentanilo es 10 veces la dosis humana normal de este potente opioide.

En otro experimento, se ensayo la eficacia del anticuerpo E3 en la reduccidon de dolor postquirdrgico cuando se
administré6 después de la cirugia. El anticuerpo E3 (0,5 mg/kg) se inyecté por via intravenosa (i.v.) dos horas
después de la cirugia. El grupo de control no recibioé anticuerpo sino que se le inyectd i.v. una solucion salina. Se
realizd cirugia y se evalud el dolor en reposo expresado como una puntuacion de dolor acumulativa 24 horas
después de la cirugia. Como se muestra en la Figura 8, el tratamiento con anticuerpo anti-NGF redujo
significativamente (p< 0,05) el dolor en reposo a las veinticuatro horas después de incision cuando el anticuerpo se
administré 2 horas después de la incision. Estos resultados demostraron que el anticuerpo E3 aliviaba eficazmente
el dolor postquirirgico cuando se administré después de la cirugia.

Ejemplo 7: Evaluacion de los efectos analgésicos de anticuerpo antagonista anti-NGF 911 en un modelo de rata de
artritis reumatoide

Los efectos analgésicos del anticuerpo anti-NGF 911 (véase Hongo y col., Hybridoma 19(3): 215-227 (2000)) en
artritis cronica inducida por adyuvante completo de Freund (CFA) en ratas se investigaron usando el ensayo de
vocalizacion, en comparacion con indometacina usada como sustancia de referencia.

Se incluyeron cincuenta (50) ratas macho Lewis (LEWIS LEW / Crl Ico) (Charles River Bélgica) que pesaban de 150
g a 220 g al comienzo de la fase experimental en este estudio. Todos los animales se mantuvieron durante al menos
5 dias antes del experimento y se albergaron en una habitacion controlada con respecto a temperatura (19,5-24,5
°C), humedad relativa (45-65 %) y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con acceso a voluntad a agua del grifo filtrada y
pienso de laboratorio en microgranulos convencional (U.A.R., Francia) a lo largo del estudio. Los animales se
identificaron individualmente en la cola.

El dia 0 (DO0), se indujo artritis en ratas por inyeccion intradérmica en la cola de 0,05 ml de una suspension de
Mycobacterium butyricum (Difco, Estados Unidos) en aceite mineral (10 mg/ml). El dia 14 (D14), se incluyeron ratas
artriticas en el estudio de acuerdo con su capacidad para vocalizar tras flexion suave de la pata trasera y por su
indice artritico, evaluado usando una mutacion de inflamacién para cada pata delantera y trasera (véase Kuzuna y
col., Chem. Pharm. Bull. (Tokio) 23: 1184-1191 (1975); Pearson y col., Arthritis Rheum. 2: 440-459 (1959)). Se
puntud a los animales basandose en los siguientes criterios: Puntuacion 0: aspecto normal; Puntuacién 1: eritema;
Puntuacion 2: eritema con ligero edema; Puntuacion 3: inflamacion fuerte con anquilosis; Puntuacion 4: anquilosis.
Solo se incluyeron animales capaces de vocalizar tras flexion suave y que presentaban una puntuacion de 2 o 3 en
el estudio.

Se incluyeron cuatro grupos de 10 ratas cada uno en el estudio. Para el grupo 1 (vehiculo), el dia 14 (D14), después
de la seleccion, se administré por via intravenosa a las ratas vehiculo (solucidn salina). El dia 18 (D18), se evalué la
intensidad nociceptiva por flexion suave de la pata trasera y se registré la intensidad del nivel de vocalizacion para
cada animal. Para el grupo 2 (4 dias), en D14, después de la seleccion, se administrd por via intravenosa a las ratas
911 (10 mg/kg). El dia 18 (D18), se evalud la intensidad nociceptiva por flexion suave de la pata trasera y se registro
la intensidad del nivel de vocalizacion para cada animal. Para el grupo 3 (24 horas), el dia 17 después de la
inyeccion de CFA, se administré por via intravenosa a las ratas 911 (10 mg/kg). Se evalu¢ la intensidad nociceptiva
por flexién suave de la pata trasera 24 horas después y la intensidad del nivel de vocalizacion se registrd para cada
animal. Para el grupo 4 (indometacina), el dia 18 (D18), se evalud la intensidad nociceptiva por flexion suave de la
pata trasera una hora después de administracion oral de indometacina (10 mg/kg). La intensidad del nivel de
vocalizacion también se registré para cada animal. Las sustancias de ensayo se administraron de una manera ciega
y aleatoria por via intravenosa en un volumen de 5 ml/kg, mientras que se administré indometacina por via oral en
un volumen de 10 ml/kg.
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Los efectos analgésicos de anticuerpo anti-NGF 911 se muestran en la Tabla 10. Los resultados se expresaron para
cada grupo como la intensidad nociceptiva evaluada, la intensidad del nivel de vocalizacion registrado para cada
animal en mV (media + ETM) y el porcentaje de variacion de la intensidad nociceptiva calculada a partir del valor
medio del grupo tratado con vehiculo. La significacion estadistica entre los grupos tratados y el grupo de vehiculo se
determiné con un ensayo de Dunnett usando la varianza residual después de analisis de varianza de una via (P<
0,05).

Tabla 10. Efectos analgésicos de 911 en artritis cronica inducida por adyuvante completo de freund en ratas

Sustancias (Dia de Vehiculo (D14)( 911 (D14) 911 (D17) Indometacina (D18)
dosificacion)
Dosis (mg/kg) 10 10 10
Intensidad nociceptiva (mV) | 971,0 +116,2 | 234,7 +34,4* | 247,2 +41,8* 145,8 £ 29,9*
% de variacion - -76 -75 -85

Los resultados se expresan como media + etm

n=10 ratas por grupo

Dia 0 (DO0): Induccién de artritis Cronica por administracion de CFA
Vehiculo: solucion salina

Se administrd por via intravenosa 911 (10 mg/kg) el D14 o D17 y se realizé medicion del dolor el D18.
Se proporciono por via oral indometacina (10 mg/kg) el D18 y se realizé6 medicién del dolor una hora
después de la dosificacion. Ensayo de Dunnett: * indica una diferencia significativa en comparacion con
el grupo tratado con vehiculo para P<0,05

Como se muestra en la Tabla 10, el anticuerpo anti-NGF 911 redujo significativamente el dolor en un modelo de rata
de artritis reumatoide 24 horas o 4 dias después de una administracién sencilla del anticuerpo.

Ejemplo 8: Efectos farmacologicos de anticuerpo antagonista anti-NGF E3 y 911 en un modelo de rata de artritis
reumatoide

Se investigaron los efectos farmacoldgicos (efectos antiinflamatorios y analgésicos) de anticuerpo antagonista anti-
NGF E3 y 911 en un modelo de artritis crénica inducida por adyuvante completo de Freund (CFA) en ratas en
comparacién con indometacina usada como una sustancia de control positivo interno. Se evaluaron los efectos
analgésicos de E3 y 911 por la medicidon de respuesta nociceptiva. Se evaluaron los efectos antiinflamatorios por
volumen de pata, indice artritico (puntuacion de inflamacién), peso corporal y de patas traseras. Al final del
experimento se realizaron niveles de citocina en las patas (IL-6, IL-1B, TNF-a. y TGF-1), TGF-B1 en circulacion en
suero, concentraciones de E3 y 911 en plasma, parametros biologicos y radiografias de rayos X.

Protocolo experimental

1. Diseno del estudio

Se incluyeron 80 ratas Lewis macho (LEWIS Lew / Ico) (Charles River Laboratories-Bélgica) de 5 semanas de edad
en este estudio. Se albergaron en una habitacién controlada con respecto a temperatura (19,5-24,5 °C) y humedad
relativa (45-65 %) con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con acceso a voluntad a agua del grifo filtrada y pienso
de laboratorio en microparticulas convencional (SAFE, Francia) a lo largo del estudio. Tras su recepcion en las
instalaciones animales, se albergaron 5 por jaula y se observd un periodo de aclimatacion de 10 dias antes de
cualquier ensayo. Los animales se identificaron individualmente en la cola.

Se incluyeron cinco grupos de 10 animales (ratas LEWIS macho de 5 semanas de edad-LEWIS Lew/Ico, de Charles
River Laboratories—Bélgica) cada uno en este estudio: Grupo 1: ratas no artriticas/solucion salina (vehiculo),
embolada i.v., n=10; Grupo 2: ratas artriticas/solucion salina (vehiculo), embolada i.v., n=10; Grupo 3: ratas artriticas
/ Indometacina 3 mg/kg, p.o. diariamente durante 10 dias, n=10; Grupo 4 : ratas artriticas / E3, 1 mg/kg, embolada
i.v., n=10; Grupo 5 : ratas artriticas / 911, 10 mg/kg, embolada i.v., n=10. Las dosis se expresaron con respecto a
sustancia activa libre (mg/kg). Se prepararon E3 y 911 de forma extemporanea en solucién salina a partir de la
solucién madre a la concentracion deseada. E3 1 mg/kg: 3,41 ml de la solucion madre (0,88 mg/ml) g.s.p. 15 ml de
solucion salina. 911 10 mg/kg: 12 ml de la solucion madre (2,5 mg/ml) g.s.p. 15 ml de solucién salina. Todas las
soluciones diluidas (antes de inyeccion i.v.) se esterilizaron usando una unidad de filtro estéril de 0,20 um. Los
valores de pH y osmolaridad de las soluciones diluidas se midieron antes de cada inyeccion i.v. Antes de la primera
i.v., la osmolaridad (mosm/l) para solucion salina, E3 y 911 fue de 278, 269 y 308 respectivamente; pH para solucion
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salina, E3 y 911 fueron de 5,93, 6,76, 6,71 respectivamente. Antes de la segunda i.v., la osmolaridad (mosm/l) para
solucion salina, E3 y 911 fue 280, 270 y 309 respectivamente; el pH para la solucién salina, E3 y 911 fue de 5,86,
6,72 y 6,59 respectivamente.

Se administré E3, 911 o solucion salina por inyeccion de embolada i.v. el Dia 14 y Dia 19 después de la induccion
de artritis en un orden codificado y aleatorio con un volumen de 5 ml/kg. Se proporcioné al grupo no artritico por
inyeccion de embolada i.v. de solucion salina del Dia 14 y el Dia 19 con un volumen de 5 ml/kg. La indometacina se
prepar6 de forma extemporanea en metilcelulosa 1 %. Se administré indometacina por via oral (p.o.) una vez al dia
durante 10 dias desde el Dia 14 al Dia 23 después de induccion de artritis en un orden codificado y aleatorio con un
volumen de 10 ml/kg.

2. Induccién de artritis

El Dia 0 (D 0), se indujo artritis en 70 ratas por inyeccion intradérmica en la cola de 0,05 ml de una suspension de
Mycobacterium butyricum. Un grupo de 10 ratas no recibié ninguna inyeccion intradérmica (ratas no artriticas). El
Dia 14 (D 14), las ratas artriticas se incluyeron en el estudio usando los siguientes criterios: todas las ratas incluidas
presentaron un aumento del volumen de pata medio (media del volumen de la pata izquierda y derecha) de al menos
0,30 ml en comparacion con el volumen de pata medio (media del volumen de pata izquierda y derecha) en el grupo
no artritico (medicion del volumen de la pata como se ha descrito anteriormente); todas las ratas incluidas
presentaron una vocalizacién ftras flexion suave (mediciéon de respuesta nociceptiva como se describe
posteriormente); y todas las ratas incluidas presentaron una puntuaciéon de indice artritico de 2-3 en cada pata
trasera (medicion del indice artritico como se describe posteriormente) (los animales con una puntuacion de 0, 1 0 4
se descartaron).

3. Peso corporal

Los animales se pesaron una vez diariamente desde el Dia 0 al Dia 24 (excepto durante los dias de fin de semana
antes del tratamiento: D 1, D 2, D 8, D 9, D10). Todas las mediciones se realizaron entre las 9:00 y 12:00 am
excepto el D 14 (7:30 - 9:00 am) y D 24 (7:30 - 8:00 am).

3. Medicion del volumen de la pata

Se midio el volumen de la pata trasera derecha e izquierda de cada rata (ratas artriticas y no artriticas) usando un
pletismometro. Las mediciones se realizaron a los siguientes tiempos (después de induccion de artritis): Dia 14
(antes de embolada i.v. o administracion p.o.); y Dia 24 (5 dias después de la ultima inyeccion de embolada i.v. 0 24
horas después de la ultima administracion p.o.). Todas las mediciones se realizaron entre las 9:00 y 12:00 am.
Todos los datos se recogieron y se almacenaron por el software WinDas.

4. indice artritico

El indice artritico se evalué usando una mutacion de inflamacion para cada pata delantera y trasera (ratas artriticas):
Puntuacion 0: aspecto normal; Puntuacion 1: eritema; Puntuacion 2: eritema con ligero edema; Puntuacion 3:
inflamacion fuerte sin anquilosis; Puntuacion 4: anquilosis. Esta evaluacion se realizd en los siguientes tiempos
(después de induccion de artritis): Dia 14 (antes de embolada i.v. o administracion p.o.); y Dia 24 (5 dias después de
la dltima inyeccion de embolada i.v. 0 24 horas después de la ultima administraciéon p.o.). Todas las mediciones se
realizaron entre las 2:00 y 3:00 pm (D 14), 8:00 y 9:00 am (D 24). Todos los datos se recogieron y se almacenaron
por el software WinDas.

