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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-TNF-alfa para uso en terapia
Antecedentes de la invencion

El factor de necrosis tumoral a (TNFo) es una citoquina producida por numerosos tipos celulares, incluyendo
monocitos y macrofagos, que fue originalmente identificada en base a su capacidad para inducir la necrosis de
ciertos tumores murinos (véase, v.g., Old, L. (1985), Science 230: 630-632). Posteriormente, se vio que un factor
denominado caquectina, asociado a caquexia, era la misma molécula que el TNFa. Se ha implicado al TNFa. en la
mediacion del shock (véanse, v.g., Beutler, B. y Cerami, A. (1988), Annu. Rev. Biochem. 57: 505-518, y Beutler, B. y
Cerami, A. (1989), Annu. Rev. Immunol. 7: 625-655). Mas aun, se ha implicado al TNFa en la fisiopatologia de una
variedad de otras enfermedades y trastornos humanos, incluyendo la sepsis, las infecciones, las enfermedades
autoinmunes, el rechazo de trasplantes y la enfermedad del injerto frente al huésped (véanse, v.g., Vasilli, P. (1992),
Annu. Rev. Immunol. 10: 411-452, y Tracey, K.J. y Cerami, A. (1994), Annu. Rev. Med. 45: 491-503).

Debido al papel perjudicial del TNF o humano (hTNFa) en una variedad de trastornos humanos, se han disefiado
estrategias terapéuticas para inhibir o contrarrestar la actividad del hTNFa. En particular, se han buscado
anticuerpos que se unan al hTNFa y lo neutralicen como medio para inhibir la actividad del hTNFa. Algunos de los
primeros de esos anticuerpos eran anticuerpos monoclonales (mAb) de raton, segregados por hibridomas
preparados a partir de linfocitos de ratones inmunizados con hTNFa (véanse v.g., Hahn T. et al. (1985), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82: 3814-3818; Liang, C-M. et al. (1986), Biochem. Biophys. Res. Commun. 137: 847-854; Hirai, M.
et al. (1987), J. Immunol. Methods 96: 57-62; Fendly, B.M. et al. (1987), Hybridoma 6: 359-370; Mdller, A. et al.
(1990), Cytokine 2: 162-169; Patente Estadounidense N° 5.231.024 de Moeller et al.; Publicacién de Patente
Europea N° 186.833 B1 de Wallach, D.; Publicacion de Solicitud de Patente Europea N° 218.868 A1 de Old et al.; y
Publicacion de Patente Europea N° 260.610 B1 de Moeller, A. et al.). Aunque estos anticuerpos anti-hTNFo de raton
con frecuencia exhibian una alta afinidad por el hTNFa (v.g., Kd < 10° M) y eran capaces de neutralizar la actividad
del hTNFa, su uso in vivo puede verse limitado por problemas asociados a la administracién de anticuerpos murinos
a humanos, tales como una corta vida media en suero, una incapacidad para disparar ciertas funciones efectoras
humanas y provocacion de una respuesta inmune no deseada frente al anticuerpo murino en un humano (la reaccion
del "anticuerpo humano antirraton" (HAMA)).

En un intento de solventar los problemas asociados al uso de anticuerpos totalmente murinos en humanos, se han
producido anticuerpos murinos anti-hTNFo por ingenieria genética para que sean mas "de tipo humano". Por
ejemplo, se han preparado anticuerpos quiméricos, en donde las regiones variables de las cadenas del anticuerpo
derivan de ratén y las regiones constantes de las cadenas del anticuerpo derivan de humano (Knight, D.M. et al.
(1993), Mol. Immunol. 30: 1443-1453; Publicacion PCT N° WO 92/16553 de Daddona, P.E. ef al.). Adicionalmente,
se han preparado también anticuerpos humanizados, en donde los dominios hipervariables de las regiones variables
del anticuerpo derivan de ratdn, pero el resto de las regiones variables y las regiones constantes del anticuerpo
derivan de humano (Publicacion PCT N° WO 92/11383 de Adair, J.R. et al.). Sin embargo, dado que estos
anticuerpos quiméricos y humanizados aun conservan algunas secuencias murinas, aun pueden provocar una
reaccion inmune no deseada, la reaccion del anticuerpo humano antiquimérico (HACA), especialmente cuando se
administran durante periodos de tiempo prolongados, v.g., para indicaciones cronicas, tales como la artritis
reumatoide (véanse, v.g., Elliott, M.J. et al. (1994), Lancet 344: 1125-1127; Elliot, M.J. et al. (1994), Lancet 344:
1105-1110).

Un agente inhibidor del hTNFa preferido para mAb murinos o sus derivados (v.g., anticuerpos quiméricos o
humanizados) seria un anticuerpo anti-hTNFa enteramente humano, ya que dicho agente no deberia provocar la
reaccion HAMA, incluso al utilizarlo durante periodos de tiempo prolongados. Se han preparado autoanticuerpos
monoclonales humanos frente al hTNFo usando técnicas de hibridomas humanos (Boyle, P. et al. (1993), Cell.
Immunol. 152: 556-568; Boyle, P. et al. (1993), Cell. Immunol. 152: 569-581; Publicacién de Solicitud de Patente
Europea N° 614.984 A2 de Boyle et al.). Sin embargo, se dijo que estos autoanticuerpos monoclonales derivados de
hibridoma tenian una afinidad por el hTNFa demasiado baja como para calcularla por métodos convencionales, que
no eran capaces de unirse al hTNFa soluble y que no eran capaces de neutralizar la citotoxicidad inducida por el
hTNFa (véase Boyle et al., antes citado). Mas aun, el éxito de la técnica de hibridomas humanos depende de la
presencia natural en la sangre periférica humana de linfocitos productores de autoanticuerpos especificos para
hTNFa. Ciertos estudios han detectado autoanticuerpos séricos frente al hTNFa en sujetos humanos (Fomsgaard,
A. et al. (1989), Scand. J. Immunol. 30: 219-223; Bendtzen, K. et al. (1990), Prog. Leukocyte Biol. 10B: 447-452),
mientras que otros no lo han hecho (Leusch, H-G. et al. (1991), J. Immunol. Methods 139: 145-147).

Una alternativa a los anticuerpos humanos anti-hTNFo naturales seria un anticuerpo hTNFa recombinante. Se han
descrito anticuerpos humanos recombinantes que se unen a hTNFa con relativamente baja afinidad (es decir, con
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una Kq ~ 107 M) y una rapida velocidad de disociacion (es decir, Kot ~ 102 s™) (Griffiths, A.D. et al. (1993), EMBO J.
12: 725-734). Sin embargo, debido a su relativamente rapida cinética de disociacion, estos anticuerpos pueden no
ser adecuados para uso terapéutico. Adicionalmente, se ha descrito un anti-hTNFa humano recombinante que no
neutraliza la actividad hTNFa, sino que mas bien aumenta la unidon del hTNFa a la superficie de las células y
aumenta la interiorizacion del hTNFa (Lidbury, A. et al. (1994), Biotechnol. Ther. 5: 27-45; Publicacion PCT N° WO
92/03145 de Aston, R. et al.)

También se han descrito anticuerpos humanos recombinantes que se unen al hTNFa soluble con una alta afinidad y
una lenta cinética de disociacion y que tienen la capacidad de neutralizar la actividad hTNFa, incluyendo la
citotoxicidad inducida por el hTNFa (in vitro e in vivo) y la activacion celular inducida por el hTNFa (véase la Patente
Estadounidense N° 6.090.382). Los protocolos tipicos para la administracion de anticuerpos son realizados
intravenosamente sobre una base semanal. La dosificacién semanal con anticuerpos y/o cualquier farmaco puede
ser costosa e incomoda y dar como resultado un aumento en el nimero de efectos colaterales debidos a la
frecuencia de administracion. La administracion intravenosa también tiene limitaciones, en el sentido de que la
administracion es habitualmente proporcionada por alguien con entrenamiento médico. VAN DE PUTTE L.B.A. et al.:
"Efficacy of the fully human anti-TNF antibody D2E7 in rheumatoid arthritis”", ARTHRITIS AND RHEUMATISM, vol.
42, n° 9 SUPL., (septiembre de 1999), pagina S400, desvela la terapia de la artritis reumatoide con anticuerpo D2E7
por administracion subcutanea semanal a dosis de 20, 40 y 80 mg, respectivamente. SCHATTENKIRCHNER ET
AL.: "Long-Term Use Of The Fully Human Anti-TNF Antibody D2E7 In Combination With Methotrexate In Active
Rheumatoid Arthritis", ARTHRITIS &

Resumen de la invencion

La presente divulgacion proporciona métodos para regimenes de dosificaciones quincenales para el tratamiento de
trastornos asociados al TNFa, preferiblemente por via subcutanea. La dosificacion quincenal tiene muchas ventajas
sobre la dosificacion semanal, incluyendo, aunque sin limitacion, un menor nimero de inyecciones totales, un menor
numero de reacciones en el sitio de inyeccion (v.g., dolor e hinchazoén locales), un mayor cumplimiento del paciente
(es decir, debido a inyecciones menos frecuentes) y un menor coste para el paciente, asi como para el profesional
sanitario. La dosificacion subcutanea es ventajosa, ya que el paciente puede autoadministrarse una substancia
terapéutica, v.g., un anticuerpo para el TNFa humano, lo cual es conveniente tanto para el paciente como para el
profesional sanitario.

Esta divulgacion proporciona métodos para tratar trastornos en los que la actividad del TNFa es perjudicial. Los
métodos incluyen la administracion de inyecciones subcutaneas quincenales de anticuerpos a un sujeto. Los
anticuerpos son preferiblemente anticuerpos humanos recombinantes que se unen especificamente al TNFa
humano. Esta divulgacion proporciona ademas métodos para tratar trastornos en los que la actividad TNFa es
perfudicial. Estos métodos incluyen la utilizacion de una terapia de combinacién en la que se administran
anticuerpos humanos a un sujeto con otro agente terapéutico, tal como uno o mas anticuerpos adicionales que se
unen a otros blancos (v.g., anticuerpos que se unen a otras citoquinas o que se unen a moléculas de la superficie
celular), una o mas citoquinas, receptor de TNFa soluble (véase, v.g., la Publicacién PCT N° WO 94/06476) y/o uno
0 mas agentes quimicos que inhiben la produccion o la actividad del hTNFa (como derivados de ciclohexanilideno,
tal como se describe en la Publicacion PCT N° WO 93/19751), preferiblemente el metotrexato. Los anticuerpos son
preferiblemente anticuerpos humanos recombinantes que se unen especificamente al TNFa humano. Los
anticuerpos de la divulgacion se caracterizan por unirse al hTNFa con una alta afinidad y una lenta cinética de
disociacion y por neutralizar la actividad del hTNFa, incluyendo la citotoxicidad inducida por el hTNFa. (in vitro e in
vivo) y la activacion celular inducida por el hTNFa. Los anticuerpos pueden ser de longitud total (v.g., un anticuerpo
IgG1 o0 1gG4) o pueden comprender sélo una porciéon de unién a antigeno (v.g., un fragmento o dominio tnico Fab,
F(ab’)2 o scFv). El anticuerpo recombinante mas preferido de la divulgacion, denominado D2E7, tiene un dominio
CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 3 y un dominio CDR3 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4 (expuesta en el Apéndice B).
Preferiblemente, el anticuerpo D2E7 tiene una region variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 1 y una region variable de cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 2. Estos anticuerpos estan descritos en la Patente Estadounidense N° 6.090.382.

En un caso, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la actividad del TNFa es
perjudicial. Estos métodos incluyen la inhibicion de la actividad del TNFo. humano por administracion subcutanea
quincenal de un anticuerpo anti-TNFa, de tal modo que se trata el trastorno. El trastorno puede ser, por ejemplo,
sepsis, una enfermedad autoinmune (v.g., artritis reumatoide, alergia, esclerosis multiple, diabetes autoinmune,
uveitis autoinmune y sindrome nefrético), una enfermedad infecciosa, una malignidad, rechazo de trasplantes o
enfermedad del injerto contra el huésped, un trastorno pulmonar, un trastorno 6seo, un trastorno intestinal o un
trastorno cardiaco.
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En otro caso, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la actividad del TNFa es
perjudicial. Estos métodos incluyen la inhibiciéin de la actividad del TNFa humano por administracion subcutanea de
un anticuerpo anti-TNFoa y metotrexato, de tal modo que se trata el trastorno. En un aspecto, se administra
metotrexato junto con un anticuerpo anti-TNFa. En otro aspecto, se administra metotrexato antes de la
administraciéon de un anticuerpo anti-TNFa. En adn otro aspecto, se administra metotrexato tras la administracion de
un anticuerpo anti-TNFa.

En un caso preferido, el anticuerpo anti-TNFa utilizado para tratar trastornos en donde la actividad del TNFa es
perjudicial es un anticuerpo anti-TNFa humano. Incluso mas preferiblemente, se realiza el tratamiento mediante la
administracion subcutanea quincenal de un anticuerpo humano aislado o de una porcién de unién a antigeno del
mismo. El antlcuerpo o0 porcion de union a antigeno del mismo preferiblemente se d|300|a del TNFo humano con una
Ky de 1 x 10® M o inferior y una constante de velocidad de disociacion Kot de 1 x 10 s™ o inferior, determinadas
ambas por resonancia de plasmones superﬁmales y neutraliza la citotoxicidad del TNFa humano en un ensayo L929
in vitro estandar con una Clso de 1 x 107 M o inferior. Mas preferiblemente, el antlcuerpo humano aislado, o porcién
de unién a antigeno del mismo, se dlsoma del TNFa humano con una Kot de 5 x 10* s o inferior, o incluso mas
preferiblemente con una Ky de 1 x 10* s™ o inferior. Mas preferiblemente, el anticuerpo humano aislado o porcion
de unién a antlgeno del mismo neutraliza la citotoxicidad del TNFo. humano en un ensayo L929 in vitro estandar con
una Clsp de 1 x 10® M o inferior, |ncluso mas preferiblemente con una Clsy de 1 x 10° M o inferior, y atn mas
preferiblemente con una Clso de 1 x 107" M o inferior.