5. Medicién de respuesta nociceptiva (ensayo de vocalizacion)

La respuesta nociceptiva se evalué por flexién suave de la parte trasera derecha e izquierda repetidamente 2 veces
a intervalos de 4 a 5 segundos con un dedo del operador (ratas artriticas). La intensidad del nivel de vocalizacion se
registré para cada animal para cada pata trasera (2 veces: en la pata trasera derecha: s1y s3; 2 veces: en la pata
trasera izquierda: s2 y s4). Esta evaluacion se realizé en los siguientes tiempos (después de induccion de artritis):
Dias 14 (antes de embolada i.v. o administracion p.o.); Dia 18 (antes de la segunda inyecciéon de emboladai.v. o 1
hora después de la administracién p.o.); y Dia 24 (5 dias después de la ultima inyeccién de embolada i.v. o 24 horas
después de la ultima administracion p.o.). Todas las mediciones se realizaron entre las 9:00 y 12: 00 am excepto el
D 14 (7:30 - 9:00 am) y D 24 (7:30 - 9: 00 am).

6. Recogida de sangre para medicion de concentracion de E3 o 911 y TGF-B1 en circulaciéon y parametros
hematolégicos

El Dia 24 (después de mediciones del volumen de la pata e indice artritico y ensayo de vocalizacion), con anestesia
general usando isoflurano (en una mezcla de oxigeno y 6xido nitroso), las muestras sanguineas (aproximadamente
800-1000 pl) se recogieron por accion capilar con una micropipeta del seno retroorbital.

Medicién de concentracion de E3 o 911 (grupos 2, 4 y 5): Se recogié una parte de la muestra sanguinea en tubos
que contenian Li-Heparina (mantenido en hielo) y se centrifugd a 2500-3000 g durante 10 minutos. Se obtuvieron
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muestras de plasma (al menos 100 pl), se congelaron en nitrégeno liquido, se almacenaron a -80 °C. Una muestra
se hemolizé ligeramente (rata artritica tratada con vehiculo N° 36).

Medicién de TGF-B1 en circulacién (grupos 1-2-3-4-5): Una parte de la muestra sanguinea se recogié en microtubos
para preparacion de suero a temperatura ambiente. Después de la recogida de muestras, la sangre se mezcld y se
permiti6 que coagulara durante 30 minutos antes de la centrifugacion. Los tubos se centrifugaron a
aproximadamente 6000 g durante 3 minutos. Cada muestra de suero (al menos 100 pl, excepto para ratas N° 52 y
N° 53) se separ6 en alicuotas y se almacend a -20 °C hasta la activacion de la muestra para analisis de TGF-B1.
Estas alicuotas (50 viales) se mantuvieron durante un periodo de 6 meses, comenzando desde el final del estudio.
Algunas muestras se hemolizaron ligeramente (rata no artritica tratada con vehiculo: N° 2, N° 5, N° 9, N° 10; rata
artritica tratada con vehiculo: N° 53, N° 63; rata artritica tratada con E3 N° 31, N° 51; rata artritica tratada con 911; N°
52, 62, N° 64). Los niveles de TGF-B1 se midieron usando kit de ELISA de TGF-B1 humano (ref. DB100, Lote
212258 y 213610, R&D Systems - Francia).

Recogida de sangre para parametros hematoldgicos (grupos 1-2-3-4-5: 50 viales): Se recogi6 una parte de muestra
sanguinea en tubos que contenian K3 - EDTA (al menos 100 pl). La determinacion de los parametros se realizé el
dia de la recogida y las muestras no se almacenaron. Los parametros hematoldgicos que incluian glébulos rojos,
glébulos blancos, plaquetas, hemoglobina, hematocrito se midieron con un contador de células de hematologia (D
24). Algunos parametros hematoldgicos no se midieron debido a las muestras coaguladas (rata no artritica tratada
con vehiculo: N° 10; ratas artriticas tratadas con E3: N° 59, N° 67; ratas artriticas tratadas con 911: N° 16).

7. Niveles de citocinas en las patas

El Dia 24 (5 dias después de la ultima inyeccidon de embolada i.v. 0 24 horas después de la ultima administracion
p.o.) (después de radiografias de rayos X), cada pata trasera de los animales (ratas artriticas y no artriticas) se peso
y se recogié en un frasco de polietileno marcado. Las muestras tisulares se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C.

Preparacion de homogeneizados unidos: Se pulverizaron patas traseras congeladas usando un Bio-Pulverizer. Las
patas traseras pulverizadas se colocaron después en un tubo de centrifuga cénico de 50 ml que contenia 3 ml de
PBS complementado con 50 pl de cdctel antiproteasa y se homogeneizaron en hielo usando un homogeneizador
Ultra-Turrax (50 % de la velocidad maxima). Los homogeneizados se centrifugaron después a 2000 x g durante 15
minutos a 4 °C y los sobrenadantes se filtraron a través de filtros Sartorius de 0,2 um; se separaron en alicuotas y se
almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Medicién de los niveles de citocinas: Los niveles de citocinas de TNF-a (kit de ELISA de TNF-a de rata, ref. RTAOO,
Lote 213718, R&D Systems, Francia), IL-1p (kit de ELISA de IL-1p de Rata, ref. RLBOO, Lote 212435, R&D Systems,
Francia), IL-6 (kit de ELISA de IL-6 de rata, ref. R6000, Lote 211773, 214008 y 214362, R&D Systems, Francia), y
TGF-B1 (kit de ELISA de TGF-B1 humano, ref. DB100, Lote 212258 y 213610, R&D Systems, Francia) se
determinaron por duplicado, de acuerdo con el procedimiento del fabricante. Las alicuotas de homogeneizados de
pata trasera se almacenaron a -80 °C.

8. Anadlisis de rayos X

El Dia 24, después de recogida de sangre los animales se sacrificaron y se obtuvieron radiografias de rayos X
(patas traseras) para evaluacion de lesiones de las articulaciones. El analisis de rayos X se centr6 en erosiones
articulares, espacio articular, anomalias del periostio en ambas patas traseras. Todas las radiografias se analizaron
observando siete elementos diferentes: el dafio al tejido blando, deformidad, desmineralizacion, espacio de la
articulacion, erosiones, osteogénesis y reaccion del periostio. Para cada animal, los primeros seis elementos se
analizaron de forma independiente observando la peor pata trasera. La reaccion del periostio se analizé observando
la cola. Para cada elemento, la puntuacion va de 0 (normal) a 4 (dafio maximo). Por lo tanto, la puntuacién total va
de 0 a 28. La interpretacion radiografica se realizé por el mismo lector sin saber nada acerca de los animales
(tratados o no tratados).

9. Observaciones

Un animal (N° 65) muri6é el D 23 después de administracion de indometacina (antes de la administracion el D 23)
debido a una causa desconocida.

10. Andlisis y expresion de resultados

Todos los resultados se presentaron como Media + E.T.M de 10 ratas en cada grupo en cada punto temporal. El
volumen de la pata se expres6 en ml calculados a partir del valor medio del volumen de pata derecha e izquierda. El
indice artritico se calculd a partir de la suma de la puntuacién obtenida para cada una de las 4 patas. La respuesta
nociceptiva se evaluo por la intensidad del nivel de vocalizacion registrado para cada animal (media de 4 valores: 2
veces/pata) en mV. El porcentaje de inhibiciéon de la respuesta nociceptiva se calculd a partir del valor medio del
grupo artritico tratado con vehiculo [(valor medio de grupo artritico tratado con vehiculo — valor medio de grupo
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artritico tratado / valor medio de grupo artritico tratado con vehiculo)* 100]. El peso corporal se expresd en gramos.
El peso de las patas traseras (izquierda y derecha) se expresé en gramos. Los niveles de citocina (IL-6, IL-13, TNF-
ao y TGF-B1) de cada pata trasera se expresaron en pg/ml. Los niveles en circulacion de TGF-$1 se expresaron en
pg/ml. El indice radiolégico para cada parametro (desmineralizacion, erosiones, reaccion del periostio, dafio del
tejido blando, espacio de la articulacion, deformidad de osteogénesis) e indice radioldgico total (puntuacion total) se
calcularon a partir de la suma de las puntuaciones obtenidas para cada parametro. Las significaciones intergrupo de
las desviaciones entre los valores de grupo tratado con vehiculo (ratas artriticas) y grupo tratado con vehiculo (ratas
no artriticas) se evaluaron por el ensayo de t de Student o Ensayo de Suma de Rangos de Mann-Whitney cuando
fallé el ensayo de normalidad o varianza igual. Las significaciones intergrupo de las desviaciones entre los valores
de grupo tratado con vehiculo (ratas artriticas) y grupos tratados con E3, 911 e indometacina se evaluaron por el
analisis de varianza ANOVA de una via seguido del ensayo de t de Dunnett para muestras no relacionadas. Se
considero6 una probabilidad de P<0,05 como significativa. Todos los analisis estadisticos se realizaron por el software
Sigmastat™.

Resultados

1. Respuesta nociceptiva (ensayo de vocalizacion)

Como se muestra en la Tabla 11 y Figura 18, el D 14, la respuesta nociceptiva fue 4147 + 331, 4386 + 235, 4644 +
367 y 4468 + 143 en grupos artriticos tratados con vehiculo, indometacina, E3 y 911, respectivamente. La
indometacina redujo fuerte y significativamente la respuesta nociceptiva después de p.o. 3 mg/kg/dia (durante 10
dias) en aproximadamente -3768 mV (% de inhibicion: 71 %) y -4353 mV (% de inhibicion: 74 %) el D 18 y D 24,
respectivamente en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo (D 18: 1511 + 398 frente a 5279 + 326
mV; D 24: 1552 + 508 frente a 5905 + 345 mV). E3 (i.v. 1 mg/kg el D 14 y D 19) redujo fuerte y significativamente la
respuesta nociceptiva en aproximadamente -4167 mV (% de inhibicion: 79 %) y -5905 mV (% de inhibicion: 100 %)
el D 18 y D 24, respectivamente en comparacién con el grupo artritico tratado con vehiculo (D 18: 1112 + 401 frente
a 5279 + 326 mV; D 24: 0 + 0 frente a 5905 + 345 mV). 911 (i.v. 10 mg/kg 2 dias el D 14 y D 19) redujo fuerte y
significativamente la respuesta nociceptiva en aproximadamente -3932 (% de inhibicion: 74 %) y -5358 mV (% de
inhibicion: 91 %) el D 18 y D 24, respectivamente, en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo (D 18:
1347 + 492 frente a 5279 + 326 mV; D 24: 547 + 307 frente a 5905 + 345 mV).

Tabla 11. Efectos de E3 y 911 después de inyeccion i.v. (2 dias: D 14- D 19) en la respuesta nociceptiva en artritis
reumatoide en ratas

Dia D14 D18 D 24
vehiculo i.v. 4147 + 331 5279 + 326 5905 + 345
E3 1 mg/kg i.v. 4644 + 367 1112+401* 0+0*
% de inhibicién 0 79 100
Ratas artriticas 911 10 mg/kg 4468 i.v. + 143 1347 + 492 * 547 + 307 *
% de inhibicién 0 74 91
Indometacina 3 mg/kg p.o. (durante 10 dias) 4386 +235 1511+ 398 * 1552 + 508
% de inhibicién 0 71 74

Los valores se expresan en mV como Media + E.T.M.
n=10 animales por grupo excepto el D 24 para indometacina (n=9)

Ensayo de t de Dunnett: * P < 0,05 frente a ratas artriticas tratadas con vehiculo

2. Peso corporal

Como se muestra en la Tabla 12 y la Figura 19, se observé una reduccion notable del aumento de peso corporal en
ratas artriticas en comparacion con ratas no artriticas de D 0 a D 14 debido al establecimiento de artritis. EI D 14 (dia
de seleccion) las ratas artriticas presentaron una reduccion significativa del peso en comparacion con las ratas no
artriticas (289 + 2 frente a 217 + 4 g) (ensayo de t de Student P<0,05). Sin embargo, no se detectd diferencia
significativa en el peso (D 14) en todos los grupos artriticos (ensayo de t de Dunnett P> 0,05). El peso corporal
aumentd moderada y significativamente en el grupo tratado con indometacina (3 mg/kg/dia durante 10 dias) del D 17
a D 24 con un maximo de aproximadamente 43 g el D 24 en comparacién con el grupo artritico tratado con vehiculo
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(261 + 5 frente a 218 + 3 g). Después del tratamiento con E3 (i.v. 1 mg/kg el D 14y D 19), el peso corporal aumento
moderada y significativamente del D 17 a D 24 con un maximo de aproximadamente 46 g el D 24 en comparacion
con el grupo artritico tratado con vehiculo (264 + 5 g frente a 218 + 3 g). Después de tratamiento con 911 (i.v. 10
mg/kg el D 14 y D 19), el peso corporal aumenté moderada y significativamente del D 18 a D 24 con un maximo de
aproximadamente 47 g el D 24 en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo (265 + 7 frente a 218 + 3

9)-

Tabla 12. Efectos de E3 y 911 después de inyeccion i.v. (2 dias: D 14 - D 19) en el peso corporal y artritis
reumatoide en ratas

Dia DO D3 D4 D5 D6 D7 D11 D12 D13 D14

Ratas No vehiculo i.v. 197 + 215+ 222+ 232+ 236+ 244+ 272+ 277+ 282+ 289+
Artriticas 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

vehiculo i.v. 199+ 214+ 221+ 230+ 236+ 241+ 229+ 223+ 218+ 217+
2 2 2 2 2 3 6 5 5 4

Ratas E31mg/kgiv. 206+ 222+ 230+ 241+ 243+ 249+ 242+ 237+ 230+ 225+
artriticas 4 3 3 3 3 3 6 6 5 5

91110 mg/kgi.v. 201+ +5 +5 +5227 +5231 +5239 +8 +7 221+ 218+
2 211 218 234 228 7 6

Indometacina3 202+ 217+ 225+ 235+ 239+ 246+ 242+ 235+ 227+ 224+
mg/kg p.o. 3 4 4 4 4 4 7 7 6 5

durante 10 dias

Dia D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24

Ratas No vehiculo i.v. 285+ 291+ 297+ 302+ 307+ 308+ 312+ 316+ 321+ 326+
Artriticas 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3

vehiculo i.v. 213+ 212+ 211+ 210+ 208+ 210+ 212+ 214+ 216+ 218+
4 4 3 3 3 3 3 3 3 3

Ratas E31mg/kgi.v. 223+ 224+ 227+ 232*+ 235*+ 238*+ 245+ 250+ 257+ 264+
artriticas 5 5 4~ 4 4 4 4* 5* 5* 5*

91110 mg/kg i.v. 217 + 221+ 226+ 229+ 233+ 239+ 246+ 253+ 258+ 265+
5 5 5 5* 6 6 6 6 6 7

Indometacina3 230+ 230+ 231+ 234+ 236+ 241+ 246+ 248+ 253+ 261+
mg/kg p.o. 4 5 4* 4* 4* 4+ 4* 5 * 5 * 5 *

durante 10 dias

Los valores se expresan en gramos como Media + E.T.M. n=10 animales por grupo excepto el D 23 y D 24 (n=9)
para Indometacina

Ensayo de t de Dunnett test : * P < 0,05 frente a ratas artriticas tratadas con vehiculo

3. Volumen de las patas

El D 14, se realizd una seleccion aleatoria para obtener grupos homogéneos con respecto a volumen de las patas.
Como se muestra en la Tabla 13, el D 14, el volumen de las patas traseras (media del volumen de la pata derecha e
izquierda) fue significativamente mayor en el grupo artritico que en el grupo no artritico (2,10 + 0,05 frente a 1,44 +
0,02 ml (ensayo t de Student P<0,05)). La indometacina (3 mg/kg/dia p.o. durante 10 dias) redujo significativamente
el volumen de las patas en aproximadamente -0,75 ml (D 24) en comparacion con el grupo artritico tratado con
vehiculo (1,59 + 0,03 ml frente a 2,34 + 0,08 ml). E3 (i.v. 1 mg/kg en D 14 y D 19) aumenté ligera y significativamente
el volumen de las patas en aproximadamente 0,37 ml en comparaciéon con el grupo artritico tratado con vehiculo
(2,71 £ 0,09 ml frente a 2,34 + 0,08 ml). 911 (i.v. 10 mg/kg en D 14 y D 19) aumento ligera y significativamente el
volumen de las patas en aproximadamente 0,36 ml en comparacién con el grupo artritico tratado con vehiculo (2,70
+ 0,11 ml frente a 2,34 + 0,08 ml).
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Tabla 13. Efectos de E3 y 911 después de inyeccion i.v. (2 dias: D 14 - D 19) en el volumen de las patas en artritis
reumatoide en ratas

Dia D14 D 24
Ratas No Artriticas vehiculo i.v. 1,44 + 0,02 1,47 £ 0,02
vehiculo i.v. 2,10 + 0,05 2,34 £ 0,08
E3 1 mg/kg i.v. 2,06 + 0,03 2,71+£0,09*
Ratas artriticas 911 10 mg/kg i.v. 2,02 + 0,07 2,70 +0,11 *
Indometacina 3 n;glkg p.o. durante 10 2,08 + 0,06 1,59 + 0,03 *
ias

Los valores se expresan en ml como Media + E.T.M.
n=10 animales por grupo excepto el D 24 para indometacina (n=9)

Ensayo de t de Dunnett: * P < 0,05 frente a ratas tratadas con vehiculo

4. indice artritico

Como se muestra en la Tabla 14, el D 14, el indice artritico fue de 10,1 + 0,8, 8,7 + 0,6, 10,2+ 0,4y 9,4+ 0,7y en
grupos artriticos tratados con vehiculo, indometacina, E3 y 911, respectivamente. La indometacina redujo fuerte y
significativamente el indice artritico después de p.o. 3 mg/kg/dia (durante 10 dias) en un maximo de
aproximadamente -8,0, en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo (2,7 + 0,7 frente a 10,7 + 0,6). E3
(i.v. 1 mg/kg en D 14 y D 19) no afect6 al indice artritico en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo
(11,4 + 0,4 frente a 10,7 £ 0,6). 911 (i.v. 10 mg/kg en D 14 y D 19) no afecto al indice artritico en comparacion con el
grupo artritico tratado con vehiculo (10,9 + 0,7 frente a 10,7 + 0,6).

Tabla 14. Efectos de E3 y 911 después de inyeccion i.v. (2 dias: D 14 - D 19) en el indice artritico en artritis
reumatoide en ratas

Dia D14 D 24
vehiculo i.v. 10,1 +£0,8 10,7 £ 0,6
E3 1 mg/kg i.v. 10,2+ 0,4 11,4+£04
Ratas artriticas 911 10 mg/kg i.v. 9,4+07 10,9 + 0,7
Indometacina 3 n;glkg p.o. durante 10 8,7+0,6 2,7+0,7*
ias

Los valores se expresan como Media + E.T.M. (puntuacion)
n=10 animales por grupo excepto para indometacina (n=9)

Ensayo de t de Dunnett: * P < 0,05 frente a ratas artriticas tratadas con vehiculo

5. Niveles de citocinas en las patas

Como se muestra en la Tabla 15, el D 24, los niveles de citocinas en las patas izquierda y derecha aumenté en el
grupo artritico tratado con vehiculo en un maximo de aproximadamente 3,5 (IL-1B), 4 (TNF-a) y 1,8 (TGF-B1) veces
en comparacion con el grupo no artritico tratado con vehiculo. No se observo diferencia significativa para los niveles
de IL-6, en la pata derecha e izquierda, entre los dos grupos. Los niveles de citocinas del grupo artritico fueron
similares en la pata izquierda y derecha: 259,7 + 38,5 frente a 219,2 + 32,4, 4802,8 + 365,5 frente a 4007,1 + 380,4,
17,8 + 1,6 frente a 18,6 + 1,9 y 9735,0 + 1219,8 frente a 9161,4 + 846,1 pg/ml para IL-6, IL-1B, TNF-a. y TGF-p1
respectivamente. La indometacina redujo ligera, pero significativamente, el nivel de TGF-$1 en la pata derecha
después de p.o. 3 mg/kg/dia (durante 10 dias) en aproximadamente 1,3 veces, en comparacion con el grupo artritico
tratado con vehiculo (7057,4 + 335,6 frente a 9161,4 + 846,1), mientras que no modifico los niveles de IL-6, TNF-a o
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IL-1B. Se observo un efecto similar pero no significativo en la pata izquierda. E3 (i.v. 1 mg/kg el D 14 y D 19) no
afecto a los niveles de IL-6, IL-13, TNF-a 0 TGF-B1, en ambas patas, en comparacion con el grupo artritico tratado
con vehiculo. 911 (i.v. 10 mg/kg el D 14 y D 19) aumenté el nivel de IL-1B en la pata derecha en comparacién con el
grupo artritico tratado con vehiculo (6215,3 + 666,7 frente a 4007,1 + 380,4). No tuvo efecto en otros niveles de

5 citocinas en ambas patas.
Tabla 15. Efecto de E3 y 911 después de inyeccion i.v. (2 dias el D 14 y D 19) en los niveles de citocinas en las
patas en ratas artriticas reumatoides
Niveles de citocinas en la pata izquierda
Ratas No Artriticas Ratas Artriticas
vehiculo i.v. vehiculo i.v. E3 1 mg/kgi.v. | 911 10 mg/kg i.v. | Indometacina 3
mg/kg p.o.
IL-6 298,6 + 35,6 259,7 + 38,5 2344 + 35,2 262,5 +42,5 249,7 + 60,4
IL-1B 1383,0 £ 57,9 4802,8 + 365,5 5060,0 + 473,5 5500,8 + 625,3 4029,1 +449,9
TNF-a 43+29 17,8 +1,6 23,6 +25 29,9+4.8 29,9+ 3,6
TGF-B1 5264,7 +209,2 | 9735,0 + 1219,8 | 9796,7 +491,2 11053,5 + 713,3 7708,2 + 293,9
Niveles de citocinas en la pata derecha
Ratas No Artriticas Ratas Artriticas
vehiculo i.v. vehiculo i.v. E3 1 mg/kgi.v. | 911 10 mg/kg i.v. | Indometacina 3
mg/kg p.o.
IL-6 286,4 + 76,1 219,2+ 32,4 214,6 47,2 284,9 + 38,9 2959 +47.8
IL-1B 1342,1 + 86,1 4007,1 + 380,4 4853,5 + 605,0 6215,3 + 666,7 * 3884,4 + 5344
TNF-a 15,7 +4,8 18,6 +1,9 21,5+25 334+57 30,6 £5,7
TGF-B1 5024,8 + 148,4 9161,4 + 846,1 9362,7 +423,4 10861,2 + 604,6 7057,4 + 335,6 *
Los valores se expresan en pg/ml, como Media + E.T.M.
n=10 animales por grupo excepto para no artritica/vehiculo (pata derecha), artritica/vehiculo (pata izquierda) e
indometacina (n=9)
Ensayo de t de Dunnett: * P < 0,05 frente a ratas artriticas tratadas con vehiculo
6. Medicién de TGF-f1 en circulacion
10 Como se muestra en la Tabla 16, el D 24, el nivel en suero de TGF-$1 aumenté en el grupo artritico tratado con
vehiculo en comparacion con el grupo no artritico tratado con vehiculo (81715,7 + 1984,1 frente a 60269,9 + 2142,8).
La indometacina redujo significativamente el nivel en suero de TGF-1 después de p.o. 3 mg/kg/dia p.o. (durante 10
dias) en aproximadamente 1,5 veces, en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo (57222,2 + 3194,1
frente a 81715,7 + 1984,1). E3 (i.v. 1 mg/kg el D 14 y D 19) y 911 (i.v. 10 mg/kg el D 14 y D 19) aumenté
15 significativamente el nivel en suero de TGF-$1 de modo que el nivel de citocinas en grupos tratados con E3 y 911

era comparable con el observado en grupo no artritico tratado con vehiculo (69408,8 + 3926,7 y 67214,5 + 3649,4
respectivamente, frente a 60269,9 + 2142,8).
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Tabla 16. Efecto de E3 y 911 después de inyeccion i.v. (2 dias en D 14 y D 19) en los niveles en suero de TGF-$1
en ratas artriticas reumatoides

Ratas No Artriticas Ratas Artriticas
vehiculo i.v. vehiculo i.v. [ E3 1 mg/kg i.v.| 911 10 mg/kg i.v. Indometacina 3 mg/kg p.o.
TGF-p1 | 60269,9 + 81715,7 = 69408,8 + 67214,5 + 3649,4* 57222,2 + 3194,1*
2142,8 1984,1 3926,7*

Los valores se expresan en pg/ml, como Media + E.T.M.

n=10 animales por grupo excepto para no artritica/vehiculo (pata derecha), artritica/vehiculo (pata izquierda) e
indometacina (n=9)

Ensayo de t de Dunnett: * P < 0,05 frente a ratas artriticas tratadas con vehiculo

7. Parametros hematolégicos

Como se muestra en la Tabla 17, los parametros hematologicos tales como glébulos blancos y plaquetas fueron
mayores en ratas artriticas tratadas con vehiculo en comparacién con ratas no artriticas tratadas con vehiculo
(ensayo de t de Student P<0,05), mientras que los glébulos rojos, hemoglobina y el hematocrito (ensayo de t de
Student P>0,05) no cambiaron. La indometacina no afecté a los parametros sanguineos después de p.o. 3 mg/kg/dia
(durante 10 dias) en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo. E3 (i.v. 1 mg/kg en D 14 y D 19) no
afecto a los parametros sanguineos en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo. 911 (i.v. 10 mg/kg el
D 14 y D 19) no afecté a los parametros sanguineos en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo.

Tabla 17. Efectos de E3 y 911 después de inyeccion i.v. (2 dias el D 14 y D 19) en los parametros sanguineos en
artritis reumatoide en ratas (Medicion el D 24)

Dia Glébulos Glébulos Hemoglobina Hematocrito % Plaquetas
blancos rojos g/di 3 3
10°/mm
10°/mm’® 10%/mm’
Ratas No | vehiculo i.v. 8,7+0,9 7,98 +0,31 151 +0,7 426 +1,6 322 + 89
Artriticas n=9
n=9 n=9 n=9 n=9
vehiculoi.v. 19,0+0,9 7,54 + 0,31 13,2+ 0,7 37,4+1,6 10,43 + 89
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
E3 1 mg/kg 19,1 +1,2 7,74 £ 0,17 12,9 +0,3 38,5+1,0 827 + 77
i.v.
n=7 n=8 n=8 n=8 n=8
Ratas
Artriticas 91110 mg/kg 22,6 +2,9 7,30 £ 0,40 12,1+ 0,7 36,5+ 2,1 799 + 121
i.v.
n=8 n=9 n=9 n=9 n=9
Indometacina 21,7+25 6,93 + 0,31 11,8+0,6 350+1,5 705 + 111
3 mg/kg p.o.
durante 10 n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
dias

Los valores se expresan como Media + E.T.M

Anova: P> 0,05 frente a ratas artriticas tratadas con vehiculo

7. Peso de las patas traseras

Como se muestra en la Tabla 18, el peso de las patas traseras izquierda y derecha fue mayor en ratas artriticas
tratadas con vehiculo que en ratas no artriticas tratadas con vehiculo (3,43 + 0,11 frente a 1,98 £ 0,01 y 3,32 + 0,12
frente a 1,99 + 0,02 g, respectivamente) (ensayo de t de Student o Mann-Withney P<0,05). La indometacina redujo
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significativamente el peso de las patas traseras después de p.o. 3 mg/kg/dia (durante 10 dias) en comparacion con
el grupo artritico tratado con vehiculo (pata trasera izquierda: 2,23 + 0,04 frente a 3,43 + 0,11 g; pata trasera
derecha: 2,20 + 0,05 frente a 3,32 + 0,12 g). E3 (i.v. 1 mg/kg el D 14 y D 19) s6lo aumento significativamente el peso
de la pata trasera izquierda en comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo (pata trasera izquierda: 3,86 +
0,14 frente a 3,43 + 0,11 g; pata trasera derecha: 3,72 + 0,13 frente a 3,32 + 0,12 g). 911 (i.v. 10 mg/kgel D 14y D
19) sélo aumenté significativamente el peso de la pata trasera derecha en comparacion con el grupo artritico tratado
con vehiculo (pata trasera izquierda: 3,73 + 0,12 frente a 3,43 + 0,11 g; pata trasera derecha: 3,83 + 0,15 frente a
3,32+ 0,12 g).