En otro caso, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la actividad del TNFa es
perjudicial mediante la administracion subcutanea quincenal al sujeto de un anticuerpo humano o de una porcién de
union a antigeno del mismo. El anticuerpo o porcién de union a antigeno del mismo preferiblemente tiene las
siguientes caracteristicas:

a) se disocia del TNFo. humano con una Ko de 1 x 10° s o inferior, seglin se determina por resonancia de
plasmones superficiales.

b) tiene un dominio CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 3, o
modificada a partir de la SEC. ID. N° 3 por una Unica substitucién de alanina en la posicién 1, 4, 5, 7 6 8 o por
una a cinco substituciones de aminoacidos conservadoras en las posiciones 1, 3, 4,6, 7, 8 y/o 9;

c) tiene un dominio CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 4, o
modificada a partir de la SEC. ID. N° 4 por una Unica substituciéon de alanina en la posicién 2, 3, 4, 5,6, 8,9, 106
11 o por una a cinco substituciones de aminoacidos conservadoraras en las posiciones 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11
y/o 12.

Mas preferlblemente el anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo se disocia del TNFa humano con una
Kot de 5 x 10 s™ o inferior. Aun mas preferlblemente el anticuerpo o porcion de uniéon a antigeno del mismo se
disocia del TNFa humano con una Ko de 1 x 10 s™ o inferior.

En aun otro caso, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la actividad del TNFa
es perjudicial. Estos métodos incluyen la administracion subcutanea quincenal al sujeto de un anticuerpo humano o
de una porcién de unién a antigeno del mismo. El anticuerpo o porcion de union a antigeno del mismo
preferiblemente contiene una LCVR que tiene un dominio CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N° 3 o modificada a partir de la SEC. ID. N° 3 por una Unica substitucién de alanina en la posicion 1,4, 5,7 6
8, y con una HCVR que tiene un dominio CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4 o
modificada a partir de la SEC. ID. N° 4 por una Unica substitucion de alanina en la posicién 2, 3, 4, 5, 6, 8,9, 10 6 11.
Mas preferiblemente, la LCVR tiene ademas un dominio CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N° 5, y la HCVR tiene ademas un dominio CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 6. Aun mas preferiblemente, la LCVR tiene ademas un dominio CDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 7, y la HCVR tiene un dominio CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEC ID N° 8.

En aun otro caso, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la actividad del TNFa
es perjudicial por administracion subcutanea al sujeto quincenalmente de un anticuerpo humano aislado o de una
porcidon de unioén a antigeno del mismo. El anticuerpo o porcion de unidon a antigeno del mismo preferiblemente
contiene una LCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1 y una HCVR que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2. En ciertos casos, el anticuerpo tiene una region constante de cadena
pesada IgG1 o una region constante de cadena pesada IgG4. En aun otros casos, el anticuerpo es un fragmento
Fab, un fragmento F(ab’),; o un fragmento Fv de cadena unica.

En aun otros casos, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la administracion de
un anticuerpo anti-TNFa es beneficiosa por administracion subcutanea al sujeto quincenalmente de uno o mas
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anticuerpos anti-TNFa. o porciones de unién a antigeno de los mismos. El anticuerpo o porcién de unién a antigeno
del mismo preferiblemente contiene una LCVR que tiene un dominio CDR3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo consistente en la SEC ID N° 3, la SEC. ID. N° 11, la SEC. ID. N° 12, la
SEC. ID. N° 13, la SEC. ID. N° 14, la SEC. ID. N° 15, la SEC. ID. N° 16, la SEC. ID. N° 17, la SEC. ID. N° 18, la SEC.
ID. N° 19, la SEC. ID. N° 20, la SEC. ID. N° 21, la SEC. ID. N° 22, la SEC. ID. N° 23, la SEC. ID. N° 24, la SEC. ID.
N° 25 y la SEC. ID. N° 26, o con una HCVR que tiene un dominio CDR3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo consistente en la SEC ID N° 4, la SEC. ID. N° 27, la SEC. ID. N° 28, la
SEC. ID. N° 29, la SEC. ID. N° 30, la SEC. ID. N° 31, la SEC. ID. N° 32, la SEC. ID. N° 33, la SEC. ID. N° 34 y la
SEC. ID. N° 35.

Aun otro aspecto de la divulgacion se relaciona con kits que contienen una formulaciéon que incluye una composicion
farmacéutica. Los kits incluyen un anticuerpo anti-TNFa y un soporte farmacéuticamente aceptable. Los kits
contienen instrucciones para la dosificacién subcutanea quincenal de la composicion farmacéutica para el
tratamiento de un trastorno en el que la administracion de un anticuerpo anti-TNFa. resulta beneficiosa. En otro
aspecto, la divulgacion se relaciona con kits que contienen una formulacion que incluye una composicion
farmacéutica y que incluye ademas un anticuerpo anti-TNFa, metotrexato y un soporte farmacéuticamente
aceptable. Los kits contienen instrucciones para la dosificaciéon subcutanea de la composicién farmacéutica para el
tratamiento de un trastorno en el que la administracién de un anticuerpo anti-TNFa resulta beneficiosa.

Aun otro aspecto de la divulgacién proporciona una jeringa precargada que contiene una composicion farmacéutica
que incluye un anticuerpo anti-TNFa y un soporte farmacéuticamente aceptable. En aun otro aspecto, la divulgacion
proporciona una jeringa precargada que contiene una composicion farmacéutica que incluye un anticuerpo anti-
TNFa, metotrexato y un soporte farmacéuticamente aceptable.

Resumen de la invencion

En base a la divulgacion antes presentada, y a la divulgacion contenida en cualquier otro lugar del presente
documento, la presente invencién proporciona:

Un anticuerpo anti-TNFZ humano aislado para uso en el tratamiento de la artritis reumatoide de moderada a
severa en un sujeto humano, donde el anticuerpo ha de ser administrado subcutaneamente al sujeto humano
segun un régimen de dosificacion quincenal de 40 mg cada 14 dias, donde el anticuerpo tiene una region
variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 1 y una region
variable de cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 2, tiene una
region constante de cadena pesada de IgG1 y tiene una region constante de cadena ligera kappa, y donde el
anticuerpo ha de ser administrado en combinaciéon con metotrexato.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A y 1B representan las respuestas 20 (ACR20) y ACR50 del American College of Rheumatology para
pacientes que sufren de artritis reumatoide (AR) tras dosificacion subcutanea con el anticuerpo D2E7 cada semana
durante un total de doce semanas (1A), o dosificacion subcutanea con el anticuerpo D2E7 y metotrexato en
semanas alternas (1B) durante un total de veinticuatro semanas. Estos datos indican que la dosificacion en semanas
alternas es tan efectiva como la dosificacion semanal.

La Figura 2 representa las respuestas ACR20, ACR50 y ACR70 para pacientes que sufren de AR tras dosificacion
subcutanea con el anticuerpo D2E7 y metotrexato en semanas alternas a las veinticuatro semanas.

Las Figuras 3A y 3B representan los cursos temporales del recuento de articulaciones sensibles (3A) y del recuento
de articulaciones hinchadas (3B) a lo largo de veinticuatro semanas para pacientes que sufren de AR tras
dosificacion subcutanea con D2E7 y metotrexato en semanas alternas a las veinticuatro semanas.

La Figura 4 representa los resultados de un seguimiento de salud en forma corta (SF-36) de pacientes que sufren de
AR tras dosificacion subcutanea con el anticuerpo D2E7 y metotrexato en semanas alternas a las veinticuatro
semanas. RF, rol fisico; FF, funcion fisica; DC, dolor corporal; SG, salud general; V, vitalidad; FS, funcionamiento
social, RE, rol emocional; y SM, salud mental.

La Figura 5 representa el porcentaje de respondedores ACR después de una sola inyeccion intravenosa del
anticuerpo D2E7 y metotrexato en pacientes que sufren de AR.

Descripcion detallada de la invencién

Esta divulgacion se relaciona con métodos de tratamiento de trastornos en donde la administracién de un anticuerpo
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anti-TNFo es beneficiosa, que consisten en la administracién de anticuerpos humanos aislados, o porciones de
union a antigeno de los mismos, que se unen al TNFa humano con una elevada afinidad, una baja velocidad de
disociacion y una elevada capacidad de neutralizacion, de tal modo que se trata el trastorno. Diversos aspectos de la
divulgacion se relacionan con el tratamiento con anticuerpos y fragmentos de anticuerpos y composiciones
farmacéuticas de los mismos.

Con objeto de poder entender mas facilmente la divulgacion, incluyendo la presente invencion, se definen
primeramente determinados términos.

El término "dosificaciéon”, tal como se utiliza aqui, se refiere a la administracion de una substancia (v.g., un
anticuerpo anti-TNFa) para alcanzar un objetivo terapéutico (v.g., el tratamiento de un trastorno asociado al TNF-a).

Los términos "régimen de dosificacion quincenal”, "dosificacion quincenal" y "administracion quincenal”, tal como se
utilizan aqui, se refieren al curso temporal de administracion de una substancia (v.g., un anticuerpo anti-TNFa) a un
sujeto para alcanzar un objetivo terapéutico (v.g., el tratamiento de un trastorno asociado al TNF-a). El régimen de
dosificacion quincenal no pretende incluir un régimen de dosificacion semanal. Preferiblemente, se administra la
substancia cada 9-19 dias, mas preferiblemente cada 11-17 dias, incluso mas preferiblemente cada 13-15 dias, y
mas preferiblemente cada 14 dias.

El término "terapia de combinacion"”, tal como se utiliza aqui, se refiere a la administracién de dos o mas substancias
terapéuticas, v.g., un anticuerpo anti-TNFo y el farmaco metotrexato. Se puede administrar el metotrexato
concomitantemente con, con anterioridad a, o con posterioridad a, la administracién de un anticuerpo anti-TNFa.

Con el término "TNFa humano” (aqui abreviado como hTNFa, o simplemente hTNF), tal como se utiliza aqui, se
pretende hacer referencia a una citoquina humana que existe como una forma segregada de 17 kD y una forma
asociada a membrana de 26 kD, cuya forma biolégicamente activa esta compuesta por un trimero de moléculas de
17 kD unidas de manera no covalente. Se describe ain mas la estructura del TNFa en, por ejemplo, Pennica, D. et
al. (1984), Nature 312: 724-729; Davis, J.M. et al. (1987), Biochemistry 26: 1322-1326; y Jones, E.Y. et al. (1989),
Nature 338: 225-228. Con el término TNFa humano, se pretende incluir el TNFa. humano recombinante (rhTNFa.),
que puede ser preparado por métodos de expresion recombinante estandar o comprado comercialmente (R & D
Systems, N° de Catalogo 210-TA, Minneapolis, MN).

Con el término "anticuerpo”, tal como se utiliza aqui, se pretende hacer referencia a moléculas de inmunoglobulinas
compuestas por cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas
por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada estd compuesta por una region variable de cadena pesada (aqui
abreviada como HCVR o VH) y una region constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada
esta compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta por una regién variable de
cadena ligera (aqui abreviada como LCVR o VL) y una region constante de cadena ligera. La region constante de
cadena ligera esta compuesta por un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden subdividirse aun en regiones de
hipervariabildad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
mas conservadas, denominadas regiones de marco (FR). Cada VH y VL esta compuesta por tres CDR y cuatro FR,
dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDRS, FR4.

El término "porcion de unién a antigeno" de un anticuerpo (o simplemente "porcién de anticuerpo”), tal como se
utiliza aqui, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno (v.g., hTNFa). Se ha visto que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede
ser realizada por fragmentos de un anticuerpo de longitud total. Como ejemplos de fragmentos de unién abarcados
por el término "porciéon de union a antigeno" de un anticuerpo, se incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento
monovalente consistente en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’);, un fragmento bivalente que
incluye dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién de bisagra; (iii) un fragmento Fd consistente
en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv consistente en los dominios VL y VH de un solo brazo de un
anticuerpo; (v) un fragmento dAb (Ward et al. (1989), Nature 341: 544-546 ), que consiste en un dominio VH; y (vi)
una region determinante de complementariedad aislada (CDR). Mas aun, aunque los dos dominios del fragmento Fv,
VL y VH, estan codificados por genes independientes, pueden unirse, utilizando métodos recombinantes, mediante
un conector sintético que permite producirlos como una uUnica cadena proteica en donde las regiones VL y VH se
emparejan para formar moléculas monovalentes (conocida como Fv de cadena simple (scFv); véanse, v.g., Bird et
al. (1988), Science 242: 423-426, y Huston et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883) . También se
pretende incluir tales anticuerpos de una sola cadena en el término "porcion de unién a antigeno" de un anticuerpo.
También se incluyen otras formas de anticuerpos de una sola cadena, tales como diacuerpos. Los diacuerpos son
anticuerpos biespecificos bivalentes en donde los dominios VH y VL se expresan en una Unica cadena polipeptidica,
pero utilizando un conector que es demasiado corto como para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en
la misma cadena, forzando asi a los dominios a emparejarse con dominios complementarios de otra cadena y
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creando dos sitios de unién a antigeno (véanse, v.g., Holliger, P. et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-
6448; Poljak, R.J. et al. (1994), Structure 2: 1121-1123).

AlUn mas, un anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo puede formar parte de una molécula de
inmunoadhesion de mayor tamafio, formada por asociacion covalente o no covalente del anticuerpo o porcion de
anticuerpo con una o mas de otras proteinas o péptidos. Como ejemplos de dichas moléculas de inmunoadhesion,
se incluyen el uso de la region del nicleo de la estreptavidina para construir una molécula de scFv tetramérica
(Kipriyanov, S.M. et al. (1995), Human Antibodies and Hybridomas 6: 93-101) y el uso de un residuo de cisteina, un
péptido marcador y un marcaje de polihistidina C-terminal para construir moléculas de scFv bivalentes y biotiniladas
(Kipriyanov, S.M. et al. (1994), Mol. Immunol. 31: 1047-1058). Se pueden preparar porciones de anticuerpos, tales
como fragmentos Fab y F(ab’);, a partir de anticuerpos completos utilizando técnicas convencionales, tal como la
digestion con papaina o pepsina, respectivamente, de anticuerpos completos. Mas aun, se pueden obtener
anticuerpos, porciones de anticuerpos y moléculas de inmunoadhesion utilizando técnicas de ADN recombinante
estandar, tal como se describe aqui.

Con el término "anticuerpo humano", tal como se utiliza aqui, se pretende incluir anticuerpos que tienen regiones
variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal humana. Los anticuerpos
humanos de la invencidén pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulinas de la linea germinal humana (v.g., mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica
de sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo), por ejemplo en las CDR, y en particular en CDR3. Sin embargo, con
el término "anticuerpo humano", tal como se utiliza aqui, no se pretende incluir anticuerpos en donde se han
injertado secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otras especies de mamiferos, tales como un ratén,
sobre secuencias de marco humanas.

Con el término "anticuerpo humano recombinante”, tal como se utiliza aqui, se pretende incluir todos los anticuerpos
humanos preparados, expresados, creados o aislados por medios recombinantes, tales como anticuerpos
expresados empleando un vector de expresion recombinante transfectado en una célula huésped (descritos con mas
detalle en la Seccioén Il mas adelante), anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos humanos combinatorios
recombinantes (descritos con mas detalle en la Seccion Il mas adelante), anticuerpos aislados de un animal (v.g.,
un ratén) que es transgénico para los genes de inmunoglobulinas humanos (véase, v.g., Taylor, L.D. et al. (1992),
Nucl. Acids Res. 20: 6287-6295) o anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio
que incluya el ayustamiento de secuencias de genes de inmunoglobulinas humanos con otras secuencias de ADN.
Dichos anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de
inmunoglobulinas de la linea germinal humana. En ciertos casos, sin embargo, se someten dichos anticuerpos
humanos recombinantes a mutagénesis in vitro (o, cuando se usa un animal transgénico para secuencias de Ig
humanas, mutagénesis somatica in vivo) y, por lo tanto, las secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL de
los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivan de, y se relacionan con, las secuencias VH y VL
de la linea germinal humana, pueden no existir de forma natural en el repertorio de la linea germinal de los
anticuerpos humanos in vivo.

Con un "anticuerpo aislado", tal como se utiliza aqui, se pretende hacer referencia a un anticuerpo que esta
substancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (v.g., un anticuerpo
aislado que se une especificamente al hTNFo esta substancialmente libre de anticuerpos que se unen
especificamente a antigenos distintos del hTNFa). Un anticuerpo aislado que se une especificamente al hTNFa
puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como moléculas de hTNFa de otras
especies (como se discute con mayor detalle mas adelante). Mas aun, un anticuerpo aislado puede estar
substancialmente libre de otros materiales celulares y/o agentes quimicos.

Con un "anticuerpo neutralizante", tal como se utiliza aqui (o un "anticuerpo que neutraliza la actividad del hTNFa "),
se pretende hacer referencia a un anticuerpo cuya union al hTNFa da lugar a inhibicién de la actividad bioldgica del
hTNFa. Se puede valorar esta inhibicion de la actividad biolégica del hTNFo midiendo uno o mas indicadores de la
actividad biologica del hTNFa., tales como la citotoxicidad inducida por el hTNFa (in vitro o in vivo), la activacion
celular inducida por el hTNFa y la unién del hTNFa a los receptores de hTNFa. Estos indicadores de la actividad
biolégica del hTNFo pueden ser valorados mediante uno o mas de varios ensayos in vitro o in vivo estandar
conocidos en la técnica (véase el Ejemplo 4). Preferiblemente, se valora la capacidad de un anticuerpo para
neutralizar la actividad del hTNFo. mediante la inhibicién de la citotoxicidad inducida por el hTNFo de células L929.
Como parametro adicional o alternativo de la actividad del hTNFa, se puede valorar la capacidad de un anticuerpo
para inhibir la expresion inducida por hTNFa de ELAM-1 en HUVEC, como medida de la activacién celular inducida
por el hTNFa.

El término "resonancia de plasmones superficiales", tal como se utiliza aqui, se refiere a un fenémeno 6ptico que
permite el analisis de las interacciones bioespecificas en tiempo real mediante detecciéon de alteraciones en las
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concentraciones de proteina en una matriz biosensora, por ejemplo usando el sistema BlAcore (Pharmacia
Biosensor AB, Uppsala, Suecia, y Piscataway, NJ). Para mas descripciones, véanse el Ejemplo 1 y Jonsson, U. et
al. (1993), Ann. Biol. Clin. 51: 19-26; Jonsson, U. et al. (1991), Biotechniques 11: 620-627; Johnsson, B. et al.
(1995), J. Mol. Recognit. 8: 125-131; y Johnnson, B. et al. (1991), Anal. Biochem. 198: 268-277.

Con el término "Ko", tal como se utiliza aqui, se pretende hacer referencia a la constante de la velocidad de
disociacion para la disociacion de un anticuerpo con respecto al complejo anticuerpo/antigeno.

Con el término "K4", tal como se utiliza aqui, se pretende hacer referencia a la constante de disociacién de una
interaccion anticuerpo-antigeno particular.

Con el término "molécula de acido nucleico", tal como se utiliza aqui, se pretende incluir moléculas de ADN y
moléculas de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser de una sola cadena o de doble cadena, pero
preferiblemente es ADN de doble cadena.

Con el término "molécula de acido nucleico aislada", tal como se utiliza aqui en relacién a acidos nucleicos
codificantes de anticuerpos o de porciones de anticuerpos (v.g., VH, VL, CDR3) que se unen al hTNFa, se pretende
hacer referencia a una molécula de acido nucleico en la que las secuencias nucleotidicas codificantes del anticuerpo
o de la porcion de anticuerpo estan libres de otras secuencias nucleotidicas codificantes de anticuerpos o de
porciones de anticuerpos que se unen a antigenos distintos del hTNFa, pudiendo estas otras secuencias flanquear
de forma natural al acido nucleico en el ADN genémico humano. Asi, por ejemplo, un acido nucleico aislado de la
invencion que codifica una region VH de un anticuerpo anti-hTNFa no contiene otras secuencias codificantes de
otras regiones VH que se unen a antigenos distintos del hTNFa.

Con el término "vector", tal como se utiliza aqui, se pretende hacer referencia a una molécula de acido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un "plasmido"”, que se refiere a un
bucle de ADN de doble cadena circular en el que pueden estar ligados segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de
vector es un vector virico, donde pueden estar ligados segmentos de ADN adicionales en el genoma virico. Ciertos
vectores son capaces de replicarse de manera auténoma en una célula huésped en la que se introducen (v.g.,
vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores de mamiferos episdmicos). Otros
vectores (v.g., vectores de mamiferos no episémicos) pueden integrarse en el genoma de una célula huésped al
introducirse en la célula huésped, y se replican asi junto con el genoma huésped. Mas aun, ciertos vectores son
capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan operativamente unidos. Se hace aqui referencia a tales
vectores como "vectores de expresion recombinantes" (o simplemente "vectores de expresion"). En general, los
vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estan frecuentemente en forma de
plasmidos. En la presente memoria descriptiva, se pueden usar "plasmido" y "vector" indistintamente, ya que el
plasmido es la forma mas comunmente utilizada de vector. Sin embargo, la divulgacion pretende incluir dichas otras
formas de vectores de expresion, tales como vectores viricos (v.g., retrovirus defectuosos en cuanto a replicacion,
adenovirus y virus adenoasociados), que realizan funciones equivalentes.

Con el término "célula huésped recombinante" (o simplemente "célula huésped"), tal como se utiliza aqui, se
pretende hacer referencia a una célula en la que se ha introducido un vector de expresién recombinante. Habria que
entender que con dichos términos se pretende hacer referencia no sélo a la célula objeto particular, sino a la
progenie de dicha célula. Como pueden producirse ciertas modificaciones en las generaciones sucesivas debido ya
sea a mutacion o a influencias medioambientales, dicha progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la célula
parental, pero aun asi se incluye en el alcance del término "célula huésped" tal como aqui se utiliza.

Se describen diversos aspectos de la divulgacion con mayor detalle en las siguientes subsecciones.
I. Anticuerpos humanos que se unen al TNFa humano

Tal como se ha indicado anteriormente, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-TNFo. humano aislado
para uso en el tratamiento de la artritis reumatoide de moderada a severa en un sujeto humano, donde el anticuerpo
ha de ser administrado subcutaneamente al sujeto humano segun un régimen de dosificacion quincenal de 40 mg
cada 14 dias, donde el anticuerpo tiene una region variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEC. ID. N° 1 y una region variable de cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEC. ID. N° 2, tiene una regidon constante de cadena pesada de IgG1 y tiene una region
constante de cadena ligera kappa, y donde el anticuerpo ha de ser administrado en combinacién con metotrexato.
Mas en general, sin embargo, esta divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en los que la
administracion de un anticuerpo anti-TNFa resulta beneficiosa. Estos métodos incluyen la administracion subcutanea
quincenal de anticuerpos humanos aislados, o de porciones de unién a antigeno de los mismos, que se unen al
TNFo humano con gran afinidad, baja velocidad de disociacion y gran capacidad neutralizante. Preferiblemente, los
anticuerpos humanos de la divulgacion son anticuerpos anti-hTNFo. humanos, neutralizantes y recombinantes. Se
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hace aqui referencia al anticuerpo neutralizante recombinante mas preferido de la divulgacion como D2E7 (se
muestra la secuencia de aminoacidos de la region VL de D2E7 en la SEC. ID. N° 1; se muestra la secuencia de
aminoacidos de la region VH de D2E7 en la SEC. ID. N° 2). Las propiedades de D2E7 han sido descritas por Salfeld
et al., Patente Estadounidense N° 6.090.382.

En un aspecto, la divulgacion se relaciona con el tratamiento de trastornos en los que la administracién de un
anticuerpo anti-TNFa resulta beneficiosa. Estos tratamientos incluyen la administracion subcutanea quincenal de
anticuerpos y porciones de anticuerpos D2E7, anticuerpos y porciones de anticuerpos relacionados con D2E7 vy
otros anticuerpos y porciones de anticuerpos humanos con propiedades equivalentes a D2E7, tales como una gran
afinidad de uniéon a hTNFa con una baja cinética de disociacion y una gran capacidad neutralizante. En un caso, la
divulgacion proporciona un tratamiento con un anticuerpo humano aislado, o una porcién de union a antigeno del
mlsmo que se disocia del TNFa. humano con una Ky de 1 x 10® M o inferior y una constante de velocidad Kq de 1 x
10° s™ o inferior, ambas determinadas por resonancia de plamones superﬁmales y neutraliza la citotoxicidad del
TNFo humano en un ensayo L929 in vitro estandar con una Clso de 1 x 107 M o inferior. Mas preferiblemente, el
antlcuerpo humano aislado, o porcion de unién a antigeno del mismo, se dlsoma del TNFa. humano con una Ko de 5
x 10* s™ o inferior, o incluso mas preferiblemente con una Ko de 1 x 10* s o inferior. Mas preferiblemente, el
anticuerpo humano aislado, o porcién de unién a antigeno deI mismo, neutraliza la citotoxicidad del TNFa humano
en un ensayo L929 in vitro estandar con una Clso de 1 x 10® M o inferior, |ncluso mas preferiblemente con una Clsg
de 1 x 10° M o inferior y aun mas preferiblemente con una Clsg de 1 x 10" M o inferior, En un caso preferido, el
anticuerpo es un anticuerpo recombinante humano aislado, o una porcién de unién a antigeno del mismo.

Es bien sabido en la técnica que los dominios CDR3 de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo desempefian
un importante papel en la especificidad/afinidad de unién de un anticuerpo para un antigeno. Por consiguiente, en
otro aspecto, la divulgacion se relaciona con métodos de tratamiento de trastornos en donde la administracion de un
anticuerpo anti-TNFa es beneficiosa mediante administracion subcutanea de anticuerpos humanos que tienen una
lenta cinética de disociacion para la asociacion con el hTNFa y que tienen dominios CDR3 de cadenas ligeras y
pesadas que estructuralmente son idénticos a, o estan relacionados con, los de D2E7. La posicién 9 de la CDR3 VL
de D2E7 puede estar ocupada por Ala o Thr sin afectar substancialmente a la Ko+ En consecuencia, una unidad
consenso para la CDR3 VL de D2E7 comprende la secuencia de aminoacidos: Q-R-Y-N-R-A-P-Y-(T/A) (SEC ID N°
3). Adicionalmente, la posicion 12 de la CDR3 VH de D2E7 puede estar ocupada por Tyr o Asn, sin afectar
substancialmente a la K. Por consiguiente, una unidad consenso para la CDR3 VH de D2E7 comprende la
secuencia de aminoacidos: V-S-Y-L-S-T-A-S-S-L-D-(Y/N) (SEC ID N° 4). Mas aun, tal como se demuestra en el
Ejemplo 2, el dominio CDR3 de las cadenas pesadas y ligeras de D2E7 es susceptible de substitucion con un solo
residuo de alanina (en la posicion 1,4, 5,7 6 8 en la CDR3 VL o en la posicion 2, 3,4, 5,6, 8,9, 10 6 11 en la CDR3
VH) sin afectar substancialmente a la Ko. AUn mas, el experto en la técnica apreciara que, dada la susceptibilidad
de los dominios CDR3 VL y VH de D2E7 a substituciones con alanina, puede ser posible la substitucion de otros
aminoacidos en los dominios CDR3 conservando aun la baja constante de velocidad de disociacion del anticuerpo,
en particular substituciones con aminoacidos conservadores. Una "substitucion con aminoacidos conservadores”, tal
como se utiliza aqui, es una en la que se reemplaza un residuo de aminoacido con otro residuo de aminoacido que
tiene una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de residuos de aminoacidos que tienen
cadenas laterales similares, incluyendo cadenas laterales basicas (v.g., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (v.g., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (v.g., glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (v.g., alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (v.g., treonina, valina, isoleucina) y
cadenas laterales aromaticas (v.g., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Preferiblemente, no se hacen mas de
una a cinco substituciones con aminoacidos conservadores en los dominios CDR3 VL y/o VH de D2E7. Mas
preferiblemente, no se hacen mas de una a tres substituciones con aminoacidos conservadores en los dominios
CDR3 VL y/o VH de D2E7. Adicionalmente, no se deberian hacer substituciones con aminoacidos conservadores en
posiciones de aminoacidos criticas para la unién al hTNFa. Las posiciones 2 y 5 de la CDR3 VL de D2E7 y las
posiciones 1y 7 de la CDR3 VH de D2E7 parecen ser criticas para la interaccion con hTNPa vy, por lo tanto,
preferiblemente no se hacen substituciones con aminoacidos conservadores en estas posiciones (aunque es
aceptable una substitucion con alanina en la posicion 5 de la CDR3 VL de D2E7, segun se ha descrito
anteriormente) (véase la Patente Estadounidense N° 6.090.382).