Tabla 18. Efectos de E3 y 911 después de inyeccion i.v. (2 dias el D 14 y D 19) en el peso de las patas traseras en
artritis reumatoide en ratas (Medicion el D 24)

Pata izquierda Pata derecha

Ratas No Artriticas vehiculo i.v 1,98 + 0,01 1,99 + 0,02
vehiculo i.v. 3,43 +0,11 3,32+0,12

Ratas Artriticas E3 1 mg/kg i.v. 3,86 +0,14 * 3,72+ 0,13
10 mg/kg i.v. 3,73+0,12 3,83+0,15*

Indometacina 3 mg/kg p.o. 223+004* 220+0,05*

durante 10 dias

Los valores se expresan en gramos como Media + E.T.M.
n=10 animales por grupo excepto para indometacina (n=9)

Ensayo de t de Dunnett: * P < 0,05 frente a ratas artriticas tratadas con vehiculo

8. Andlisis de rayos X

Como se muestra en la Tabla 19, se observé una puntuacion total de 0,0 = 0,0 en las ratas no artriticas tratadas con
vehiculo. Las ratas artriticas tratadas con vehiculo tienen un puntuacién total de 15,1 £ 1,3 con altas puntuaciones
para desmineralizacion (2,4 + 0,3), erosiones (2,7 + 0,3), dafio del tejido blando (3,1 £ 0,2) y espacio articular (3,3 £
0,2), una puntuacion moderada para reaccion de periostio (1,0 + 0,3), osteogénesis (0,8 + 0,2) y deformidad (1,8 £
0,2). La indometacina (p.o. 3 mg/kg/dia durante 10 dias) redujo fuerte y significativamente la puntuacion total en
aproximadamente 10,7 en comparacion con ratas artriticas tratadas con vehiculo (4,4 + 0,9 frente a 15,1 + 1,3). E3
(i.v. 1 mg/kg el D 14 y D 19) no afecté a la puntuacion total en comparacion con el grupo artritico tratado con
vehiculo (14,2 + 1,3 frente a 15,1 + 1,3). 911 (i.v. 10 mg/kg el D 14 y D 19) no afecté a la puntuacion total en
comparacion con el grupo artritico tratado con vehiculo (15,4 + 1,0 frente a 15,1 + 1,3).
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Conclusién

En las condiciones experimentales descritas anteriormente, E3 (i.v. 1 mg/kg 2 dias: D 14 - D 19) y 911 (i.v. 10 mg/kg
2 dias: D 14 - D 19) mostraron efectos analgésicos fuertes, pero no mostraron efectos antiinflamatorios significativos
en este modelo de artritis.

Ejemplo 9 Efectos de diferentes dosis de anticuerpo anti-NGF E3 en un modelo de rata de artritis reumatoide

La capacidad de E3 para producir reduccion del dolor en ratas artriticas se investigd adicionalmente examinando la
relacion de respuesta a dosis entre la administracion de E3 y reduccion del dolor. Las ratas se trataron con
adyuvante para inducir artritis como se ha descrito anteriormente. Se usaron diez ratas no inyectadas con adyuvante
como controles no artriticos. Catorce dias después de la inyeccion de adyuvante, los animales se clasificaron en el
estudio basandose en los criterios indicados anteriormente, se separaron de forma aleatoria en ocho grupos de diez
ratas y se ensayaron con respecto a la intensidad de su respuesta de vocalizacion. Se les dosifico el dia 14 con
solucion salina, o anticuerpo E3 0,003 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg o 5 mg/kg
como se ha descrito anteriormente. Se ensay6 a los animales con respecto a su respuesta de vocalizacion los dias
16, 18, 20 y 24. Se volvio a dosificar a los animales con solucion salina o la misma dosis de E3 el dia 18 después del
ensayo de vocalizacion. Los animales también se pesaron cada dia, comenzando el dia 14. Por lo tanto, se dosifico
a los animales dos veces con una dosis dada de anticuerpo o solucién salina los dias 14 y 18, y se evaluaron con
respecto a dolor cinco veces, los dias 14, 16, 18, 20 y 24. Los datos se muestran en las Tablas 20-22 y en las
Figuras 20-22.

Tabla 20. Efectos de diferentes dosis de E3 en la respuesta nociceptiva (intensidad de vocalizacion) en ratas
artriticas reumatoides. Los valores de intensidad de vocalizaciéon se expresan en mV como media + e.t.m.

vehiculo| 0,003 mg/kg| 0,01 mg/kg| 0,03 mg/kg|0,1 mg/kg|0,3 mg/kg| 1,0 mg/kg|5,0 mg/kg

dia 14|Media| 112925| 981,75 1007,28 963,18 | 1159,30 | 1191,58 | 1067,00 | 896,25
e.tm.| 143,06 71,00 66,50 62,12 132,76 | 123,44 69,73 57,53

dia 16|Media| 1042,85| 825,60 576,88 448,43 283,71 151,85 98,62 79,18
e.tm.| 130,51 57,94 49,71 81,01 60,00 26,08 29,17 27,30

dia 18|Media| 968,10 427,43 334,45 292,52 262,96 | 194,19 ( 174,13 | 200,42
e.tm.| 117,85 48,55 35,10 52,36 62,32 53,56 88,61 120,15

dia 20|Media| 942,18 448,00 313,13 209,48 79,74 66,27 71,23 63,57
e.tm.| 100,69 33,73 61,98 24,43 33,18 31,34 42,37 23,47

dia 24|Media| 913,68 724,50 596,38 513,60 432,45 | 176,32 19,21 12,35
e.tm.| 131,29 115,90 44,76 63,67 70,38 66,61 10,14 12,35

El efecto de tratar a los animales con diversas dosis de anticuerpo anti-NGF E3 en la vocalizacién inducida por dolor
(datos mostrados en la Tabla 20) se analizd estadisticamente usando ANOVA de dos vias para comparar los
resultados obtenidos por parejas entre animales artriticos tratados con vehiculo y los tratados con una dosis dada de
anticuerpo E3. Hubo un efecto altamente significativo en todos los niveles de E3 ensayados (p<0,0001). Incluso a la
dosis mas baja ensayada (E3 0,003 mg/kg), la diferencia en la vocalizacion fue significativa (p<0,0001).

Como se muestra en la Tabla 20 y la Figura 20, de acuerdo con los experimentos anteriores, el tratamiento con
anticuerpo E3 a 1 mg/kg mostré un alivio rapido y robusto del dolor. En un periodo de dos dias (el punto temporal
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mas temprano ensayado) la intensidad de vocalizaciéon cay6 en 90 %. El tratamiento con concentraciones mas bajas
de E3 también proporcion6 alivio robusto del dolor, aunque a dosis mas bajas el alivio del dolor tardé algo mas en
manifestarse. Es probable que la reduccién aparente de la eficacia el dia 24 de todas las dosis excepto la mas alta
ensayadas se deba a un aumento del nivel real de E3 en plasma secundario a una respuesta inmune por las ratas
objeto. Resulta evidente que dosis tan bajas como 0,003 mg/kg proporcionan al menos alivio parcial del dolor en
este modelo.

Tabla 21. Efectos de diferentes dosis de E3 en el peso corporal en ratas artriticas reumatoides (normalizado al dia
14).

No Artriticas Vehiculo 0,003 mg/kg 0,01 mg/kg 0,03 mg/kg
Dia Media E-TM | Media E.T.M Media E.T.M | Media E.T.M | Media E.-T.M
14 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

15 99,53 0,30 99,14 0,37 99,20 0,48 99,18 0,43 100,34 0,36
16 102,52 0,45 99,57 0,60 99,58 0,79 99,33 0,72 100,89 0,57

17 103,31 0,41 99,50 0,64 100,46 0,77 99,69 0,73 101,80 0,82
18 106,11 0,72 100,26 0,93 100,90 1,19 100,69 0,72 102,70 0,92

20 109,62 0,85 101,46 1,22 102,26 1,58 102,70 1,07 104,51 0,75
21 110,52 0,93 102,73 1,49 103,16 1,87 102,63 1,18 105,08 0,98

23 114,28 1,19 104,54 1,92 106,09 1,67 104,41 1,33 106,14 1,06
24 115,44 1,15 105,12 1,92 106,16 1,90 104,23 1,46 106,23 1,26

0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 5,0 mg/kg
Dia Media E-TM | Media E.T.M Media E.-T.M | Media E.T.M
14 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

15 99,83 0,59 101,05 0,38 100,53 0,37 101,61 0,41
16 101,07 0,82 102,88 0,50 102,95 0,56 104,09 0,60

17 101,89 1,12 104,76 0,70 105,74 0,76 106,85 0,79
18 103,69 1,47 107,11 0,78 108,46 0,82 109,53 1,00

20 107,36 1,78 111,26 0,77 113,57 0,83 115,32 1,11
21 108,50 2,01 113,31 0,87 116,71 0,92 119,11 1,21

23 109,25 2,15 115,59 1,38 123,35 1,13 126,36 1,94

24 108,77 2,08 115,58 1,43 124,41 1,00 127,25 1,79

72



Tabla 22. Efectos de diferentes dosis de E3 en el peso corporal en ratas artriticas reumatoides (normalizado al dia

ES 2564 752 T3

0).
No Artriticas Vehiculo 0,003 mg/kg 0,01 mg/kg 0,03 mg/kg
Dia Media E.-T.M | Media E.T.M Media E.T.M | Media E-TM |Media E.T.M
0 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
1 100,45 0,19 98,34 0,48 98,37 0,35 98,86 0,33 98,67 0,34
2 105,94 0,33 101,75 0,71 102,47 0,59 102,61 0,40 102,05 0,53
3 109,29 0,33 105,04 1,04 106,54 0,99 106,29 0,60 105,31 0,85
4 113,13 0,46 109,14 1,15 110,09 0,72 110,61 0,41 109,24 0,82
124,15 0,70 119,90 1,39 121,29 1,32 121,59 0,72 117,15 1,36
8 127,82 0,80 123,38 1,52 124,44 1,43 124,47 1,24 118,52 1,89
9 132,40 0,80 12550 1,59 125,91 1,69 125,82 1,95 118,60 2,62
10 135,91 0,83 123,51 1,77 123,30 2,47 123,87 2,59 115,26 3,19
11 140,42 1,13 119,82 1,98 119,55 2,76 121,20 2,99 112,94 3,48
14 152,59 1,72 111,79 1,40 111,50 1,87 111,80 1,65 108,37 2,75
15 151,87 1,87 110,82 1,41 110,63 2,05 110,85 1,44 108,68 2,45
16 156,47 2,25 111,33 1,74 111,08 2,32 110,98 1,31 109,21 2,16
17 157,65 2,08 111,24 1,62 112,06 2,36 111,42 1,66 110,16 2,03
18 161,98 2,71 112,16 2,21 112,60 2,78 112,54 1,64 111,14 2,11
20 167,36 2,93 113,49 2,37 114,17 3,24 114,82 2,12 113,17 2,49
21 168,73 3,07 114,93 2,62 115,25 3,68 114,76 2,30 113,80 2,68
23 174,51 3,54 116,96 3,02 118,48 3,49 116,76 2,51 114,93 2,62
24 176,27 3,50 117,63 3,13 118,58 3,71 116,56 2,57 114,99 2,51
0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 5,0 mg/kg
Dia Media E-TM | Media E.T.M Media E.T.M | Media E.-T.M
0 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
1 99,31 0,61 99,26 0,28 98,81 0,27 98,25 0,58
2 102,87 0,73 102,98 0,43 103,18 0,50 101,82 0,53
3 106,26 0,82 106,95 0,50 106,52 0,55 105,47 0,58
4 110,20 0,64 110,50 0,58 110,52 0,67 109,29 0,58
7 120,50 1,20 120,03 0,82 121,54 1,15 119,77 1,19
8 123,48 1,58 121,38 1,31 124,28 1,59 121,96 1,72
9 125,46 2,47 121,57 2,09 125,60 2,23 123,04 2,42
10 123,95 3,38 118,27 3,07 124,11 2,97 120,00 2,81
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(continuacion)

0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 5,0 mg/kg

Dia Media E.-T.M Media E.T.M Media E.T.M | Media E.T.M

11 121,98 3,93 116,02 |, 3,32 121,27 3,42 117,97 2,98
14 113,90 2,14 108,43 1,94 111,72 2,27 111,58 2,59

15 113,66 1,91 109,59 2,12 112,30 2,23 113,33 2,37
16 115,06 2,00 111,54 2,02 115,00 2,36 116,06 2,30

17 115,99 2,18 113,57 2,04 118,08 2,32 119,14 2,42
18 118,01 2,29 116,13 2,14 121,16 2,55 122,14 2,61

20 122,17 2,57 120,62 2,20 126,90 2,87 128,60 2,77
21 123,49 2,90 122,88 2,49 130,41 2,98 132,82 2,84

23 124,35 3,02 125,36 2,83 137,81 3,09 140,79 2,83
24 123,77 2,80 125,33 2,75 138,93 2,76 141,77 2,61

El efecto de tratar los animales con diversas dosis de anticuerpo anti-NGF E3 en el peso corporal se analizd
estadisticamente usando ANOVA de dos vias para comparar los resultados obtenidos en parejas entre animales
artriticos tratados con vehiculo y los tratados con una dosis dada de anticuerpo E3. Usando datos normalizados al
peso el dia 14 (Tabla 21), las dosis de E3 de 0,03 mg/kg dieron como resultado un cambio significativo de peso
corporal (p<0,005). A todas las dosis mas altas de E3, la diferencia entre animales artriticos tratados y no tratados
fue significativa (p= o <0,0001). Usando datos normalizados al peso el dia 0 (Tabla 22), la dosis de E3 de 0,03
mg/kg dio como resultado un cambio significativo del peso corporal (p<0,002). A todas las dosis mas altas de E3, la
diferencia entre animales artriticos tratados y no tratados fue significativa (p<0,0001).