Por consiguiente, en otro caso, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en los que la
administracién de un antiuerpo anti-TNFa resulta beneficiosa mediante la administracion subcutanea quincenal de
un anticuerpo humano aislado, o de una porcién de union a antigeno del mismo. El anticuerpo o porcién de unién a
antigeno del mismo tiene preferiblemente las siguientes caracteristicas:

a) se disocia del TNFa humano con una constante de velocidad Ko de 1 x 10° s™ o inferior, segtn se determina
por resonancia de plamones superficiales;
b) tiene un dominio CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 3, o
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modificada a partir de la SEC. ID. N° 3 por una Unica substitucién de alanina en la posicién 1, 4, 5, 7 6 8 o por
una a cinco substituciones con aminoacidos conservadores en las posiciones 1, 3,4, 6,7, 8 y/o 9;

c) tiene un dominio CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 4, o
modificada a partir de la SEC. ID. N° 4 por una Unica substitucién de alanina en la posicién 2, 3, 4, 5,6, 8,9, 10 6
11 o por una a cinco substituciones con aminoacidos conservadores en las posiciones 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11
y/o 12.

Mas preferiblemente, el anticuerpo, o porciéon de union a antigeno del mismo, se disocia del TNFa. humano con una
Kot de 5 x 10 ™" o inferior. Incluso mas preferiblemente, el anticuerpo, o porcién de union a antigeno del mismo, se
disocia del TNFo humano con una Ko de 1 x 10 s™ o inferior.

En aun otro caso, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la administracion de un
anticuerpo anti-TNFo resulta beneficiosa mediante la administracion subcutanea quincenal de un anticuerpo humano
aislado, o de una porcién de unién a antigeno del mismo. El anticuerpo o la porcién de unién a antigeno del mismo
contiene preferiblemente una region variable de cadena ligera (LCVR) que tiene un dominio CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 3, o modificada a partir de la SEC. ID. N° 3 por una unica substitucion de
alanina en la posicién 1, 4, 5, 7 6 8, y con una regién variable de cadena pesada (HCVR) que tiene un dominio
CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4, o modificada a partir de la SEC. ID. N° 4 por
una Unica substitucién de alanina en la posicién 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 6 11. Preferiblemente, la LCVR tiene ademas
un dominio CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 5 (es decir, el CDR2 VL de D2E7)
y la HCVR tiene ademas un dominio CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 6 (es
decir, el CDR2 VH de D2E7). Incluso mas preferiblemente, la LCVR tiene ademas un dominio CDR1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 7 (es decir, el CDR1 VL de D2E7) y la HCVR tiene un dominio CDR1
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 8 (es decir, el CDR1 VH de D2E7). Las regiones
marco para VL son preferiblemente de la familia de la linea germinal humana Vkl, mas preferiblemente del gen Vk de
la linea germinal humana A20 y mas preferiblemente de las secuencias marco VL de D2E7 mostradas en las Figuras
1Ay 1B de la Patente Estadounidense N° 6.090.382. Las regiones marco para VH son preferiblemente de la familia
de la linea germinal humana Vux3, mas preferiblemente del gen VH de la linea germinal humana DP-31 y mas
preferiblemente de las secuencias marco VH de D2E7 mostradas en las Figuras 2A y 2B de la Patente
Estadounidense N° 6.090.382.

En aun otro caso, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la administracion de un
anticuerpo anti-TNFo resulta beneficiosa mediante la administraciéon subcutanea quincenal de un anticuerpo humano
aislado, o de una porcién de unidn a antigeno del mismo. El anticuerpo o la porcién de unién a antigeno del mismo
preferiblemente contiene una region variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEC ID N° 1 (es decir, la VL de D2E7) y una regién variable de cadena pesada (HCVR) que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2 (es decir, la VH de D2E7). En ciertos casos, el anticuerpo comprende
una regién constante de cadena pesada, tal como una region constante de IgG1, 1gG2, I1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o
IgD. Preferiblemente, la region constante de cadena pesada es una region constante de cadena pesada IgG1 o una
region constante de cadena pesada IgG4. Mas aun, el anticuerpo puede comprender una regiéon constante de
cadena ligera, ya sea una region constante de cadena ligera kappa o una region constante de cadena ligera lambda.
Preferiblemente, el anticuerpo comprende una region constante de cadena ligera kappa. De manera alternativa, la
porcidn de anticuerpo puede ser, por ejemplo, un fragmento Fab o un fragmento Fv de una sola cadena.

En aun otros casos, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en donde la administracion de
un anticuerpo anti-TNFa resulta beneficiosa mediante la administraciéon subcutanea quincenal de un anticuerpo
humano aislado, o de una porcién de unién a antigeno del mismo. El anticuerpo o la porcién de unién a antigeno del
mismo preferiblemente contiene dominios CDR3 VL y VH relacionados con D2E7, por ejemplo anticuerpos, o
porciones de unioén a antigeno de los mismos, con una region variable de cadena ligera (LCVR) que tiene un dominio
CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo consistente en la SEC ID N° 3, la
SEC. ID. N° 11, la SEC. ID. N° 12, la SEC. ID. N° 13, la SEC. ID. N° 14, la SEC. ID. N° 15, la SEC. ID. N° 16, la SEC.
ID. N° 17, la SEC. ID. N° 18, la SEC. ID. N° 19, la SEC. ID. N° 20, la SEC. ID. N° 21, la SEC. ID. N° 22, la SEC. ID.
N° 23, la SEC. ID. N° 24, la SEC. ID. N° 25 y la SEC. ID. N° 26, o con una regioén variable de cadena pesada (HCVR)
que tiene un dominio CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo consistente
enla SEC ID N° 4, la SEC. ID. N° 27, la SEC. ID. N° 28, la SEC. ID. N° 29, la SEC. ID. N° 30, la SEC. ID. N° 31, la
SEC. ID. N° 32, la SEC. ID. N° 33, la SEC. ID. N° 34 y la SEC. ID. N° 35.

Un anticuerpo o porcidon de anticuerpo de la divulgacion puede ser derivatizado o unirse a otra molécula funcional
(v.g., otro péptido o proteina). Por consiguiente, se pretende incluir en los anticuerpos y porciones de anticuerpos de
la divulgacion formas derivatizadas y de algun otro modo modificadas de los anticuerpos anti-hTNFa. humanos aqui
descritos, incluyendo moléculas de inmunoadhesion. Por ejemplo, un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la
divulgacion puede unirse funcionalmente (por copulaciéon quimica, fusiéon genética, asociacion no covalente o de
algun otro modo) a una o mas de otras entidades moleculares, tales como otro anticuerpo (v.g., un anticuerpo
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biespecifico o un diacuerpo), un agente detectable, un agente citotdxico, un agente farmacéutico y/o una proteina o
péptido, que pueden mediar en la asociacion del anticuerpo o porcion de anticuerpo con otra molécula (como una
region del nucleo de la estreptavidina o un marcaje de polihistidina).

Se produce un tipo de anticuerpo derivatizado entrecruzando dos o mas anticuerpos (del mismo tipo o de tipos
diferentes, v.g., para crear anticuerpos biespecificos). Como entrecruzantes adecuados, se incluyen los que son
heterobifuncionales, que tienen dos grupos que reaccionan de manera distinta separados por un espaciador
apropiado (v.g., éster m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida), u homobifuncionales (v.g., suberato de
disuccinimidilo). Dichos conectores pueden ser adquiridos de Pierce Chemical Company, Rockford, IL.

Como agentes detectables utiles con los que se puede derivatizar un anticuerpo o una porcién de anticuerpo de la
divulgacién, se incluyen compuestos fluorescentes. Como ejemplos de agentes detectables fluorescentes, se
incluyen fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamino-1-naftalenosulfonilo,
ficoeritrina y similares. También se puede derivatizar un anticuerpo con enzimas detectables, tales como fosfatasa
alcalina, peroxidasa de rabano picante, glucosa oxidasa y similares. Cuando se derivatiza un anticuerpo con una
enzima detectable, se detecta anadiendo reactivos adicionales que la enzima utiliza para producir un producto de
reaccion detectable. Por ejemplo, cuando esta presente el agente detectable peroxidasa de rabano picante, la
adicién de perdxido de hidrégeno y de diaminobenzidina da lugar a un producto de reaccién coloreado, que es
detectable. También se puede derivatizar un anticuerpo con biotina y detectarlo por medicion indirecta de la unién de
avidina o estreptavidina.

II. Expresién de anticuerpos

Se puede preparar un anticuerpo, o porcion de anticuerpo, de la divulgacion por expresion recombinante de genes
de cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulinas en una célula huésped. Para expresar un anticuerpo de manera
recombinante, se transfecta una célula huésped con uno o mas vectores de expresion recombinante portadores de
fragmentos de ADN codificantes de las cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulinas del anticuerpo, de forma que
las cadenas ligeras y pesadas se expresan en la célula huésped y, preferiblemente, se segregan al medio en el que
se cultivan las células huésped, de cuyo medio se pueden recuperar los anticuerpos. Se utilizan metodologias de
ADN recombinante estandar para obtener genes de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos, incorporar estos
genes en vectores de expresion recombinante e introducir los vectores en células huésped, tales como las descritas
en Sambrook, Fritsch y Maniatis (eds.), Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring
Harbor, N.Y., (1989); Ausubel, F.M. et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
Associates (1989), y Patente Estadounidense N° 4.816.397 de Boss et al.

Para expresar D2E7 o un anticuerpo relacionado con D2E7, se obtienen primeramente fragmentos de ADN
codificantes de las regiones variables de cadenas ligeras y pesadas. Se pueden obtener estos ADN por
amplificacion y modificacion de secuencias variables de cadenas ligeras y pesadas de la linea germinal utilizando la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Se conocen en la técnica secuencias de ADN de la linea germinal para
genes de regiones variables de cadenas pesadas y ligeras humanos (véase, v.g., la base de datos de secuencias de
linea germinal humanas "Vbase"; véanse también Kabat, E.A. et al. (1991), Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicion, U.S. Department of Health and Human Services, Publicaciéon NIH N° 91-3242; Tomlinson,
I.M. et al. (1992), "The Repertoire of Human Germline VH Sequences Reveals about Fifty Groups of VH Segments
with Different Hypervariable Loops", J. Mol. Biol. 227: 776-798; y Cox, J.P.L. et al. (1994), "A Directory of Human
Germ-line V78 Segments Reveals a Strong Bias in their Usage", Eur. J. Immunol. 24: 827-836). Para obtener un
fragmento de ADN codificante de la regién variable de cadena pesada de D2E7, o de un anticuerpo relacionado con
D2E7, se amplifica un miembro de la familia V43 de los genes VH de la linea germinal humana por PCR estandar.
Mas preferiblemente, se amplifica la secuencia de la linea germinal VH de DP-31. Para obtener un fragmento de
ADN codificante de la region variable de cadena ligera de D2E7, o de un anticuerpo relacionado con D2E7, se
amplifica un miembro de la familia V.l de los genes VL de la linea germinal humana por PCR estandar. Mas
preferiblemente, se amplifica la secuencia de la linea germinal VL de A20 VL. Se pueden disefiar cebadores de PCR
adecuados para uso en la amplificacion de las secuencias VH de la linea germinal DP-31 y VL de la linea germinal
A20 en base a las secuencias nucleotidicas expuestas en las referencias antes citadas, utilizando métodos estandar.

Una vez obtenidos los fragmentos VH y VL de la linea germinal, estas secuencias pueden ser mutadas para que
codifiquen las secuencias de aminoacidos D2E7 o relacionadas con D2E7 aqui descritas. Se comparan
primeramente las secuencias de aminoacidos codificadas por las secuencias de ADN VH y VL de la linea germinal
con las secuencias de aminoacidos VH y VL de D2E7 o relacionadas con D2E7 para identificar residuos de
aminoacidos en la secuencia D2E7 o relacionada con D2E7 que difieren de la linea germinal. Se mutan entonces los
nucledtidos apropiados de las secuencias de ADN de la linea germinal de forma que la secuencia de la linea
germinal mutada codifique la secuencia de aminoacidos D2E7 o relacionada con D2E7, utilizando el cédigo genético
para determinar qué cambios de nucleétidos habria que realizar. Se realiza la mutagénesis de las secuencias de la
linea germinal por métodos estandar, tales como mutagénesis mediada por PCR (en donde se incorporan los
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nucledtidos mutados en los cebadores de PCR, de forma que el producto de la PCR contiene las mutaciones) o
mutagénesis dirigida a sitio.

Una vez obtenidos fragmentos de ADN codificantes de segmentos VH y VL de D2E7 o relacionados con D2E7 (por
amplificacion y mutagénesis de genes VH y VL de la linea germinal, tal como se ha descrito anteriormente), estos
fragmentos de ADN pueden ser ademas manipulados por técnicas de ADN recombinante estandar, por ejemplo para
convertir los genes de las regiones variables en genes de cadenas de anticuerpos de longitud total, en genes de
fragmentos Fab o en un gen scFv. En estas manipulaciones, se une operativamente un fragmento de ADN
codificante de VL o VH a otro fragmento de ADN codificante de otra proteina, tal como una region constante de
anticuerpo o un conector flexible. El término "operativamente unido”, tal como se utiliza en este contexto, pretende
significar que los dos fragmentos de ADN se unen de forma que las secuencias de aminoacidos codificadas por los
dos fragmentos de ADN permanecen en marco.

El ADN aislado codificante de la regién VH puede convertirse en un gen de cadena pesada de longitud total uniendo
operativamente el ADN codificante de VH a otra molécula de ADN codificante de regiones constantes de cadenas
pesadas (CH1, CH2 y CH3). Las secuencias de los genes de regiones constantes de cadenas pesadas humanos
son conocidos en la técnica (véase, v.g., Kabat, E.A. et al. (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicion, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacion NIH N° 91-3242) y se pueden obtener
fragmentos de ADN que incluyen estas regiones por amplificacion por PCR estandar. La region constante de cadena
pesada puede ser una region constante 1IgG1, 19G2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD, pero mas preferiblemente es
una region constante IgG1 o IgG4. Para un gen de cadena pesada de fragmento Fab, el ADN codificante de VH
puede unirse operativamente a otra molécula de ADN codificante sélo de la regiéon constante CH1 de cadena
pesada.

El ADN aislado codificante de la region VL puede convertirse en un gen de cadena ligera de longitud total (asi como
un gen de cadena ligera Fab) uniendo operativamente el ADN codificante de VL a otra molécula de ADN codificante
de la region constante de cadena ligera, CL. Las secuencias de los genes de regiones constantes de cadenas
ligeras humanos son conocidos en la técnica (véase, v.g., Kabat, E.A. ef al. (1991), Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicién, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacion NIH N° 91-
3242) y se pueden obtener fragmentos de ADN que incluyen estas regiones por amplificacion por PCR estandar. La
region constante de cadena ligera puede ser una region constante kappa o lambda, pero mas preferiblemente es
una region constante kappa.

Para crear un gen scFv, los fragmentos de ADN codificantes de VH y VL se unen operativamente a otro fragmento
codificante de un conector flexible, v.g., codificante de la secuencia de aminoacidos (Glys-Ser)s, de forma que las
secuencias VH y VL pueden expresarse como una proteina de una sola cadena contigua, con las regiones VL y VH
unidas por el conector flexible (véanse, v.g., Bird et al. (1988), Science 242: 423-426; Huston et al. (1988), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883; McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552-554).

Para expresar los anticuerpos, o porciones de anticuerpo, de la divulgacion, se insertan ADN codificantes de
cadenas ligeras y pesadas de longitud parcial o total, obtenidas como se ha descrito anteriormente, en vectores de
expresion, de forma que los genes se unen operativamente a secuencias de control de la transcripcion y de la
traduccion. En este contexto, el término "operativamente unido" pretende significar que un gen de anticuerpo se liga
en un vector de forma que las secuencias de control de la transcripcion y de la traduccién en el vector realizan su
funcién pretendida de regulacién de la transcripcion y de la traduccion del gen de anticuerpo. Las secuencias del
vector de expresion y de control de expresion son seleccionadas de manera que sean compatibles con la célula
huésped de expresion utilizada. El gen de cadena ligera del anticuerpo y el gen de cadena pesada del anticuerpo
pueden ser insertados en un vector independiente o, mas tipicamente, ambos genes son insertados en el mismo
vector de expresion. Los genes de anticuerpos son insertados en el vector de expresiéon por métodos estandar (v.g.,
ligacion de sitios de restriccion complementarios en el fragmento del gen de anticuerpo y el vector, o ligacion de
extremos romos si no hay presencia de sitios de restriccion). Antes de la insercién de las secuencias de cadenas
ligeras o pesadas de D2E7 o relacionadas con D2E7, el vector de expresion puede llevar ya secuencias de region
constante de anticuerpos. Por ejemplo, una aproximacion a la conversiéon de las secuencias VH y VL de D2E7 o
relacionadas con D2E7 en genes de anticuerpo de longitud total consiste en insertarlas en vectores de expresion
que ya codifican regiones constantes de cadena pesada y regiones constantes de cadena ligera, respectivamente,
de forma que el segmento VH se une operativamente al/a los segmento(s) CH en el vector y el segmento VL se une
operativamente al segmento CL en el vector. Adicional o alternativamente, el vector de expresion recombinante
puede codificar un péptido sefal que facilite la secrecién de la cadena de anticuerpo por una célula huésped. Se
puede clonar el gen de la cadena de anticuerpo en el vector de tal modo que el péptido sefal se una en marco al
extremo amino del gen de la cadena de anticuerpo. El péptido sefial puede ser un péptido sefal de inmunoglobulina
o un péptido sefial heterdlogo (es decir, un péptido sefial de una proteina distinta de una inmunoglobulina).

Ademas de los genes de cadenas de anticuerpos, los vectores de expresion recombinante de la divulgacion llevan
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secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de cadenas de anticuerpos en una célula huésped.
El término "secuencia reguladora" pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de
expresion (v.g., sefiales de poliadenilaciéon) que controlan la transcripcion o la traduccion de los genes de cadenas
de anticuerpos. Dichas secuencias reguladoras estan descritas, por ejemplo, en Goeddel, Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Los expertos en la técnica
apreciaran que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de secuencias reguladoras, puede
depender de factores como la eleccién de la célula huésped que se ha de transformar, el nivel de expresion de
proteina deseado, etc. Como secuencias reguladoras preferidas para expresion en células huésped de mamiferos,
se incluyen elementos viricos que dirigen altos niveles de expresion de proteina en células de mamiferos, tales
como promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV) (como el promotor/potenciador de CMV),
de Virus Simiano 40 (SV40) (como el promotor/potenciador de SV40), de adenovirus, (v.g., el promotor tardio mayor
de adenovirus (AdMLP)) y de polioma. Para una mayor descripcion de elementos reguladores viricos y secuencias
de los mismos, véanse, v.g., la Patente Estadounidense N° 5.168.062 de Stinski, la Patente Estadounidense N°
4.510.245 de Bell et al. y la Patente Estadounidense N° 4.968.615 de Schaffner et al.

Ademas de los genes de cadenas de anticuerpos y de las secuencias reguladoras, los vectores de expresion
recombinante de la descripcion pueden llevar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la
replicacion del vector en células huésped (v.g., origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. El gen
marcador seleccionable facilita la seleccion de células huésped en las que se ha introducido el vector (véanse, v.g.,
las Patentes Estadounidense N° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de Axel et al.). Por ejemplo, tipicamente el
gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, a una
célula huésped en la que se ha introducido el vector. Como genes marcadores seleccionables preferidos, se
incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para uso en células huésped dhfr con seleccion con
metotrexato/amplificacion) y el gen neo (para seleccion con G418).

Para la expresion de las cadenas ligeras y pesadas, se transfecta(n) el/los vector(es) de expresion codificante(s) de
las cadenas pesadas vy ligeras en una célula huésped por técnicas estandar. Las diversas formas del término
"transfeccion" pretenden abarcar una amplia variedad de técnicas cominmente empleadas para la introduccion de
ADN exogeno en una célula huésped procariotica o eucaridtica, v.g., electroporacion, precipitacion con fosfato de
calcio, transfeccion con DEAE-dextrano y similares. Aunque es tedricamente posible expresar los anticuerpos de la
divulgacion, incluidos los anticuerpos para uso en la invencion en células huésped procariéticas o eucaridticas, la
expresion de anticuerpos en células eucaridticas, y mas preferiblemente en células huésped de mamiferos, es la
mas preferida, ya que dichas células eucaridticas, y en particular las células de mamiferos, tienen mas probabilidad
que las células procaridticas de reunirse y segregar un anticuerpo apropiadamente plegado e inmunolégicamente
activo. Se ha dicho que la expresion procariética de genes de anticuerpos es ineficaz para la produccion de altos
rendimientos de anticuerpo activo (Boss, M.A. y Wood, C. R. (1985), Immunology Today 6: 12-13).

Como células huésped de mamiferos preferidas para expresar los anticuerpos recombinantes de la divulgacion,
incluyendo los anticuerpos recombinantes para uso en la invencion, se incluyen células de Ovario de Hamster Chino
(células CHO) (incluyendo células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y Chasin, (1980), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:
4216-4220, utilizadas con un marcador seleccionable DHFR, v.g., tal como se describe en R.J. Kaufman y P.A.
Sharp (1982), Mol. Biol. 159: 601-621), células de mieloma NSO, células COS y células SP2. Cuando se introducen
vectores de expresion recombinante codificantes de genes de anticuerpos en células huésped de mamiferos, se
producen los anticuerpos cultivando las células huésped durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
expresion del anticuerpo en las células huésped o, mas preferiblemente, la secrecion del anticuerpo al medio de
cultivo en el que se cultivan las células huésped. Se pueden recuperar los anticuerpos del medio de cultivo utilizando
métodos de purificacion de proteinas estandar.

También se pueden utilizar células huésped para producir porciones de anticuerpos intactos, tales como fragmentos
Fab o moléculas scFv. Se entendera que las variaciones en el procedimiento anterior quedan dentro del alcance de
la presente descripcion. Por ejemplo, puede ser deseable transfectar una célula huésped con ADN codificante bien
de la cadena ligera, bien de la cadena pesada (pero no de ambas) de un anticuerpo de esta divulgacién. También se
puede emplear tecnologia de ADN recombinante para eliminar parte o todo del ADN codificante de una o de ambas
de las cadenas ligera y pesada que no es necesario para la union a hTNFa. Las moléculas expresadas a partir de
dichas moléculas de ADN truncadas quedan también incluidas en los anticuerpos de la invencién. Ademas, se
pueden producir anticuerpos bifuncionales en donde una cadena pesada y una ligera son un anticuerpo de la
divulgacion y la otra cadena pesada y la otra ligera son especificas para un antigeno distinto del hTNFa por
entrecruzamiento de un anticuerpo de la invencién con un segundo anticuerpo por métodos de entrecruzamiento
quimico estandar.

En un sistema preferido para la expresion recombinante de un anticuerpo, o porcion de unién a antigeno del mismo,

de la invencién, se introduce un vector de expresion recombinante codificante tanto de la cadena pesada del
anticuerpo como de la cadena ligera del anticuerpo en células CHO dhfr- por transfeccion mediada por fosfato de
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calcio. En el vector de expresion recombinante, los genes de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo estan cada
uno operativamente unidos a elementos reguladores potenciador CMV/promotor AAMLP para dirigir la produccion de
altos niveles de transcripcion de los genes. El vector de expresion recombinante lleva también un gen DHFR, que
permite la seleccion de células CHO que han sido transfectadas con el vector utilizando selecciéon con
metotrexato/amplificacion. Se cultivan las células huésped transformantes seleccionadas para permitir la expresion
de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo y se recupera anticuerpo intacto del medio de cultivo. Se usan
técnicas de biologia molecular estandar para preparar el vector de expresion recombinante, transfectar las células
huésped, seleccionar transformantes, cultivar las células huésped y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo.

lll. Seleccion de anticuerpos humanos recombinantes

Se pueden aislar anticuerpos humanos recombinantes de la divulgacion, ademas del D2E7 o una porcién de unién a
antigeno del mismo, o de los anticuerpos relacionados con D2E7 aqui desvelados, por cribado de una biblioteca de
anticuerpos combinatoria recombinante, preferiblemente una biblioteca de exhibiciéon de fagos scFv, preparada
utilizando ADNc VL y VH humanos preparados a partir de ARNm derivado de linfocitos humanos. Las metodologias
para preparar y cribar dichas bibliotecas son conocidas en la técnica. Ademas de kits comerciales para la generacion
de bibliotecas de exhibicion de fagos (v.g., el Recombinant Phage Antibody System de Pharmacia, n® de catalogo
27-9400-01, y el kit de exhibicion de fagos SurfZAP™ de Stratagene, n° de catalogo 240612), se pueden encontrar
ejemplos de métodos y reactivos particularmente aplicables a su uso en la generacion y el cribado de bibliotecas de
exhibicion de anticuerpos en, por ejemplo, Ladner et al., Patente Estadounidense N° 5.223.409; Kang et al.,
Publicacion PCT N° WO 92/18619; Dower et al., Publicacion PCT N° WO 91/17271; Winter et al., Publicaciéon PCT
N° WO 92/20791; Markland et al., Publicacion PCT N° WO 92/15679; Breitling et al., Publicacion PCT N° WO
93/01288; McCafferty et al., Publicacion PCT N° WO 92/01047; Garrard et al., Publicacion PCT N° WO 92/09690;
Fuchs et al. (1991), Nature Biotechnology 9: 1369-1372; Hay et al. (1992), Hum. Antibod. 3: 81-85; Huse et al.
(1989), Science 246: 1275-1281; McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552-554; Griffiths et al. (1993), EMBO J 12:
725-734; Hawkins et al. (1992), J. Mol. Biol. 226: 889-896; Clackson et al. (1991), Nature 352: 624-628; Gram et al.
(1992), PNAS 89: 3576-3580; Garrard et al. (1991), Nature Biotechnology 9: 1373-1377; Hoogenboom et al. (1991),
Nuc. Acid Res. 19: 4133-4137; y Barbas et al. (1991), PNAS 88: 7978-7982.

En un caso preferido, para aislar anticuerpos humanos con alta afinidad y baja constante de velocidad de disociacion
para hTNFa, se utiliza primeramente un anticuerpo anti-hTNFa murino que tiene alta afinidad y baja constante de
velocidad de disociacion para hTNFa (v.g., MAK 195, el hibridoma que tiene el nimero de depdsito ECACC 87
050801) para seleccionar secuencias de cadenas pesadas y ligeras humanas que tienen una actividad de union
similar hacia el hTNFa, utilizando los métodos de impronta de epitopos descritos en Hoogenboom et al., Publicacion
PCT N° WO 93/06213. Las bibliotecas de anticuerpos utilizadas en este método son preferiblemente bibliotecas scFv
preparadas y cribadas como se describe en McCafferty et al., Publicacion PCT N° WO 92/01047, McCafferty et al.,
Nature (1990), 348: 552-554; y Griffiths et al. (1993), EMBO J 12: 725-734. Las bibliotecas de anticuerpos scFv son
preferiblemente cribadas utilizando TNFa. humano recombinante como antigeno.