De nuevo de acuerdo con estudios anteriores, las ratas tratadas con E3 mostraron menor pérdida de peso aparente
que las ratas artriticas tratadas con solucion salina (Tabla 22 y Figura 22). De hecho, las ratas tratadas con dosis
altas de anticuerpo E3 se estaban recuperando de la pérdida de peso anterior y estaban de hecho ganando peso
mas rapidamente que sus cohortes no artriticas (Tabla 21 y Figura 21).

Depésito de material biolégico

Los siguientes materiales se han depositado en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo, 10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia, Estados Unidos (ATCC):

Material N° de Acceso de ATCC Fecha del Depésito
Eb.911.3E E3 cadena ligera PTA-4893 8 de enero de 2003
Eb.pur.911.3E  E3 cadena ligera PTA-4894 8 de enero de 2003
Db.911.3E E3 cadena pesada PTA-4895 8 de enero de 2003

El vector Eb.911.3E es un polinucleétido que codifica la region variable de cadena ligera de ES3; el vector
Eb.pur.911.3E es un polinucleétido que codifica la regiéon variable de cadena ligera de E3 y el vector Db.911.3E es
un polinucleétido que codifica la region variable de cadena pesada de E3.

Este depdsito se realizd segun las Clausulas del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del
Deposito de Microorganismos para Fines de Patentes y las Regulaciones del mismo (Tratado de Budapest). Esto
asegura el mantenimiento de un cultivo viable del depdsito durante 30 afios desde la fecha del depdsito. El depdsito
se pondra a disposicion por ATCC segun los términos del Tratado de Budapest y sujeto a un acuerdo entre Rinat
Neuro-science Corp. y ATCC, que asegura la disponibilidad permanente y no restringida de la descendencia del
cultivo del depésito al publico tras emisién de la patente de Estados Unidos pertinente o tras abrir al publico
cualquier solicitud de patente de Estados Unidos o extranjera, lo que suceda primero, y asegura la disponibilidad de
la descendencia a quién determine el Comisionado de Patentes y Marcas de Estados Unidos que esta autorizado a
ello de acuerdo con 38 USC Seccion 122 y las normas del Comisionado de acuerdo con la misma (incluyendo 37
CFR Seccion 1.14 con referencia particular a 886 OG 638).
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El cesionario de la presente solicitud ha acordado que si un cultivo de los materiales en depdsito muriera o se
perdiera o destruyera cuando se cultive en condiciones adecuadas, los materiales se reemplazaran puntualmente
tras la notificacion con otro de los mismos. La disponibilidad del material depositado no debe interpretarse como una
licencia para practicar la invencién en contravencion de los derechos concedidos bajo la autoridad de cualquier
gobierno de acuerdo con sus leyes de patentes.

Secuencias de anticuerpos

Region variable de cadena pesada (las CDR de Kabat estan subrayadas; las CDR de Chothia estan EN NEGRITA 'Y
CURSIVA)

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLIGYDLNWIRQPPGKGLEWIGHWGDGTID
YNSAVKSRVTISKDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGGYWYATSYYFDYWGQG
TLVTVS (SEC ID N°: 1)

Region variable de cadena ligera (las CDR de Kabat estan subrayadas; las CDR de Chothia estan en NEGRITA Y
EN CURSIVA)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISNNLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRFHSG

VPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATY YCQQEHTLPYTFGQGTKLEIKRT (SEC ID
N°: 2)

CDR extendidas de cadena pesada de E3

CDRH1: GFSLIGYDLN (SEC ID N°: 3)

CDRH2: IWGDGTTDYNSAVKS (SEC ID N°: 4)
CDRH3: GGYWYATSYYFDY (SEC ID N°: 5)

CDR extendidas de cadena ligera de E3

CDRL1: RASQSISNNLN (SEC ID Ne: 6)

CDRL2: YTSRFHS (SEC ID N°: 7)

CDRL3: QQEHTLPYT (SEC ID N°: 8)

CDR extendidas de anticuerpo monoclonal de ratén 911
CDR extendidas de cadena pesada de 911

CDRH1: GFSLIGYDIN (SEC ID N°: 9)

CDRH2: MIWGDGTTDYNSALKS (SEC ID N°: 10)
CDRH3: GGYYYGTSYYFDY (SEC ID N°: 11)

CDR extendidas de cadena ligera de 911

CDRL1: RASQDISNHLN (SEC ID N°: 12)

CDRL2: YISRFHS (SEC ID N°: 13)

CDRL3: QQSKTLPYT (SEC ID N°: 14)

Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de E3 (completa)

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLIGYDLNWIRQPPGKGLEWIGITWGDGTT
DYNSAVKSRVTISKDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGGYWYATSYYFDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL

TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKC
CVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYV

DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCK VSNKGLPSSIEK
TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN

YKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK(SEC ID N°; 16)

Secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 3E (anticuerpo completo)
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISNNLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRFHSG
VPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQEHTLPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHXVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC(SEC ID N°: 17)

Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 3E (anticuerpo completo)

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCCGAGACCCT
GTCCCTCACCTGCACTGTICICTGGGTICTCACTTATCGGCTATGATCTTAACTGG
ATCCGACAGCCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTIGGGATTATCTGGGGTG
ATGGAACCACAGACTATAATTCAGCTGTCAAATCCCGCGTCACCATCTCAAAAGA
CACCTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACAC
GGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTTATTGGTACGCCACTAGCTACTACTT
TGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTICCACCAAGGG
CCCATCTGTCTITCCCACTGGCCCCATGCICCCGCAGCACCTCCGAGAGCACAGCC
GCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCAGAACCTGTGACCGTGTCCIGG
AACTCTGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCC
TCAGGTICTCTACTCCCTICAGCAGCGTGGTGACCGTGCCATCCAGCAACTICGGC
ACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCAAGCAACACCAAGGTCGAC
AAGACCGTGGAGAGAAAGTGTIGTGTGGAGTGICCACCTTGTCCAGCCCCTCCA
GTGGCCGGACCATCCGTGTICCTGTTICCCTCCAAAGCCAAAGGACACCCTGATG
ATCTCCAGAACCCCAGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGA
CCCAGAGGTGCAGTTCAACTGGTATGTGGACGGAGTGGAGGTGCACAACGCCA
AGACCAAGCCAAGAGAGGAGCAGTTCAACTCCACCTTCAGAGTGGTGAGCGTG
CTGACCGTGGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGAAAGGAGTATAAGTGTAAGGT
GTCCAACAAGGGACTGCCATCCAGCATCGAGAAGACCATCTCCAAGACCAAGGG
ACAGCCAAGAGAGCCACAGGTGTATACCCTGCCACCATCCAGAGAGGAGATGA
CCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGATTCTATCCATCCGACA
TCGCCGTGGAGTGGGAGTCCAACGGACAGCCAGAGAACAACTATAAGACCACC
CCTCCAATGCTGGACTCCGACGGATCCTICTICCTGTATICCAAGCTGACCGTGG
ACAAGTCCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTTICTCTTGTICCGTGATGCACGAG

GCCCTGCACAACCACTATACCCAGAAGAGCCTGTCCCTGTCTCCAGGAAAGTAA(
SEC ID N°: 65)

Secuencia de nucleétidos de dominio variable de cadena pesada de 3E
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CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCCGAGACCCT
GTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGGTICTCACTTATCGGCTATGATCTTAACTGG
ATCCGACAGCCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGATTATCTGGGGYG

ATGGAACCACAGACTATAATTCAGCTGTCAAATCCCGCGTCACCATCTCAAAAGA
CACCTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACAC
GGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTTATIGGTACGCCACTAGCTACTACTT
TGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCA (SEC ID N°: 66)

Secuencia de nucledtidos de cadena ligera de 3E (anticuerpo completo)

GATATCCAGATGACACAGTCCCCATCCTCCCTGTICTGCCTICTGTGGGTGACCGC
GTCACCATCACCTGCCGCGCATCTICAGTCCATTAGCAATAATCTGAACTGGTATC
AGCAGAAGCCAGGCAAAGCCCCAAAACTCCTGATCTACTACACCTCACGCTTCCA
CTCAGGTGTCCCATCACGCTTCAGTGGCAGTGGCTCTGGTACAGATTTCACCTIC
ACCATTAGCAGCCTGCAACCAGAAGATATTGCCACTITATTACTGCCAACAGGAG
CATACCCTTCCATATACCTTCGGTCAAGGCACCAAGCTGGAGATCAAACGCACTG
TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTITTCCICCATCTGATGAGCAGTTGAAATCCGG
AACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTICTATCCACGCGAGGCCAAAGT
ACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCCGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCA
CAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACCCTGA
GCAAAGCAGACTACGAGAAACACMAAGTICTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGTTCTCCAGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGGTGAGTGCTAA(SEC ID
N°: 67)

Secuencia de nucleétidos de dominio variable de cadena ligera de 3E

GATATCCAGATGACACAGTCCCCATCCTCCCTGTCTGCCTCTGTGGGTGACCGC
GTCACCATCACCTGCCGCGCATCTCAGTCCATTAGCAATAATCTGAACTGGTAT
CAGCAGAAGCCAGGCAAAGCCCCAAAACTCCTGATCTACTACACCTCACGCTT
CCACTCAGGTGTCCCATCACGCTTCAGTGGCAGTGGCTCTGGTACAGATITCAC
CTTCACCATTAGCAGCCTGCAACCAGAAGATATTGCCACTTATTACTGCCAACA
GGAGCATACCCTTCCATATACCTTCGGTCAAGGCACCAAGCTGGAGATCAAAC
GC(SEC ID N°: 68)
LISTADO DE SECUENCIAS
10 <110> Rinat Neuroscience Corp.
<120> ANTICUERPOS ANTI-NGF Y PROCEDIMIENTOS QUE USAN LOS MISMOS

<130> PC19489A
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<150> US 60/510.006
<151> 08-10-2003

<150> US 60/443.522
<151> 28-01-2003

<150> US 60/436.905
<151> 24-12-2002
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<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 1

Gin
Thr
Asp
Gly
ser
65

Lys
Arg
Gln

<210> 2
<211> 109
<212> PRT

val
Leu
Leu
Ile
50

Arg
Leu
Gly

Gly

GiIn
ser
Asn
e
val
Ser

Gly

Thr

115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Thr
Ser
Tyr
100
Leu

<223> Construccion sintética

<400> 2
Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65
Glu

Thr

Ile
Arg
Asn
%"
Gly
Asp
Phe

Gln
val
Trp
35

Thr
ser

Ile

Gly-

Met
Thr
20

Tyt
ser
Gly

Ata

100

Gln.

Gln
Thr
Ile
Gly
Ile
val
85

Trp

val

Thr
Ile
Gin
Arg
Thr
Thr

Gly.

Glu
Cys
Arg
Asp
ser
Thr
Tyr
Thr

GlIn
Thr
GlIn
Phe
Asp
70

Tyr
Thr

-ser

Thr

Gln

Gly
55

Lys
Ala
Ala

val

ser
Cys
Lys
His
5%

Phe
Tyr

Lys

Gly
val
Pro
Thr
Asp
Ala
Thr

ser
120

Pro
Arg
Pro

40
Ser

Thr

Cys

Leu

78

Pro
ser
25

Pro
Thr
Thr
ASp

Ser
105

Ser
Ala
Gly
Gly
Phe
Gln

Glu
105

Gly
10

Gly
Gly
ASp
Ser
Thr

90
Tyr

Ser
10

ser
Lys
val
Thr
GlIn

Ile

Leu
Phe
Lys
Tyr
LysS
Ala
Tyr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
Glu

Lys

val
Ser
Gly
Asn
60

Asn
val

Phe

ser
ser
Pro
ser
60

ser
His

Arg

Lys
Leu
Leuy
45

ser
Gln
Tyr

ASp

Ala
Ile
LysS
45

Arg
Ser

Thr

Pro
ile
30

Glu
Ala
Phe
Tyr

Tyr
110

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu

Leu

Thr

Ser
Gly
Trp
val
Ser
Cys

95
Trp

val
15
Asn
Leu
ser
GIn
Pro
95

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
Ala
Gly

Gly
Asn
Ile
Gly
Pro

80
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<210> 3

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 3

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Leu Asn
1 5 10

<210> 4

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 4

Ile Ile Trp Gly Asp G6ly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala val Lys Ser
1 5 10 15

<210>5

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 5

Gly Gly Tyr Trp Tgr Ala Thr ser Tyr Izr Phe Asp Tyr

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 6

Arg Ala ser GlIn s§r Ile Ser Asn Asn kgu Asn
1 _ : _

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2564 752 T3
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<223> Construccion sintética

<400> 7

Tyr Thr ser Arg Pge His Ser
1 .

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 8

GIn Gln Glu His TEr Leu Pro Tyr Thr
e .

<210>9

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9

Gly Phe sSer Lew Ile Gly Tyr Asp Ile Asn
i - .5 10

<210> 10

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

‘Met .I1e Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys. Ser
1 5 10 - 15

<210> 11

<211>13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 11

G':Ily Gly Tyr Tyr T;S/r Gly Thr Ser Tyr ':Il'gr Phe Asp Tyr

<210> 12
<211> 11
<212> PRT
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<213> Mus musculus

<400> 12

Arg
1

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

<210> 15

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 15

ES 2564 752 T3

Ala ser G1n.A§p ITe Ser Asn His %gu Asn

Tyr Ile Ser Arg Phe His Ser
1 5

G}ﬁ Gln ser Lys Tgr Leu Pro Tyr Thr

Gly Gly Gly Gly Ser G6ly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 16

<211> 447

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 16

81
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GIn
1
Thr
Asp
Gly
Ser

65

Lys
Arg
Gln
val
Ala
145
ser
val
Pro
LYS
val
225
Phe
Pro
val
Thr
val
305
Cys
Ser
Pro
val
Gly
385
ASp
Trp

His

<210> 17
<211> 214
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Leu
Leu
Ile
50

Arg
Lew
Gly
Gly
Phe
130
Leu
Trp
Leu
Ser

Pro

6in

sSer
Asn
35

Ile
val
Ser
Gly
Thr
115
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser

195
ser

210 .