Una vez seleccionados los segmentos VL y VH humanos iniciales, se realizan experimentos de "mezcla y
correspondencia”, en donde se criban diferentes pares de los segmentos VL y VH inicialmente seleccionados en
cuanto a la unién al hTNFa, para seleccionar combinaciones preferidas de pares VL/VH. Adicionalmente, para
mejorar aun mas la afinidad y/o disminuir la constante de velocidad de disociacién para la uniéon al hTNFa, se
pueden mutar aleatoriamente los segmentos VL y VH del/de los par(es) VL/VH preferido(s), preferiblemente en la
region CDR3 de VH y/o VL, en un proceso andlogo al proceso de mutacién somatica in vivo responsable de la
maduracién de la afinidad de los anticuerpos durante una respuesta inmune natural. Se puede conseguir esta
maduracién de la afinidad in vitro amplificando regiones VH y VL mediante el uso de cebadores de PCR
complementarios a la CDR3 de VH o a la CDR3 de VL, respectivamente, cuyos cebadores han sido "contaminados”
con una mezcla aleatoria de las cuatro bases nucleotidicas en ciertas posiciones, de forma que los productos de
PCR resultantes codifican segmentos VH y VL en donde se han introducido mutaciones aleatorias en las regiones
CDR3 VH y/o VL. Estos segmentos VH y VL aleatoriamente mutados pueden ser cribados de nuevo en cuanto a la
union al hTNFa y se pueden seleccionar secuencias que exhiben una elevada afinidad y una baja velocidad de
disociacion para la unién al hTNFa.

Después del cribado y del aislamiento de un anticuerpo anti-hTNFa de la divulgacion a partir de una biblioteca de
exhibicion de inmunoglobulinas recombinante, se puede recuperar el acido nucleico codificante del anticuerpo
seleccionado a partir del paquete de exhibicion (v.g., del genoma del fago) y subclonarlo en otros vectores de
expresion por técnicas de ADN recombinante estandar. Si se desea, el acido nucleico puede ser ademas
manipulado para crear otras formas de anticuerpo de la divulgacion (v.g., unido a acido nucleico codificante de
dominios de inmunoglobulinas adicionales, tales como regiones constantes adicionales). Para expresar un
anticuerpo humano recombinante aislado por cribado de una biblioteca combinatoria, se clona el ADN codificante del
anticuerpo en un vector de expresion recombinante y se introduce en una célula huésped de mamifero, tal como se
describe con mas detalle en la Seccion Il anterior.
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IV. Composiciones farmacéuticas y administracion farmacéutica

Los anticuerpos y porciones de anticuerpos de la divulgacion pueden ser incorporados a composiciones
farmacéuticas adecuadas para administracion a un sujeto para los métodos aqui descritos, v.g., por dosificacion
subcutanea quincenal. Tipicamente, la composicion farmacéutica incluye un anticuerpo (o porcion de anticuerpo) de
la divulgacion y/o metotrexato y un soporte farmacéuticamente aceptable. Tal como se utiliza aqui, "soporte
farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de solventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcién y similares que sean
fisioldgicamente compatibles y que sean adecuados para administracion a un sujeto para los métodos aqui
descritos. Como ejemplos de soportes farmacéuticamente aceptables, se incluyen uno o mas de agua, solucion
salina, solucion salina tamponada con fosfatos, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como sus combinaciones.
En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo azlcares, polialcoholes, tales como manitol
y sorbitol, o cloruro de sodio, en la composicion. Los soportes farmacéuticamente aceptables pueden ademas incluir
cantidades menores de substancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o
tampones, que incrementan la vida util o efectividad del anticuerpo o porcién de anticuerpo.

Las composiciones de esta divulgacién pueden estar en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo,
formas de dosificacion liquidas, semisolidas y sélidas, tales como soluciones liquidas (v.g., soluciones inyectables e
infundibles), dispersiones o suspensiones, tabletas, pildoras, polvos, liposomas y supositorios. La forma preferida
depende del modo pretendido de administracion y de la aplicacion terapéutica. Las composiciones preferidas tipicas
estan en forma de soluciones inyectables o infundibles, tales como composiciones similares a las utilizadas para la
inmunizacion pasiva de humanos con otros anticuerpos. El modo preferido de administraciéon es parenteral (v.g.,
intravenoso, subcutaneo, intraperitoneal, intramuscular). En un caso preferido, el anticuerpo es administrado por
infusién o inyeccion intravenosa. En otro caso preferido, el anticuerpo es administrado por inyeccion intramuscular.
En un caso particularmente preferido, el anticuerpo es administrado por inyeccién subcutanea (v.g., una inyeccion
subcutanea quincenal).

Las composiciones terapéuticas deben tipicamente ser estériles y estables en las condiciones de fabricacion y de
almacenamiento. La composicién puede ser formulada como una solucién, una microemulsion, una dispersion, un
liposoma u otra estructura ordenada adecuada para una elevada concentraciéon de farmaco. Se pueden preparar
soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo (es decir, el anticuerpo o porcion de anticuerpo)
en la cantidad necesaria en un solvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados
anteriormente, segun sea necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. En general, se preparan dispersiones
incorporando el compuesto activo a un vehiculo estéril que contiene un medio basico de dispersion y los otros
ingredientes necesarios de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son la desecacion a vacio y la liofilizacion,
que dan un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucion
previamente esterilizada por filtracion de los mismos. Se puede mantener la fluidez apropiada de una solucién, por
ejemplo, mediante el uso de un revestimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula
requerido en el caso de una dispersion y mediante el uso de surfactantes. Se puede provocar la absorcion
prolongada de composiciones inyectables incluyendo en la composicion un agente que retrasa la absorcion, por
ejemplo sales de monoestearato y gelatina.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpos de la presente divulgacion pueden ser administrados mediante una
variedad de métodos conocidos en la técnica, aunque, para muchas aplicaciones terapéuticas, la via/modo de
administracion preferido es la inyeccion subcutanea. Como apreciara el experto en la técnica, la via y/o el modo de
administracion variaran dependiendo de los resultados deseados. En ciertos casos, el compuesto activo puede ser
preparado con un soporte que protegera el compuesto frente a una rapida liberacién, tal como una formulacion de
liberacion controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos y sistemas de administracion
microencapsulados. Se pueden usar polimeros biocompatibles biodegradables, tales como acetato de etilenvinilo,
polietilenglicol (PEG), polianhidridos, acido poliglicolico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Muchos
métodos para la preparacion de tales formulaciones estan patentados o son generalmente conocidos para los
expertos en la técnica. Véase, v.g., Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed.,
Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

En ciertos casos, se puede administrar un anticuerpo o porcidon de anticuerpo de la divulgaciéon por via oral, por
ejemplo con un diluyente inerte o un soporte comestible asimilable. EI compuesto (y otros ingredientes, si se desea)
puede también ir encerrado en una capsula de gelatina de corteza dura o blanda, comprimido en tabletas o
incorporado directamente a la dieta del sujeto. Para una administracion terapéutica oral, los compuestos pueden ser
incorporados con excipientes y usados en forma de tabletas ingeribles, tabletas bucales, trociscos, capsulas, elixires,
suspensiones, jarabes, obleas y similares. Para administrar un compuesto de la divulgacion mediante una
administracion distinta a la parenteral, puede ser necesario revestir el compuesto con, o coadministrar el compuesto
con, un material para evitar su inactivacion.
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También se pueden incorporar compuestos activos suplementarios a las composiciones. En ciertos casos, se
coformula y/o coadministra un anticuerpo o porcién de anticuerpo de la divulgacion con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales. Por ejemplo, se puede coformular y/o coadministrar un anticuerpo o porcién de anticuerpo
anti-hTNFa de la divulgacion con metotrexato, uno o mas anticuerpos adicionales que se unen a otros objetivos
(v.g., anticuerpos que se unen a otras citoquinas o que se unen a moléculas de la superficie celular), una o mas
citoquinas, receptor de TNFa soluble (véase, v.g., la Publicacion PCT N° WO 94/06476) y/o uno o mas agentes
quimicos que inhiben la produccién o actividad del hTNFa (como derivados de ciclohexanilideno, tal como se
describe en la Publicacion PCT N° WO 93/19751). Mas aun, se pueden usar uno o mas anticuerpos de la
divulgacion en combinacion con dos o mas de los anteriores agentes terapéuticos. Dichas terapias de combinacion
pueden utilizar ventajosamente dosificaciones inferiores de los agentes terapéuticos administrados, evitando de este
modo posibles toxicidades o complicaciones asociadas a las diversas monoterapias. El uso de los anticuerpos, o
porciones de anticuerpos, de la divulgacion en combinacién con otros agentes terapéuticos es discutido con mas
detalle en la subseccion IV.

Como ejemplos no limitativos de agentes terapéuticos para la artritis reumatoide con los que se puede combinar un
anticuerpo, o porcion de anticuerpo, de la invencion, se incluyen los siguientes: farmaco(s) antiinflamatorio(s) no
esteroideo(s) (FAINE); farmaco(s) antiinflamatorio(s) supresor(es) de citoquinas (FAISC); CDP-571BAY-10-3356
(anticuerpo anti-TNFoa humanizado; Celltech/Bayer); cA2 (anticuerpo anti-TNFa quimérico; Centocor); 75 kdTNFR-
IgG (proteina de fusion receptor de TNF de 75 kD-IgG; Immunex; véanse, v.g., Arthritis & Rheumatism (1994), Vol.
37, S295; J. Invest. Med. (1996), Vol. 44, 235A); 55 kdTNFR-IgG (proteina de fusion receptor de TNF de 55 kD-IgG;
Hoffmann-LaRoche); IDEC-CE9.1/SB 210396 (anticuerpo anti-CD4 primatizado no deplecionante; IDEC/SmithKline;
véase, v.g., Arthritis & Rheumatism (1995), Vol. 38, S185); DAB 486-IL-2 y/o DAB 389-IL-2 (proteinas de fusion de
IL-2; Seragen; véanse, v.g., Arthritis & Rheumatism (1993), Vol. 36, 1223); Anti-Tac (anti-IL-2Ra. humanizado;
Protein Design Labs/Roche); IL-4 (citoquina antiinflamatoria; DNAX/Schering); IL-10 (SCH 52000; IL-10
recombinante, citoquina antiinflamatoria; DNAX/Schering); IL-4; agonistas de IL-10 y/o IL-4 (v.g., anticuerpos
agonistas); IL-1RA (antagonista de los receptores de IL-1; Synergen/Amgen); TNF-bp/s-TNFR (proteina de unién a
TNF soluble; véanse, v.g., Arthritis & Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S284; Amer. J. Physiol. - Heart
and Circulatory Physiology (1995), Vol. 268, pp. 37-42); R973401 (inhibidor de fosfodiesterasa Tipo IV; véase, v.g.,
Arthritis & Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S282); MK-966 (inhibidor de COX-2; véase, v.g., Arthritis
& Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S81); lloprost (véase, v.g., Arthritis & Rheumatism (1996), Vol. 39,
N° 9 (suplemento), S82); metotrexato; talidomida (véase, v.g., Arthritis & Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9
(suplemento), S282) y farmacos relacionados con la talidomida (v.g., Celgen); leflunomida (antiinflamatorio e
inhibidor de citoquinas; véanse, v.g., Arthritis & Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S131; Inflammation
Research (1996), Vol. 45, pp. 103-107); acido tranexamico (inhibidor de la activacion del plasmindgeno; véase, v.g.,
Arthritis & Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S284); T-614 (inhibidor de citoquinas; véase, v.g., Arthritis
& Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S282); prostaglandina E1 (véase, v.g., Arthritis & Rheumatism
(1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S282); Tenidap (farmaco antiinflamatorio no esteroideo; véase, v.g., Arthritis &
Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S280); Naproxeno (farmaco antiinflamatorio no esteroideo; véase,
v.g., Neuro Report (1996), Vol. 7, pp. 1209-1213); Meloxicam (farmaco antiinflamatorio no esteroideo); Ibuprofeno
(farmaco antiinflamatorio no esteroideo); Piroxicam (farmaco antiinflamatorio no esteroideo); Diclofenaco (farmaco
antiinflamatorio no esteroideo); Indometacina (farmaco antiinflamatorio no esteroideo); Sulfasalazina (véase, v.g.,
Arthritis & Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S281); Azatioprina (véase, v.g., Arthritis & Rheumatism
(1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S281); inhibidor de la ICE (inhibidor de la enzima conversora de la interleuquina-
1B); inhibidor de zap-70 y/o Ick (inhibidor de la tirosina kinasa zap-70 o Ick); inhibidor de VEGF y/o inhibidor de
VEGF-R (inhibidores del factor de crecimiento de las células endoteliales vasculares o del receptor del factor de
crecimiento de las células endoteliales vasculares; inhibidores de la angiogénesis); farmacos antiinflamatorios
corticosteroides (v.g., SB203580); inhibidores de la TNFconvertasa; anticuerpos anti-IL-12; interleuquina-11 (véase,
v.g., Arthritis & Rheumatism (1996), Vol. 39, No. 9 (suplemento), S296); interleuquina-13 (véase, v.g., Arthritis &
Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S308); inhibidores de la interleuquina-17 (véase, v.g., Arthritis &
Rheumatism (1996), Vol. 39, N° 9 (suplemento), S120); oro; penicilamina; cloroquina; hidroxicloroquina;
clorambucilo; ciclofosfamida; ciclosporina; irradiacion linfoide total; globulina antitimocitos; anticuerpos anti-CD4;
toxinas CDS5; péptidos y colageno administrados por via oral; lobenzarit disédico; los Agentes Reguladores de
Citoquinas (ARC) HP228 y HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.); oligodesoxinucleétidos fosforotioato antisentido
ICAM-1 (ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.); receptor de complemento soluble 1 (TP10; T Cell Sciences, Inc.);
prednisona; orgoteina; polisulfato de glicosaminoglicano; minociclina; anticuerpos anti-IL2R; lipidos marinos y
botanicos (acidos grasos de peces y de semillas de plantas; véase, v.g., DelLuca et al. (1995), Rheum. Dis. Clin.
North Am. 21: 759-777); auranofina; fenilbutazona; acido meclofenamico; acido flufenamico; inmunoglobulina
intravenosa; zileutén; acido micofendlico (RS-61443); tacrolimus (FK-506); sirolimus (rapamicina); amiprilosa
(terafectina); cladribina (2-clorodesoxiadenosina); y azaribina.

Como ejemplos no limitativos de agentes terapéuticos para la enfermedad inflamatoria del intestino con los que se
puede combinar un anticuerpo, o porciéon de anticuerpo, de la divulgacion, se incluyen los siguientes: budenosida;
factor de crecimiento epidérmico; corticosteroides; ciclosporina, sulfasalazina; aminosalicilatos; 6-mercaptopurina;
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azatioprina; metronidazol; inhibidores de la lipoxigenasa; mesalamina; olsalazina; balsalazida; antioxidantes;
inhibidores de tromboxanos; antagonistas de los receptores de IL-1; anticuerpos monoclonales anti-IL-1p;
anticuerpos monoclonales anti-IL-6; factores de crecimiento; inhibidores de la elastasa; compuestos de
piridinilimidazol; CDP-571/BAY-10-3356 (anticuerpo anti-TNFo humanizado; Celltech/Bayer); cA2 (anticuerpo anti-
TNFa quimérico; Centocor); 75 kdTNFR-IgG (proteina de fusion receptor de TNF de 75 kD-IgG; Immunex; véanse,
v.g., Arthritis & Rheumatism (1994), Vol. 37, S295; J. Invest. Med. (1996), Vol. 44, 235A); 55 kdTNFR-IgG (proteina
de fusion receptor de TNF de 55 kD-1gG; Hoffmann-LaRoche); interleuquina-10 (SCH 52000; Schering Plough); IL-4;
agonistas de IL-10 y/o IL-4 (v.g., anticuerpos agonistas); interleuquina-11; profarmacos conjugados a glucurénido o a
dextrano de prednisolona, dexametasona o budesonida; oligodesoxinucleétidos de fosforotioato antisentido ICAM-1
(ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.); receptor de complemento soluble 1 (TP10; T Cell Sciences, Inc.); mesalazina
de liberacion lenta; metotrexato; antagonistas del Factor de Activacion de las Plaquetas (PAF); ciprofloxacina; y
lignocaina.

Como ejemplos no limitativos de agentes terapéuticos para la esclerosis multiple con los que se puede combinar un
anticuerpo, o porcidon de anticuerpo, de la divulgacion, se incluyen los siguientes: corticosteroides; prednisolona;
metilprednisolona; azatioprina; ciclofosfamida; ciclosporina; metotrexato; 4-aminopiridina; tizanidina; interferén-p1a
(Avonex™; Biogen); interferon-p1b (Betaseron™; Chiron/Berlex); Copolimero 1 (Cop-1; Copaxone™; Teva
Pharmaceutical Industries, Inc.); oxigeno hiperbarico; inmunoglobulina intravenosa; clabribina; CDP-571/BAY-10-
3356 (anticuerpo anti-TNFa humanizado; Celltech/Bayer); cA2 (anticuerpo anti-TNFoa quimérico; Centocor); 75
kdTNFR-IgG (proteina de fusion receptor de TNF de 75 kD-IgG; Immunex; véanse, v.g., Arthritis & Rheumatism
(1994), Vol. 37, S295; J. Invest. Med. (1996), Vol. 44, 235A); 55 kdTNFRIgG (proteina de fusion receptor de TNF de
55 kD-IgG; Hoffmann-LaRoche); IL-10; IL-4; y agonistas de IL-10 y/o IL-4 (v.g., anticuerpos agonistas).

Como ejemplos no limitativos de agentes terapéuticos para la sepsis con los que se puede combinar un anticuerpo,
0 porcién de anticuerpo, de la divulgacion, se incluyen los siguientes: soluciones salinas hipertonicas; antibiéticos;
gamma-globulina intravenosa; hemofiltracién continua; carbapenems (v.g., meropenem); antagonistas de citoquinas,
tales como TNFa, IL-1B, IL-6 y/o IL-8; CDP-571/BAY-10-3356 (anticuerpo anti-TNFoa humanizado; Celltech/Bayer);
cA2 (anticuerpo anti-TNFo quimérico; Centocor); 75 kdTNFR-IgG (proteina de fusion receptor de TNF de 75 kD-IgG;
Immunex; véanse, v.g., Arthritis & Rheumatism (1994), Vol. 37, S295; J. Invest. Med. (1996), Vol. 44, 235A); 55
kdTNFR-IgG (proteina de fusion receptor de TNF de 55 kD-IgG; Hoffmann-LaRoche); los Agentes Reguladores de
Citoquinas (ARC) HP228 y HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.); SK&F 107647 (péptido de bajo peso molecular;
SmithKline Beecham); guanilhidrazona tetravalente CNI-1493 (Picower Institute); Inhibidor de la Ruta del Factor
Tisular (TFPI; Chiron); PHP (hemoglobina quimicamente modificada; APEX Bioscience); quelantes y quelatos de
hierro, incluyendo el complejo acido dietilentriaminopentaacético-hierro (Ill) (DTPA iron (lll); Molichem Medicines);
lisofilina (metilxantina de pequefia molécula sintética; Cell Therapeutics, Inc.); PGG-Glucano (B1,3glucano soluble
acuoso; Alpha-Beta Technology); apolipoproteina A-1 reconstituida con lipidos; acidos hidroxamicos quirales
(antibacterianos sintéticos que inhiben la biosintesis de lipido A); anticuerpos antiendotoxinas; E5531 (antagonista
del lipido A sintético; Eisai America, Inc.); rBPly; (fragmento N-terminal recombinante de la proteina
bactericida/incrementadora de la permeabilidad humana); y Péptidos AntiEndotoxina Sintéticos (SAEP; BiosYnth
Research Laboratories);

Como ejemplos no limitativos de agentes terapéuticos para el sindrome de distrés respiratorio del adulto (ARDS) con
los que se puede combinar un anticuerpo, o porcion de anticuerpo, de la divulgacion, se incluyen los siguientes:
anticuerpos anti-IL-8; terapia de reemplazo del surfactante; CDP-571/BAY-10-3356 (anticuerpo anti-TNFa
humanizado; Celltech/Bayer); cA2 (anticuerpo anti-TNFo quimérico; Centocor); 75 kdTNFR-IgG (proteina de fusion
receptor de TNF de 75 kD-IgG; Immunex; véanse, v.g., Arthritis & Rheumatism (1994), Vol. 37, S295; J. Invest. Med.
(1996), Vol. 44, 235A); y 55 kdTNFR-IgG (proteina de fusion receptor de TNF de 55 kD-IgG; Hoffmann-LaRoche).

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden incluir una "cantidad terapéuticamente efectiva" o una
"cantidad profilacticamente efectiva" de un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la divulgacion. Una "cantidad
terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, a las dosificaciones y durante los periodos de tiempo
necesarios, para conseguir el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo
o porcion de anticuerpo puede variar segun factores como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del
individuo y la capacidad del anticuerpo o porcidon de anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el
individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva es también una en la que cualesquiera efectos toéxicos o
perjudiciales del anticuerpo o porcién de anticuerpo quedan superados por los efectos terapéuticamente
beneficiosos. Una "cantidad profilacticamente efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, a las dosificaciones y
durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado. Tipicamente, como se
usa una dosis profilactica en sujetos antes, o en una fase anterior, de la enfermedad, la cantidad profilacticamente
efectiva sera inferior a la cantidad terapéuticamente efectiva.

Los regimenes de dosificacion pueden ser ajustados para que proporcionen la respuesta 6ptima deseada (v.g., una
respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden administrar varias
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dosis divididas a lo largo del tiempo o se puede reducir o aumentar proporcionalmente la dosis segun indiquen las
exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de
unidad de dosificacién para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacién. Forma de unidad de
dosificacién, tal como se utiliza aqui, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones
unitarias para los sujetos mamiferos que han de ser tratados, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada
de principio activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el soporte farmacéutico
requerido. Las especificaciones para las formas de unidad de dosificacion de la divulgacién vienen dictadas por, y
dependen directamente de, (a) las caracteristicas Unicas del principio activo y el efecto terapéutico o profilactico
particular que se ha de conseguir y (b) las limitaciones inherentes a la técnica de formulaciéon de dicho principio
activo para el tratamiento de la sensibilidad en los individuos.

Un rango no limitativo ejemplar para la cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un anticuerpo o porcion de
anticuerpo de la divulgacion es de 10-100 mg, mas preferiblemente de 20-80 mg y mas preferiblemente de
aproximadamente 40 mg. Hay que hacer notar que los valores de dosificacion pueden variar con el tipo y la
severidad de la afeccion que ha de ser aliviada. Hay que entender ademas que, para cualquier sujeto en particular,
los regimenes de dosificacion especificos deben ser ajustados a lo largo del tiempo segun la necesidad individual y
el juicio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las composiciones, y que los
rangos de dosificacién aqui indicados son sélo ejemplares y no pretenden limitar el alcance o la practica de la
composicion desvelada.

Ahora, en base a la divulgacion presentada anteriormente, y a la divulgacion contenida en cualquier otro lugar del
presente documento, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-TNFa. humano aislado para uso en el
tratamiento de la artritis reumatoide de moderada a severa, como se expone en la reivindicacion 1 adjunta, donde el
anticuerpo ha de ser administrado en combinaciéon con metotrexato.

Mas en general, sin embargo, la siguiente subseccion desvela diversos usos para los anticuerpos de la presente
divulgacion.

V. Usos de los anticuerpos de la divulgacion

Dada su capacidad para unirse al hTNFa, los anticuerpos anti-hTNFa, o porciones de los mismos, de la descripcion
pueden ser utilizados para detectar hTNFa (v.g., en una muestra bioldgica, tal como suero o plasma), usando un
inmunoensayo convencional, tal como un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA), un radioinmunoensayo
(RIA) o inmunohistoquimica de tejidos. La descripcion proporciona un método para detectar hTNFo en una muestra
biolégica que consiste en poner en contacto una muestra bioldgica con un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la
invencion y detectar ya sea el anticuerpo (o porcién de anticuerpo) unido a hTNFa, ya sea anticuerpo (o porcion de
anticuerpo) no unido, para de este modo detectar hTNFa en la muestra biolégica. Se marca el anticuerpo directa o
indirectamente con una substancia detectable para facilitar la deteccion del anticuerpo unido o no unido. Como
substancias detectables adecuadas, se incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes,
materiales luminescentes y materiales radiactivos. Como ejemplos de enzimas adecuadas, se incluyen peroxidasa
de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o acetilcolinesterasa; como ejemplos de complejos de grupos
prostéticos adecuados, se incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; como ejemplos de materiales
fluorescentes adecuados, se incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilaminofluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de material luminescente incluye
luminol; y como ejemplos de material radiactivo adecuado, se incluyen 125I, 131I, %3 0 *H.

Como alternativa al marcaje del anticuerpo, se puede estudiar el hTNFa en fluidos biolégicos mediante un
inmunoensayo competitivo utilizando patrones de rhTNFo marcados con una substancia detectable y un anticuerpo
anti-hTNFa no marcado. En este ensayo, se combinan la muestra bioldgica, los patrones de rhTNFa marcados y el
anticuerpo anti-hTNFa y se determina la cantidad de patron rhTNFo marcado unido al anticuerpo no marcado. La
cantidad de hTNFa en la muestra biolégica es inversamente proporcional a la cantidad de patréon de hTNFa marcado
unido al anticuerpo anti-hTNFa..

También se puede usar un anticuerpo D2E7 de la descripcion para detectar TNFa de especies distintas de los
humanos, en particular TNFa de primates (v.g., chimpancé, babuino, titi, cynomolgus y rhesus), cerdo y ratén, ya
que D2E7 puede unirse a cada uno de estos TNFa.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpos de la descripcion son capaces de neutralizar la actividad del hTNFa
tanto in vitro como in vivo (véase la Patente Estadounidense N° 6.090.382). Mas aun, al menos algunos de los
anticuerpos de la descripcion, tal como D2E7, pueden neutralizar la actividad del hTNFa de otras especies. Por
consiguiente, se pueden usar los anticuerpos y porciones de anticuerpos de la descripcion para inhibir la actividad
del hTNFa, v.g., en un cultivo celular que contiene hTNFa, en sujetos humanos o en otros sujetos mamiferos que
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tienen TNFo con los que un anticuerpo de la invencion presenta reaccion cruzada (v.g., chimpancé, babuino, titi,
cynomolgus y rhesus, cerdo o raton). En un caso, la divulgacién proporciona un método para inhibir la actividad del
TNFa consistente en poner en contacto el TNFa con un anticuerpo o porcidon de anticuerpo de la invencién, de tal
modo que se inhibe la actividad del TNFa. Preferiblemente, el TNFa es TNFa humano. Por ejemplo, en un cultivo
celular que contenga, o sea sospechoso de contener, TNFa, se puede afiadir un anticuerpo o porcién de anticuerpo
de la invencién al medio de cultivo para inhibir la actividad del hTNFa en el cultivo.

En un caso preferido, la divulgacion proporciona métodos de tratamiento de trastornos en los que la administracion
de un anticuerpo anti-TNFa resulta beneficiosa, consistentes en la administracion subcutanea quincenal al sujeto de
un anticuerpo o porciéon de anticuerpo de la divulgacion, de tal forma que se trata el trastorno. En un caso
particularmente preferido, el anticuerpo es administrado subcutaneamente segin un programa quincenal. En otro
caso particularmente preferido, el anticuerpo es administrado subcutaneamente antes, durante o después de la
administracion de metotrexato. Preferiblemente, el sujeto es un sujeto humano. De manera alternativa, el sujeto
puede ser un mamifero que exprese un TNFa con el que un anticuerpo de la divulgacion tiene reaccion cruzada.
Auln mas, el sujeto puede ser un mamifero en el que se haya introducido hTNFa (v.g., por administracion de hTNFa
o por expresion de un transgén de hTNFa). Se puede administrar un anticuerpo de la divulgacién a un sujeto
humano con fines terapéuticos (que se discuten mas ampliamente mas adelante). Ademas, se puede administrar un
anticuerpo de la divulgacion a un mamifero no humano que exprese un TNFa con el que el anticuerpo tiene reaccion
cruzada (v.g., un primate, un cerdo o un ratén) con fines veterinarios o como modelo animal de enfermedad humana.
En cuanto a esto ultimo, dichos modelos animales pueden ser Utiles para evaluar la eficacia terapéutica de los
anticuerpos de la divulgacion (v.g., estudio de las dosificaciones y de los cursos temporales de administracion).