Glu
Leu
Glu
GIn
LyS
290
Leu
Lys
Lys
ser
370
Gln
Gly
Gln

Asn

Cys
Phe
val
Phe
275
Pro
Thr
val
Thr
Arqg
355
Gly
Pro

Ser

Gln

His
435

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Thr
Sser
Tyr
100
Leu
Leu
Cys
ser
ser
180
ASN
Asn
Pro
Pro
Thr
260
Asn
Arg
val
Ser
LyS
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
420
Tyr

<223> Construccion sintética

<220>

Gln
Thr
Ile
Gly
Ile
val
85

Trp
val
Ala
Leu
Gly
165
ser
Phe
Thr
Pro
Pro
245
Cys
Trp
Glu
val
Asn
325
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
405
Ash

Thr

ES 2564 752 T3

Glu
Cys
Arg
Asp
Ser
70

Thr
Tyr
Thr
Pro
val
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
230
Lys
val
Tyr
Glu
His
310
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu
val

Glin

Ser
Thr
GIn
Gly
55

Lys
Ala
Ala
val
Cys
135
LYysS
Leu
Leu
Thre
val
215
Pro
Pro
val
val
Gln
295
Gln
Gly
Pro
Thr
ser
375
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Gly
val
Pro
Thr
Asp
Ala
Thr
ser
120
ser
Asp
Thr
Tyr
GIn
200
Asp
Ala
Lys
val
280
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser
sSer

ser
440

82

Pro

Ser
25

Pra

Thr
Thr
Asp
Ser
105
Ser
Arg
Tyr
ser
Ser
185
Thr
Lys
Pro
Asp
Asp
265
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
345
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

425
Leu

Gly
Gly
Gly
Asp
Ser
fhr
90

Tyr
Ala
ser
Phe

Gly
170

Leuw

Tyr
Thr
Pro
Thr
250
val
val
ser
Leu
Ser
330
Pro
Gla
Ala
Thr
Leu
410
ser

Ser

Leu

Phe

Lys |

Tyr
Lys
Ala
Tyr
ser
Thr
Pro
155
val
ser

Thr

val .

val
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
315
ser
Gln
val
val
Pro
395
Thr
val

Leu

val
ser
Gly
Asn
60

Asn
val
Phe
Thr

ser
140

Glu’

His
Ser
Cys
Glu
220
Ala
Met
His
val
Phe
300
Gly
Ile
val
sSer
Glu
380
Pro
val
Met

Ser

Lys
Leu
Leu
45

ser
Gln
Tyr
Asp
LysS
125
Glu
Pro
Thr
val

Asn

205

Arg
Gly
Ile
Glu
His
285
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
365
Trp
Met
Asp
His

Pro
445

Pro
Ile
Glu
Ala
phe
Tyr
116
Gly
Ser
val
Phe
val
190
val
Lys
Pro
ser
276
Asn
val
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

ser
Gly
Trp

val.

ser
Cys
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
The
Asp
cys
Ser
Arg
255
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
335
Leu
Cys
Ser
AsSp
Ser

415
Ala

Lys

Glu

Tyr
Ile
Lys
Leu
Ala
Gly
ser
Ala
val
160
Ala
val
His
Cys
val
240
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
320
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400
Arg

Leu
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<221> VARIANTE

<222> 190

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 17

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
ser
65
Glu
Thr
Pro
Thr
LyS
145
Glu
ser
Ala

Phe

<210> 18
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ITe
arg
Asn
5§
Gly
Asp
phe
Ser
Ala
val
Ser
Thr
Cys

Ash
210

Gln
val
Trp
Thr
Ser
Ile
Gly
sl
Ser
Gln
val
Leu
Glu

195
Arg

Met
Thr
20

Tyr
ser
Gly
Ala
GlIn
100
Phe
val
Trp
Thr
Thr
180
val

Gly

<223> Construccion sintética

<400> 18

<210>19
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg Ala
1

<223> Construccion sintética

<400> 19

Thr
S
Ile
GIn
Arg
Thr
Thr
Gly
Ile
val
Lys
Glu
165
Leu

Thr
Glu

ES 2564 752 T3

Gln
Thr
Gln
Phe
s
Tyr
Thr
Phe

‘Cys

val
150
GlIn
ser
His

Cys

Ser
Cys
Lys
His
Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp
Lys
Gln

Pro
Arg
Pro
40

ser
Thr
Cys
Leu
Pro

120
Leu

Asn

ser
Ala

Gly
200

ser

"Ala

Gly
Gly

Phe

Gln

Glu

105
ser

Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln
Ile
Asp
Asn
Leu
AS

170
Tyr

Ser

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
Gglu
Lys
Glu
P.he

GIn
15%

p Ser

Glu

ser

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser
His

Arg

GlIn-

TYr
140
ser
Thr
Lys

Pro

Ala
Ile
it
Arg
ser
Thr
Thr
i
Pro
Gly
Tyr
His

val
205

10

T)lr_r' Thr Ser Arg PEe His Ser

83

ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Leu
val
110
Lys
Arg
Asn
ser
Xaa

190
Thr

ser G1n.s§r Ile Ser Asn Asn Leu Asn

val
1S

Asn
Leu
ser
GIn
Pro
Ala
ser
Glu
Ser
Leu
175
val

Lys

Gly
Asn
Ile
Gly
Pro
80

TYyr
Ala
Gly
Ala
Gln
160
ser
TYr

Ser
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55

ES 2564 752 T3

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 20

A;g Ala ser GlIn Tgr Ile Ser Asn His Egu Ash

<210> 21

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 21

Tyr Thr Ser Arg Pge His Ser
1

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn GIn Leu Asn
1l 5 10

<210> 23

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23

Tyr val Ser Arg Pge His Ser
1

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

84
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 24

1

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 25

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 26

Arg Ala Phe Gln Ser Ile Ser Asn GIn Leu Asn
1 5

<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 27

<210> 28

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 28

ES 2564 752 T3

T{r Ile Ser Arg Pge His Thr

Tyr Ala Ser Arg Pge His Ser
1

85

Arg Ala phe Gln Ala Ile Ser Asn GIn Leu Asn
5

10
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45

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ser Asn
1 S 10

<210> 29

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 29

Ilé'I]e'Trp Gly Agp Gly Thr Thr asp {zr Asn Ser Ala Leu

<210> 30

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 30

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Leu Asn
1 5 10

<210> 31

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31

Ilé'11é Trp Gly Agp 6ly Thr Thr Asp Igr Asn Ser Ala val

<210> 32

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 32

ES 2564 752 T3

86
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ES 2564 752 T3

Gly pPhe Sér Leu Ile Gly Tyr Asp val Thr

17 S 10

<210> 33

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

Gly Ile Trp Gly Agp Gly Thr Thr Asp Igr Asn Ser Ala val

<210> 34

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 34

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp val Thr
1 5 ' 10

<210> 35

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35

Gly'11e Trp G1y'A§p Gly.Thr Thr Asp Igr Asn Ser Ser val

<210> 36

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 36

87
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Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ala Thr
1 5 10

<210> 37

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 37

Gly I1e Trp Gly Agp Gly Thr Thr Asp Igr Asn Ser Ala val

<210> 38

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 38

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp val Ser
1 5 10

<210> 39

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 39

11e Ile Trp Gly Agp Gly Thr Thr Asp T:(,)/r' Asn Ser Ser val
. ) 1

<210> 40

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 40

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ile Ser
1 5 - 10

<210> 41

88



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2564 752 T3

<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 41

Gln Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ser val
1 5 - 10 ' .

<210> 42

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 42

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ala Ser
1 . 5 10

<210> 43

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 43

G}y'x1e Trp Gly Agp Gly Thr Thr Asp Igr Asn Ser Ser val

<210> 44

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 44

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ser Thr
1 S 10

<210> 45

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

89
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ES 2564 752 T3

<400> 45

Sgr Ile Trp Gly Agp Gly Thr Thr Asp 'il'gr Asn Ser Ala Leu

<210> 46

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 46

G}y Gly Tyr Trp Tgr Gly Thr ser Tyr Igr Phe Asp Tyr

<210> 47

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 47

G}y Gly Tyr Tyr Tgr Gly Thr Ala Tyr '{51‘ Phe Asp Tyr

<210> 48

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 48

G'}y Gly Tyr Tyr Tgr Gly Thir Thir Tyr f{gr'Phe Asp Tyr

<210> 49

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 49

G}y Gly Tyr Tyr Tgr';ﬂa Thr Ser Tyr ‘{gr ‘Phe Asp Tyr

90
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<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 50

<210> 51

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 51

<210> 52

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 52

Gly Gly Tyr Trp Tgr Ala Thr ser Tyr {gr Phe Asp Tyr

<210> 53

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 53

<210> 54

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

G}ln ¢ln Glu Lys Tgr Lteu Pro Tyr Thr

G}n Gln Glu Ala Tgr Leu Pro Tyr Thr

GIn GIn Glu Arg Thr Leu Pro Tyr Thr

1

ES 2564 752 T3

91
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<223> Construccion sintética

<400> 54

Gly Gly Tyr Trp Tyr Ala Thr Ser Tyr Tgr Phe Asp Tyr
1 5 1 '

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 55

GIn &1n Glu His Thr Leu Pro Tyr Thr
1 : 5

<210> 56

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 56

G}y Gly Tyr Trp Tgr Ala Thr ser Tyr Igr Phe Asp Tyr

<210> 57

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 57

GIn GIn Glu Ser Thr Leu Pro Tyr Thr
1 .5

<210> 58

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 58

92
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Gly Gly Tyr Trp Tgr ser Thr Ser Tyr Igr Phe Asp Tyr
1 . :

<210> 59

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 59

Gln GIn Glu Lys TEr Leu Pre Tyr Thr
1

<210> 60

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 60

-G11y Gly Tyr Tyr T%fr' Ala Thr ser Tyr ‘{gr Phe Asp Tyr

<210> 61

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 61

G}"'G1" Glu Arg Tgr Leu Pro Tyr Thr

<210> 62

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 62

Gly Gly Tyr Trp Tgr Ala Thr ser Tyr Igr Phe Asp Tyr

93



ES 2564 752 T3

<210> 63

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 63

GIn GIn Glu Arg Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 64

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 64

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Ala Thr Ser Tyr Tyr Phe Asp Tyt
1 5 10

<210> 65

<211> 1344

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 65

35

caggtgcagc
acctygcactg
ccagggaagg
tcagctgtca
aagctgagct
togtacgcca
tcagcctceca
gagagcacag
tcctggaact
tcaggtcict

acctacacct

agaaagtgtt

ttcctgttee.

tgtgtggtygg
ggagtggagg
agagtggtga
tgtaaggtgt
ggacagccaa
aaccagitot

tgggagtcca

gacggatcct
aacdrgttct

ctgtccctgt.

tgcaggagtc
tctctggott
gactggagtg
aatccecgegt
ctgtgaccge
ctagctacta
ccaagggecc
ccgecectogy
ctggcgctcet
actccctcag
gcaacgtaga
gtgtggagtg
ctccaaagec
tggacgtgtce
tgcacaacge
gcgtgctgac
ccaacaaggg
gagagccaca
ccctgacctg
acggacagec

tcttcctota

cttgttcegt
ctccaggaaa

tggcccagga
ctcacttatc
gattgggatt
caccatctca
cgcggacacyg
ctttgactac

atctgtcttc

ctgcctgote
gaccagcggc
cagcgtagtyg
tcacaagcca
tccaccttgt
aaaggacacc
ccacgaggac
caagaccaag
cgtgatgcac
actgccatcc
ggtgtatacc
tctggtgaag
agagaacaac

-ttccaagctyg

gatgcacgag
gtaa

ctagtgaaqc
ggctatgatc
atctgggatg
aaagacacct
geegtgtatt
tgaggccagyg
ccactggccc
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecat
agcaacacca
ccagcccctc
ctgatgatct
ccagaggtgce
ccaagagagg
caggactggc
agcatcgaga
ctgccaccat
ggattctatc
tataagacca
accgtggaca
gccctgcaca

94

cttccgagac
ttaactggat
atggaaccac
ccaagaacca
actgtgcgag
gcaccctggt
catgcteccy
tcccagaacc
tceccagetgt
ccagcaactt
aggtcgacaa
€agtggecgg
ccagaacccc
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggaaa
agaccatcte
ccagagagga
Catccgacat
cccctcecaat
agtccagatg
accactatac

cctgtecctce
ccgacagect
agactataat
gtrcteccty
aggaggttat
caccgtctee
cagcacctee
tgtgaccgtyg
cctgcagtec
cggcacccaqg
gaccgtggag
accatccgtg
agaggtgacc
gtatgtggac
ctccaccttc
ggagtataag
caagaccaag
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactec
gcagcaggga
ccagaagagc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1344
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<210> 66

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 66

caggtgcagc tgcaggagic

acctgcactg
ccaqggaagg
tcagctgtca
aagctgagct
tggtacgcca

tctctgggtt
gactggagtg
aatcccgegt
ctotgaccgc
c_tagcta_cta

tca

<210> 67

<211> 645

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 67

gatatccaga
atcacctgce
ggcaaagecee
cgcttcagty
gaagatattg
ggcaccaagc
tctgatgagce
ccacgcgady
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagttctc

tgacacagtc
gcgcatctea
caaaactcct
gcagtggctce
ccacttatta
tggagatcaa
agttgaaatc
Ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
cagtcacaaa

<210> 68

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 68

gatatccaga
atcacctgcc
ggcaaagccc
cgcttcagty

tgacacagtc
gcgcatctca
caaaactcct
gcagtggctce

ccacttatta
tggagatcaa

gadgatattg
ggcaccaagc

<210> 69

<211>98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

ES 2564 752 T3

tggcccagga
ctcacttatc

gattgggatt

caccatctca
cgcggacacg
ctttgactac

cccatcctcc
gtccattagce
gatctactac
tggtacagat
ctgccaacag
acgcactgtg
cggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacmaa
gagcttcaac

cccatcctcec
gtccattage
gatctactac
tggtacagat
ctgccaacag
acgc

ctggtgaagc
ggctatgatc
arctggagtg
aaagacacct
gccgtgtatt
tggggccaag

ctgtctgcct
aataatctga
acctcacgct
ttcaccttca
gagcataccc
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgcct
cgcggtgagt

ctgtctgect
aataatctga
acctcacget
ttcaccttca
gagcataccc

95

cttccgagac
ttaactggat
atggaaccac
ccaagaacca
actgtgcgag
gcaccctggt

ctgtgggtga
actggtatca
tccactcagg
ccattagcag
ttccatatac
crgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatccgg
gcctcageag
gcgaagtcac
gctaa

ctgtgggtga
actggtatca
tccactcagy
ccattagcag
ttccatatac

cctaotccerc

.ccgacagcect

agactataat
gttctccctg
aggaggttat
caccgtctee

ccgcgtcace
gcagaagcca
tgtcccatca
gcrgcaacca
cttcggtcaa
Ctttcctcca
taacttctat

taactcccag

caccctgace
ccatcagggc

ccgcgtcacc
gcagaagcca
tgtcccatcea
cctgcaacca
cttcggtcaa

60
120
180
240
300
360
363

60
120
180

300
360
420
480
540

645

60

120
180
240
300
324
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GlIn
Thr
Tyr
Gly
ser
65

Lys
Ar"g

<210>70

<211>120
<212> PRT

val
Leu
Trp
Tyr

50
Arg

‘Leu

Gly

Gln
ser
Ser
Ile
val

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Tyr
Thr

ser

<223> Construccion sintética

<400> 70
Gln
1
Thr
ASp
Gly
Ser
65
Lys
Arg
Gln
<210> 71

<211>120
<212> PRT

val
Leu
Ile
Met
50

Arg
Leu
Gly
Gly

Glin
Ser
Asn
Ile
val
Ser
Gly

Thr
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Leu
Trp
Trp
Thr
Ser
Tyr

100
Leu

<223> Construccion sintética

<400> 71

GIn
1 .
Thr
Asp
Gly
Ser
65
Lys
Arg
Gln

val
Leu
Ile
Met
50

Arg

Leu

Gly

Gly

Gln
ser
Asn
Ile
val
Ser
Gly
Tﬁr
115

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Thr
Ser
Tyr

100
Leu

Gin
Thr
Ile
Tyr
Ile

val
85

Gln
The
Ile
Gly
Ile
val
Tyr
val

GlIn
Thr
Ile
Gly
Ile
vat
85

Tyr

val

ES 2564 752 T3

Glu
Cys
Arg
ser
ser

Thr

Glu
Cys
Arg
Asp
ser
Thr
Tyr
Thr

Glu
Cys
Arg
Asp
Ser
Thr
Tyr
Thr

Ser
Thr
GIn
Gly
val

Ala

Ser
Thr
Gln
Gly
val
Ala
Gly
val

sSer
Thr
Gln
Gly
55

LyS
Ala
Gly

val

Gly
val
Pro
Ser
Asp

Ala

Gly
Vﬂ
Pro
Thr
Asp
Ala
Thr

Ser
120

Gly
val
Pro
Thr
AsSp
Ala
Thr

Ser
120

96

Pro
ser
25

Pro
Thr
Thr

Asp

Pro’

ser
25

Pro

Thr
Thr
Asp

ser
105

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Thr
ASp

sSer
1065

Gly
Gly
Gly

Asn

ser

Thr

90

Gly
Gly
Gly
Asp
Se.r'.
Thr

20
Tyr

10’
Gly
Gly
Asp
ser
Thr

90
Tyr‘

Leu
Gly
Lys

Tyr

val
ser
Gly

AsSn

- 60

e

Ala

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
At

Tvr

Leu
Phe
Lys
Tyr
7
Ala

Tyr

AsSn

val

val

Se r-._
G1 y.
Asn
Asn
vai

Phe

val
Ser
Gly
Asn
60

Asn

val

Phe

Lys
Ile

Leu

45
Pro

Gin

Tyr

Lys
Leu
Leu
45

ser
Gin
Tyf'

ASp

Lys
Leu
Leu
45

Ser
GlIn
'Tyr'

AsSp

Pro
ser
Glu
ser
Phe

Tyr

Pro
Ile
30
Glu
Ala
Phe
Tyr

Tyr
110

Pro
Ile
30

Glu
Ala
Phe
TYr

Tyr
110

ser
15

Ser
Trp
Leu

Ser

cys
95

Ser
1s -
Gly

Trp
Leu
Ser
cys
'

Trp

sSer
Gly
Trp
Leu
Ser
)
Trp

Glu
Tyr
I_'Ie
Lys
Leu

Ala

Glu
Tyr
Ile
Lys
teu
Ala
Gly

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
Ala

Gly
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<210> 72
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 72

Gln
1
Thr
ASp
Gly
ser

65
Lys
Arg
Gln
<210> 73

<211> 95
<212> PRT

val
Leu
Leu

Ile
50

Arg

Leu

Gly
Gly

Gln
ser
Asn
Ile
val
ser
Gly

Thr

115

<213> Homo sapiens

<400> 73

ASp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser

65
Glu

<210> 74
<211> 109
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile
Arg
Asn
Asp
Gly

ASp

Gin
val
Trp
Ala
Ser

Ile

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Thr
ser
TYyr

100
Leu

Met
Thr
20

Tyr
sSer
Gly

Ala

<223> Construccion sintética

<400> 74

GlIn
Thr
Ile
G'Iy
Ile

_\}a'l

85
Tyr

val

Thr
Ile
Gin
Asn
Thr

Thr
85
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Glu
Cys
Arg

Asp

Ser-

Thr
Tyr
Thr

Gin
Thr
Gln
Leu
Asp

70
Tyr

ser
Thr
Gln
&
Lys
Ala
Gly

val

ser
Cys
Lys
Glu
Phe

Tyr

Gly
val

Pro
Thr
Asp-
Ala

Thr-

ser’

120

Pro
Gln
Pro
Thr
Thr

Cys

97

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp

ser
145

Ser
Ala
Gly
Gly
Phe
GlIn

Gly
Gly
Gly
Asp

Ser:

Thr
90

-Tyr'“

sSer
10

ser
Lys
val
Thr

Gln
90

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Tyr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Tyr

val
ser
Gly
AsSn
60

Asn
val

Phe

ser
Asp
Pra
Ser
o0

Ser

Asp

Lys

Leu

Leu

45
ser

Glin
Tyr

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg
ser

Asn

Pro
Ile
Glu
Ala
Phe

Tyr

TYr
110

ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu

Leu

ser
Gly
Trp
val

Ser

Y

Trp

val.

15
Asn

Leu
ser
alin

Pro
95

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
Ala
G'l..y

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80
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20

ASp
1
ASp

Leu

TYr.

ser
65
Glu

Thr

<210>75
<211> 109
<212> PRT

Ile
Arg
Asn
Tyr
Gly
Asp
Phe

Gln
val
Trp
Ile
Ser
Ile

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
Thr
20

Tyr
ser
Gly
Ala

GIn

“100

<223> Construccion sintética

<400> 75

ASp
1
Asp

Leu
Tyr
ser
65

Glu

Thr

<210> 76
<211> 1429
<212> ADN

Ile
Arg
Asn
Tyr
Gly
Asp
Phe

Gln
val
Trp
Thr
Ser
Ile

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
G'I.n
100

<223> Construccion sintética

<400> 76

Thr
Ile
GIn
Arg
Thr
Thr
Gly

Thr
Ile
Gln
Arg
Thr
Thr

Gly
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Glin
Thr
Gln
Phe
Asp
70

Tyr
Thr

Gin
Thr
Gin
Phe
AsSp
70

Tyr
Thr

ser
Cys
Lys
His
Phe
Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
His
Phe
Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Leu

Pro
Arg
Pro
40

ser
Thr
cys

Leu

98

ser
Ala
25

Gly
Gly
fhe
G1n

Glu
105

ser
Ala
Gly
Gly
Phe
GlIn

Glu
105

ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

Ile

Ser
10

ser
Lys
val
Thr
GlIn

a0
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

ser

Lys

Leu
Glin
Ala
Pro
Ile
75

ser

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser
Lys

Arg

Ser
sear
Pro
sSer
60

Ser
Lys

Arg

Ala
Ile
Y
Arg
ser
Thr

Thr

Ala
Ile
iy
Arg
ser
Thr
Thr

ser
Ser
30

Ley
Phe
Leu

Leu

Ser
ser
30

Leu
Phe
Leu

Leu

val
15

Asn
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Ser
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Pro
95
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15

Asn
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ser
Gln

Pro
a5

Gly
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Ile
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80
Tyr

Gly
Asn
Ile
Gly
Pro

80
Tyr
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15

atggccacceg
ccacaggagg
tccgagacee
aactggatcc
ggaaccacag
aagaaccagt
tgtgcgagag
accctggtca
tgctcccgea
ccagaacctg
ccagctgtec
agcaacttcg
gtcgacaaga
gtggccggac
agaaccccag
ttcaactggt
cagttcaact
aacggaaagg
accatctcca
agagaggaga
tccgacatcg
ccteccaatge
tccagatggce
cactataccc

actccagaac
ccagcgetca
tgtcccteac
gacagcctcc
actataattc
tctcoctgaa
gaggttattg
ccgtetecte
gcacctecga
tgaccgtgtce
tacagtcctc
gcacccagac
ccgtggagag
catccgrget
aggtgaccty
atgtggacgg
ccaccttcay
agtataagtg
agaccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggagty
tggactccga
agcagggaaa
agaagagcct

<210> 77

<211>729

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221 > misc_feature
<222> 646
<223>m=Ao0oC

<400> 77

atggccaccg
ccacaggagg
gtgggtgacc
tggtatcagc
cactcaggtg
attagcagcc
ccatatacct
gtcttcatct
ctgctgaata
caatccggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
taattctaog

actccagaac
ccagcgctga
gcgtcaccat
agaagccaqayg
tcccatcacy
tgcaaccaga
tcgogtcaagy
ttcctccate
acttctatcc
actcccagga
ccctgaccct
atcagggcct
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ctcctogetg
ggtgcagetg
ctocactgtc
agggaaggga
agctgtcaaa
gctgagerct
gracgccact
agectccacc
gagcacagcc
ctggaactct
aggtctctac
ctacacctgce
aaagtgttgt
cctgtteoct
tgtggtggtyg
agtggaggtg
agtggtgagc
taaggtgtcc
acagccaaga
ccaggtgtcc
ggagtccaac
cggatccttc
cgtgttctct
gtccctogtet

ctcctggetg
tatccagatg
cacctgcege
caaagccceca
cttcagtagc
agatattgcc
caccaagctyg
tgatgagcag
acgcgaggcc
gagtgtcaca
gagcaaageca
gagttctcca

ctgacagtgt
caggagtctg
tctgggttct
ctggagtgga
tcccgegtca
gtgaccgecyg
agctactact
aagggcccat
gccctggget
ggcgctcetga
tcccteagca
aacgtagatc
gtggagtgte
ccaaagccaa
gacgtgtccc
cacaacgcca
gtgctgaccg
aacaagggac
gagccacagg
ctgacctgtc
ggacagccag
ttcctgtatt
tgttccgtga
ccaggaaagt

ctgacagtot
acacagtccc.
gcatctcagt
daactcctga
agtggctcty
acttattact
gagatcaaac
ttgaaatccg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtcacaaaga
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ccctgctgtyg
gcecaggact
cacttatcgg
ttgggattat
ccatctcaaa
cggacacgge
ttgactactg
ctgtcttece
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtogtgac
acaagccaag
caccttgtec
aggacaccct
acgaggaccc
agaccaagcc
tggtgcacca
tgccatccag

tgtataccct

tggtgaaggg
agaacaacta
ccaagctgac
tgcacgaggce
aattctaga

ccctgetgrg
catecteect
ccattagcaa
tctactacac
gtacagattt
gccaacagga
gcactgtggc
gaactgcctc
ggaaqatgga
gcaaggacag
aacacmaagrt
gcttcaaccg

tctgctgtagg
ggtgaagcct
ctatgatctt
ctggggtgat
agacacctee
cgtgtattac
gggccagagc
actggcccca
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccatee
caacaccaag
agccccteca
gatgatctce
agaggtgcag
aagagaggag
ggactggctg

.catcgagaag

gccaccatcce
attctatcca
taagaccacc
cgtggacaag
cctgcacaac

tctgetgigg
gtctgectct
taatctgaac
ctcacgette
cacctteace
gcataccctt
tgcaccatct
tgttgtgtygc
taacgecete
cacctacagc
ctacgcetge
cgatgagtac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1429

60

120
180
240
300

420
480
540
600
660
720
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo antagonista anti factor de crecimiento nervioso (NGF) o fragmento de unién a antigeno del mismo
para uso en el tratamiento del dolor osteoartritico en un individuo.

2. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para uso de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno del mismo se une con un epitopo de NGF que comprende uno o mas de: restos
K32, K34 y E35 de NGF humano; restos Y79 y T81 de NGF humano; restos H84 y K88 de NGF humano; resto R103
de NGF humano; resto E11 de NGF humano; resto Y52 de NGF humano; restos L112 y S113 de NGF humano;
restos R59 y R69 de NGF humano; o restos V18, V20 y G23 de NGF humano.

3. Un anticuerpo anti NGF o fragmento de union a antigeno del mismo para uso de la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo:

(a) se une a NGF con una Kp menor de 2 nM, determinado por resonancia de plasmén superficial BlAcore;

(b) inhibe la supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas del trigémino E13.5 de raton con una CI50
de 100 pM o menor, en el que la CI50 se mide en presencia de NGF humano 15 pM; y

(c) inhibe la supervivencia dependiente de NGF humano de neuronas del trigémino E13.5 de ratdn con una CI50
de 10 pM o menor, en el que la CI50 se mide en presencia de NGF humano 1,5 pM.

4. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo para uso de la reivindicaciéon 1, que comprende (a) tres
CDR de una regién variable de cadena pesada de SEC ID N°: 1; y (b) tres CDR de una region variable de cadena
ligera de SEC ID N°: 2; en el que las CDR son CDR de Kabat, CDR de Chothia o una combinacion de CDR de Kabat
y Chothia.

5. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para uso de la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una region variable de cadena pesada que comprende:

(a) una region CDR1 mostrada en SEC ID N°: 3;
(b) una regién CDR2 mostrada en SEC ID N°: 4;y
(c) una region CDR3 mostrada en SEC ID N°: 5; y

una region variable de cadena ligera que comprende:

(d) una regién CDR1 mostrada en SEC ID N°: 6;
(e) una region CDR2 mostrada en SEC ID N°: 7; y
(f) una regiéon CDR3 mostrada en SEC ID N°: 8.

6. Un anticuerpo para uso de la reivindicacion 4 o 5, en el que el anticuerpo comprende adicionalmente una region
constante de IgG2a de cadena pesada humana.

7. Un anticuerpo para uso de la reivindicacién 6, en el que el anticuerpo comprende adicionalmente una region
constante kappa de cadena ligera humana.

8. Un anticuerpo para uso de la reivindicacion 6 o 7, en el que la region constante de IgG2a de cadena pesada
humana esta modificada.

9. Un anticuerpo para uso de la reivindicacion 8, en el que la regién constante de IgG2a de cadena pesada humana
comprende las mutaciones A330P331 a S330S331, numeracién de aminoacidos con referencia a la secuencia de
IgG2a de tipo silvestre.

10. Un anticuerpo o fragmento del mismo para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia mostrada en SEC ID N° 1: y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia mostrada en SEC ID N°: 2.

11. Un anticuerpo para uso de la reivindicacion 10, comprendiendo el anticuerpo una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 16 y una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 17.

12. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11, en el que el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo se une con el mismo epitopo de NGF
humano que un anticuerpo como se define en la reivindicacién 10 u 11.

13. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12, en el que el fragmento de union a antigeno es un Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv o ScFv.
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14. Uso de un anticuerpo antagonista anti NGF o fragmento de union a antigeno del mismo en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del dolor osteoartritico en un individuo.
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FIGURA 1A - 1B (CONT.)
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FIGURA 1A - 1B (CONT.)
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Figura 2

Patréon Db.911.3E; ADN circular; ; 1429 PB.
Este archivo se cre6 mediante Vector NTI
http:/ /Iwww.informaxinc.com/
VNTDATE|285871584|
VNTDBDATE|285873257|
VNTAUTHORNAME|Demo User]|

Secuencia 1429 PB; 331 A; 440 C; 380 G; 278 t;

atggccaccg

actccagasc

105

ctootggctg ctgacagtgt coctgotgtg totgetgtgy 60
coacaggagg ccagegetea ggtgcagetg caggagtetg goecaggact ggtgaagect 120
‘tecgagacce tgtocctoac ctgeactgte totgggitet ocacttatcocgg ctatgatett 180
aactggatcoe gacagcecctco agggaaggga ctggagtgga ttgggattat ctggggtgat 240
ggaaccacag actataattc agctgtcaas tcocgogtca ccatotcaaa agacacctee 300
aagaaccagt tctceccoctgaa gotgagotot gtgacegocg cggacacgge cogtgtattac 360
tgtgcgagag gaggttattg gtacgocact agetactact ttgactactg gggecaggge 420
accotggtea ccgtctocte agectocace aagggececat ctgtottcoce actggoecca 480
tgctecegea geacctecga gagcacagece gecctgggaet gectggqtcaa ggactactte 540
ccagaacctqg tgaccgtgte ctggaactot ggcgototga ceageggogt goacacctte 600
ccagetgtoc tgocagtocte aggtctctac tocctcagca gogtggtgac ¢gtgccatce 66D
agcaactteg goacccagac ctacacctde aacgtagatc acaagecaag Caacaccaag 720
gtcgacaaga cogtggagag aaagtghtigt gtggagtgte cacctigtcc ageeccteca 780
gtggocggac catccgtgtt cotgttoeoct ccaaagecaa aggacaccot gatgatotee 840
agaacccocag aggtgacctg tgtggtggtg gacgtgtcec acgaggacce agaggtgeag 200
ttcaactggt atgtggacgg agtggaggtyg cacaacgoca agaccaagec aagagaggag 960
cagttcaact ccacctteoag agtggtgage gtgctgacceg tggtgcacea ggactggetg 1020
aacggaaagg agtataagtyg taaggtgtcc aacaagggac tgcecatccag catcgagaag 10080
accatctoca agaccaaggg acagccaaga gagecacagqg tgtataccet gocascatece 1140
agagaggaga tgaccaagaa ccaggtgtoc ctgacctgtc tggtgaaggg atictatcca 1200
tccgacateg cogtggagty ygagtceccaac ggacagccag agaacaacta taagaccace 1260
cotooaatge tggactcocoga cggatccoctte ttococtgtatt coaageotgac cgtggacaag 1320
toecagatgge agcagggaaa cgtgttctct tgttecgtga tgeacgagge cctgocacaac 1380
cactatacoe agaagagcot gtccoctgtet ccaggaaagt aattetaga 1420



Figura 3

Patréon Eb.911.3E; ADN circular;
Este archivo se cre6 mediante Vector NTI
http: / lwww.informaxinc.com/
VNTDATE|285871514|
VNTDBDATE|285872959|
VNTAUTHORNAME|Demo User]|

Secuencia 729 PB: 182 A; 231 C; 161 G; 154 t; 1 distinto;

atggccaceyg
ccacaggagqy
gtgggtgacc
tggtatcage
cactecaggtyg
attagoagee
ccatatacct
dtctteatet
ctgctgaata
caatcoggtia
ctcagcagcea
gaagtcaccc
taattetag

actccagaac
ccagegetga
gegtoaccat
agaagecagg
taccatcacy
tgcaaccaga
teggtoaagy
tteoctocate
acttotatec
actcccagga
ccctgacecet
atcagggect

ES 2564 752 T3

; 729 PB.

cteotggetg
tatccagatg
cacctgcoge
caaagcceccca
cttecagtgge
agatattgce
caccaagetg
tgatgagcag
acgcgaggcec
gagtgtcaca
gagcaaagca
gagttctoca

ctgacagtgt
acacagtcec
gcatcteagt
aaactcctga
agtggctetg
acttattact
gagatcaaac
ttgaaatceg
aaagtacagt ggaaggtgga
gagcaggaca gcaaggacag
gactacgaga aacacmaagt
gtcacaaaga gettcaaccg

ccotgetgtyg
catectecet
ccattagcaa
tctactacac
gtacagattt
gccaacagga
geactgtgge
gaactgeoote

106

tetgotgtgyg
gtctgoctet
taatctgaac
ctcacgotte
cacctteace

geataccett -

tgcaccatct
tgttgtgtge
taacgcecte
cacctacage
ctacgeetge
cggtgagtge

60
1290
180
240
o0
360
420
480
540
600
660
720
729
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Figura 4
Neuronas TG E13.5, supervivencia dependiente de NGF a las 48 horas.
Comparacion de respuestas a dosis de NGF humano y de rata
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Figura 5

Neuronas TG E13.5, supervivencia dependiente de NGF a las 48 horas.
Efecto de bloqueo de Ab a-NGF (Fab) en presencia de NGF humano
0,4 ng/ml (~ 15 pM)
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Neuronas TG E13.5, supervivencia dependiente de NGF a las 48 horas.
Efecto de bloqueo de Ab a-NGF (Fab) en presencia de NGF humano
0,04 ng/ml (~1,5 pM)

—e—911
~-a-- H19-L129

neuronas contadas

108




ES 2564 752 T3

Figura 6

'—ﬂ_'-""' - N
Neuronas TG E13.5, supervivencia dependiente de NGF a las 48 horas.
Efecto de bloqueo de Aba-NGF (Fab) en presencia de NGF de rata
0,4 ng/ml (~ 15 pM)
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Neuronas TG E13.5, supervivencia dependiente de NGF a las 48 horas.
Efecto de bloqueo de Ab a-NGF (Fab) en presencia de NGF de rata
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El anticuerpo E3 anti-NGF humanizado alivia
el dolor post-quirirgico

puntuacion de dolor acumulativa
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FIGURA 7
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puntuacién de dolor acumulativa
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El anticuerpo E3 anti-NGF alivia el dolor cuando se inyecta dos horas
después de la cirugia

12

Control

—
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anti-NGF

111

N = 8 por grupo
P < 0,005



ES 2564 752 T3

(s) odwai|

0091l 00%} 002} 000L 008 009 00v 00C O

0lL-
+ _ : _.‘.. O
— ik -0l
.o ; . -02
INELETT g [0€
/M) e01t'8 X - "
fy UO.
(SW/1)+01 2T Loy

49N 9P GO e9eIdOIDIW US | L6 qed ugiun 9p BOBRUID

6 VH1OIA

(Yn) eysandsal ap sapepiuf

112



ES 2564 752 T3

INU £0°0 T
(/1) 01 T
(SIN/1) <01 0°9 ™Y

49N 3p GO edejdosdiw ud 3¢ ged :uolun ap eanduId

00S¢

(s) odwal

000¢c  00Si

000}

00S

0

0T VI1DIA

("n) eysandsal ap sapepiun

113



ES 2564 752 T3

Wu 3¢ qed

o

09 0g ot oe 14 13 01~

Oe
-

Qe O

09

a

a

VML 8p uoiun 8p %
Gldapuounap? @

Llnd

— 00}

- ozt
3¢ odianonue Jod oanbo|g

:G.d-4DN A V3IL-49DN 3p uolddeIS|

1T vaNodId

an sp %

Xeuw

114



ES 2564 752 T3

I VIO

(Wu) uoiun ap soyis

00T ot T 10 10°0  100‘0

10000
0

0¢

ot

3¢ qed —e—

eja|dwos
pnubuo| ap 3¢ —*~

09

08

00T

0¢t

(uoroeanjes) jw/bu $0 & 4ON
‘¢ 10d 49N ap ajualpuadap elduaAinlIadns ap seloy gy ap uoldiqiyul

‘G'¢13 9L 9P SOANRIND "I¢ qed e ejualj e)ajdwod pnjibuo] ap 3¢ ap uoiseiedwo)

6] SeUOINau ap OPEZI|ewIou 03jU09)

115



ES 2564 752 T3

€1 VaOIA

(Wu) 3 024-MIL'TT6

- -/
ey ——/

(€0/20) T16—=— \P xw\ \

(lw/Bu $0 49N)

49N 9p ajusipuadap eiouaaiAladns ap ugIdIqIyUI ‘seioy 81 §'¢LT DL

o o
N

00T
0ST
00¢
0S¢
00€

Sepejuod seuolnanN

116



ES 2564 752 T3

FI VANODIA

SR
RIS
Ve RO
B 6y AR et
\xl\ fo.-\(\n\\ \\V\
IR ORI ORI S
ST

05 QO

(3¢ A L16 ged) 4ONNUe uod g3 91 Seuonan

NE2)
%&N%.%. ?».ee

leyuaoiod

intedns ap @

IDUBA

pe

andso

seloy gy 9p S

117



ES 2564 752 T3

ST VIO

(o3o1dwod qy A L6 A 3¢ qed) 49NBUe UOD /13 D] SeuoInaN

Inadns ap alejusalod

andsap eIdU3A

seloy gy ap s

118



ES 2564 752 T3

91 VANDIA

(o)9idwios qy A L1 A 3¢ ged) 4ONIUe U0 /L3 SesSoOpou SeuoJnapN

S¢

0S

T4

00T

TA!

lejusaiod

andsap ejouaainiadns ap @

seloy gy op s

119



ES 2564 752 T3

LT VHNOIA

SRR

S

Q
SE S ST
F &L
SU O
Y FIFEFS

(LLe A 3¢ gqed) 49N-1IUE U0 /|3 SeSOPOU SBUOININ

00T

ondsap erouaainiadns ap slejuaaiod

seloy gy ap s

120



ES 2564 752 T3

FIG. 18
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Peso corporal (g)
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FIG. 19
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FIG. 20
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Porcentaje de peso el dia 14
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FIG. 21
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Porcentaje de peso el dia 0
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FIG. 22
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FIGURA 23A
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NUMERACION DE DOMINIO VARIABLE DE CADENA PESADA DE 3E
A- NUMERACION SECUENCIAL DE PROTEINAS
B- NUMERACION DE KABAT

C- NUMERACION DE CHOTHIA

[ CAJAS: CDR COMO KABAT | ,
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FIGURA 23A (CONT.)

92 93 94 95 96 97
89 90 91 92 93 94
89 S0 91 92 93 94
v Y Y C A R

105 106 107 108 109 109
100B 100C 100D 100E 101 102
100B 100C 100D 100E 101 102

H3
98 99 100 101 102 103 104
95 96 97 98 99 100 100A
95 96 97 98 99 100 100A
G G Y W Y A T
110 111 112 113 114 115 116
103 104 105 106 107 108 109
103 104 105 106 107 108 109
G Q G T L v

Is Y Y F 'D Y W

117 118 119
110 111 112
110 111 112
T v S

127



ES 2564 752 T3

FIGURA 23B

NUMERACION DE DOMINIO VARIABLE DE CADENA LIGERA DE 3E
A- NUMERACION SECUENCIAL DE PROTEINAS

B- Numeracion de Kabat

C- Numeracion de Chothia
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FIGURA 23B (CONT.)
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