Tal como se utiliza aqui, el término "un trastorno en el que la administracion de un anticuerpo anti-TNFa resulta
beneficiosa" pretende incluir enfermedades y otros trastornos en donde la presencia de TNFa en un sujeto que
padece el trastorno ha mostrado ser, o se sospecha que es, o bien responsable de la fisiopatologia del trastorno, o
bien un factor que contribuye a un empeoramiento del trastorno, o donde se ha visto que se ha utilizado otro
anticuerpo anti-TNFo o una porcidon biolégicamente activa del mismo con éxito para tratar la enfermedad. Por
consiguiente, un trastorno en el que la actividad del TNFa es perjudicial es un trastorno en el que se espera que la
inhibicién de la actividad del TNFa alivie los sintomas y/o la progresion del trastorno. Dichos trastornos pueden
evidenciarse, por ejemplo, por un aumento de la concentracion de TNFa en un fluido biolégico de un sujeto que
padece el trastorno (v.g., un aumento en la concentracion de TNFa en suero, plasma, liquido sinovial, etc. del
sujeto), que puede ser detectado, por ejemplo, utilizando un anticuerpo anti-TNFa como se ha descrito
anteriormente. Existen numerosos ejemplos de trastornos en donde la actividad del TNFa resulta perjudicial. El uso
de los anticuerpos y porciones de anticuerpos de la divulgaciéon en el tratamiento de trastornos especificos es
discutido con mayor detalle mas adelante.

A. Sepsis

El factor de necrosis tumoral tiene un papel establecido en la fisiopatologia de la sepsis, con efectos bioldgicos que
incluyen hipotension, supresion miocardica, sindrome de extravasacion vascular, necrosis de érganos, estimulacion
de la liberacion de mediadores secundarios toxicos y activacion de la cascada de la coagulacion (véanse, v.g.,
Tracey, K.J. y Cerami, A. (1994), Annu. Rev. Med. 45: 491-503; Russell, D. y Thompson, R.C. (1993), Curr. Opin.
Biotech. 4: 714-721). Por consiguiente, los anticuerpos, y porciones de anticuerpos, humanos de la invencion
pueden ser usados para tratar la sepsis en cualquiera de sus ambitos clinicos, incluyendo el choque séptico, el
choque endotdxico, la sepsis por gram negativos y el sindrome del choque toxico.

Mas aun, para tratar la sepsis, se puede coadministrar un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, anti-hTNFa de la
divulgacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales que puedan aliviar ain mas la sepsis, tales como un
inhibidor de la interleuquina-1 (como los descritos en las Publicaciones PCT N° WO 92/16221 y WO 92/17583), la
citoquina interleuquina-6 (véase, v.g., la Publicacion PCT N° WO 93/11793) o un antagonista del factor de activacion
de las plaquetas (véase, v.g., la Publicacion de la Solicitud de Patente Europea N° EP 374.510).

Adicionalmente, en un caso preferido, se administra un anticuerpo o porcién de anticuerpo anti-TNFa de la
divulgacion a un sujeto humano dentro de un subgrupo de pacientes de sepsis que tienen una concentracion en
suero o plasma de IL-6 por encima de 500 pg/ml, y mas preferiblemente de 1.000 pg/ml, en el momento del
tratamiento (véase la Publicacion PCT N° WO 95/20978 de Daum, L., et al.).

B. Enfermedades autoinmunes

Se ha implicado al factor de necrosis tumoral en la fisiopatologia de una variedad de enfermedades autoinmunes.
Por ejemplo, se ha implicado al TNFa en la activacién de la inflamacion tisular y la causa de la destruccion articular
en la artritis reumatoide (véanse, v.g., Tracey y Cerami, antes citado; Arend, W.P. y Dayer, J-M. (1995), Arth.
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Rheum. 38: 151-160; Fava, R.A. et al. (1993), Clin. Exp. Immunol. 94: 261-266). También se ha implicado al TNFa
en la promocién de la muerte de las células de los islotes y en la mediaciéon de la resistencia a la insulina en la
diabetes (véanse, v.g., Tracey y Cerami, antes citado; Publicacion PCT N° WO 94/08609). También se ha implicado
al TNFa en la mediacion de la citotoxicidad para los oligodendrocitos y la induccidon de placas inflamatorias en la
esclerosis multiple (véase, v.g., Tracey y Cerami, antes citado). Los anticuerpos anti-hTNFa. murinos quiméricos y
humanizados han pasado por pruebas clinicas para el tratamiento de la artritis reumatoide (véanse, v.g., Elliott, M.J.
et al. (1994), Lancet 344: 1125-1127; Elliot, M.J. et al. (1994), Lancet 344: 1105-1110; Rankin, E.C. et al. (1995), Br.
J. Rheumatol. 34: 334-342).

Los anticuerpos, y porciones de anticuerpos, humanos de la invencidon pueden ser utilizados para tratar
enfermedades autoinmunes, en particular las asociadas a inflamacion, incluyendo la artritis reumatoide, la
espondilitis reumatoide, la osteoartritis y la artritis gotosa, la alergia, la esclerosis multiple, la diabetes autoinmune, la
uveitis autoinmune y el sindrome nefrotico. Tipicamente, el anticuerpo, o porciéon de anticuerpo, es administrado
sistémicamente, aunque para ciertos trastornos puede ser beneficiosa la administracion local del anticuerpo o
porcién de anticuerpo en un sitio de inflamacién (v.g., administracion local en las articulaciones en la artritis
reumatoide o aplicacion topica a las Ulceras diabéticas, solo o en combinacién con un derivado de ciclohexanilideno
como se describe en la Publicacién PCT N° WO 93/19751).

C. Enfermedades infecciosas

Se ha implicado al factor de necrosis tumoral en la mediacion de efectos bioldgicos observados en una variedad de
enfermedades infecciosas. Por ejemplo, se ha implicado al TNFa en la mediacion de la inflamacién cerebral y la
trombosis capilar y el infarto en el paludismo (véase, v.g., Tracey y Cerami, antes citado). También se ha implicado
al TNFo en la mediacion de la inflamacion cerebral, la inducciéon de la destruccion de la barrera hematoencefalica, el
desencadenamiento del sindrome del choque séptico y la activacion del infarto venoso en la meningitis (véase, v.g.,
Tracey y Cerami, antes citado). También se ha implicado al TNFa. en la induccién de caquexia, la estimulacion de la
proliferacion virica y la mediacion de la lesiéon del sistema nervioso central en el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) (véase, v.g., Tracey y Cerami, antes citado). Por consiguiente, los anticuerpos, y porciones de
anticuerpos, de la descripcion pueden ser utilizados en el tratamiento de enfermedades infecciosas, incluyendo la
meningitis bacteriana (véase, v.g., la Publicacion de la Solicitud de Patente Europea N° EP 585.705), el paludismo
cerebral, el SIDA y el complejo relacionado con el SIDA (ARC) (véase, v.g., la Publicacion de la Solicitud de Patente
Europea N° EP 230.574), asi como la infeccién por citomegalovirus secundaria a trasplante (véase, v.g., Fietze, E. et
al. (1994), Transplantation 58: 675-680). Los anticuerpos, y porciones de anticuerpos, de la descripcidon pueden ser
también utilizados para aliviar sintomas asociados a enfermedades infecciosas, incluyendo la fiebre y las mialgias
debidas a la infeccion (tal como la gripe) y la caquexia secundaria a la infeccion (v.g., secundaria al SIDA o al ARC).

D. Trasplante

Se ha implicado al factor de necrosis tumoral como mediador clave del rechazo de aloinjertos y de la enfermedad del
injerto frente al huésped (GVHD) y en la mediacion de una reaccién adversa que se ha observado cuando se usa el
anticuerpo de rata OKT3, dirigido contra el complejo CD3 de los receptores de las células T, para inhibir el rechazo
de trasplantes renales (véanse, v.g., Tracey y Cerami, antes citado; Eason, J.D. et al. (1995), Transplantation 59:
300-305; Suthanthiran, M. y Strom, T.B. (1994), New Engl. J. Med. 331: 365-375). Por consiguiente, los anticuerpos,
y porciones de anticuerpos, de la descripcion pueden ser usados para inhibir el rechazo de trasplantes, incluyendo
rechazos de aloinjertos y xenoinjertos, y para inhibir la GVHD. Aunque el anticuerpo o porcién de anticuerpo puede
ser usado solo, mas preferiblemente es usado en combinacién con uno o mas de otros agentes que inhiben la
respuesta inmune frente al aloinjerto o que inhiben la GVHD. Por ejemplo, en un caso, se usa un anticuerpo o
porcién de anticuerpo de la divulgacion en combinacién con OKT3 para inhibir las reacciones inducidas por OKT3.
En otro caso, se usa un anticuerpo o porcién de anticuerpo de la divulgacién en combinacién con uno o mas
anticuerpos dirigidos a otros objetivos implicados en la regulacion de las respuestas inmunes, tales como las
moléculas de la superficie celular CD25 (receptor-a. de la interleuquina-2), CD11a (LFA-1), CD54 (ICAM-1), CD4,
CD45, CD28/CTLA4, CD80 (B7-1) y/o CD86 (B7-2). En aun otro caso, se usa un anticuerpo o porcién de anticuerpo
de la divulgacion en combinacion con uno o mas agentes inmunosupresores generales, tales como ciclosporina A o
FK506.

E. Malignidad

Se ha implicado al factor de necrosis tumoral en la induccién de caquexia, la estimulacién del crecimiento tumoral, el
aumento del potencial metastatico y la mediacion de la citotoxicidad en tumores (véase, v.g., Tracey y Cerami, antes
citado). Por consiguiente, los anticuerpos, y porciones de anticuerpos, de la descripcion pueden ser utilizados en el
tratamiento de tumores, para inhibir el crecimiento o la metastasis tumoral y/o para aliviar la caquexia secundaria al
tumor. Se puede administrar el anticuerpo, o porcién de anticuerpo sistémica o localmente en el sitio tumoral.
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F. Trastornos pulmonares

Se ha implicado al factor de necrosis tumoral en la fisiopatologia del sindrome de distrés respiratorio del adulto,
incluyendo la estimulacion de la activacion leucocito-endotelial, la orientacion de la citotoxicidad hacia los
neumocitos y la induccién del sindrome de extravasacion vascular (véase, v.g., Tracey y Cerami, antes citado). Por
consiguiente, los anticuerpos, y porciones de anticuerpos, de la descripcion pueden ser utilizados para tratar
diversos trastornos pulmonares, incluyendo el sindrome de distrés respiratorio del adulto (véase, v.g., la Publicacién
PCT N° WO 91/04054), el choque pulmonar, la enfermedad inflamatoria pulmonar crénica, la sarcoidosis pulmonar,
la fibrosis pulmonar y la silicosis. El anticuerpo, o porcion de anticuerpo, puede ser administrado sistémica o
localmente en la superficie pulmonar, por ejemplo como aerosol.

G. Trastornos intestinales

Se ha implicado al factor de necrosis tumoral en la fisiopatologia de trastornos inflamatorios del intestino (véanse,
v.g., Tracy, K.J. et al. (1986), Science 234: 470-474; Sun, X-M. et al. (1988), J. Clin. Invest. 81: 1328-1331;
MacDonald, T.T. et al. (1990), Clin. Exp. Immunol. 81: 301-305). Los anticuerpos anti-hTNFo. murinos quiméricos
han pasado por pruebas clinicas para el tratamiento de la enfermedad de Crohn (van Dullemen, H.M. et al. (1995),
Gastroenterology 109: 129-135). Los anticuerpos, y porciones de anticuerpos, humanos de la invencion pueden ser
también utilizados para tratar trastornos intestinales, tales como la enfermedad inflamatoria idiopatica del intestino,
que incluye dos sindromes, la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa.

H. Trastornos cardiacos

Los anticuerpos, y porciones de anticuerpos, de la descripcion pueden ser también utilizados para tratar diversos
trastornos cardiacos, incluyendo la isquemia del corazon (véase, v.g., la Publicacion de la Solicitud de Patente
Europea N° EP 453.898) y la insuficiencia cardiaca (debilidad del musculo cardiaco) (véase, v.g., la Publicacion PCT
N° WO 94/20139).

|. Otros

Los anticuerpos, y porciones de anticuerpos, de la descripcion pueden ser también utilizados para tratar otros
diversos trastornos en donde la actividad del TNFa resulta perjudicial. Como ejemplos de otras enfermedades y
trastornos en cuya fisiopatologia se ha implicado a la actividad del TNFa, y por lo tanto que pueden ser tratados
utilizando un anticuerpo, o porcion de anticuerpo, de la divulgacion, se incluyen los trastornos dseos inflamatorios y
la enfermedad de la resorcion ésea (véanse, v.g., Bertolini, D.R. et al. (1986), Nature 319: 516-518; Konig, A. et al.
(1988), J. Bone Miner. Res. 3: 621-627; Lerner, U.H. y Ohlin, A. (1993), J. Bone Miner. Res. 8: 147-155; y Shankar,
G. y Stem, P.H. (1993), Bone 14: 871-876), la hepatitis, incluyendo la hepatitis alcohdlica (véanse, v.g., McClain, C.J.
y Cohen, D.A. (1989), Hepatology 9: 349-351; Felver, M.E. et al. (1990), Alcohol. Clin. Exp. Res. 14: 255-259; y
Hansen, J. et al. (1994), Hepatology 20: 461-474) y la hepatitis virica (Sheron, N. et al. (1991), J. Hepatol. 12: 241-
245; y Hussain, M.J. et al. (1994), J. Clin. Pathol. 47: 1112-1115), las alteraciones de la coagulacién (véanse, v.g.,
van der Poll, T. et al. (1990), N. Engl. J. Med. 322: 1622-1627; y van der Poll, T. et al. (1991), Prog. Clin. Biol. Res.
367: 55-60), las quemaduras (véanse, v.g., Giroir, B.P. et al. (1994), Am. J. Physiol. 267: H118-124; y Liu, X.S. et al.
(1994), Bums 20: 40-44), la lesién por reperfusion (véanse, v.g., Scales, W.E. et al. (1994), Am. J. Physiol. 267:
G1122-1127; Serrick, C. et al. (1994), Transplantation 58: 1158-1162; y Yao, Y.M. et al. (1995), Resuscitation 29:
157-168), la formacién de queloides (véase, v.g., McCauley, R.L. et al. (1992), J. Clin. Immunol. 12: 300-308), la
formacion de tejido cicatricial y la pirexia.

La invencidon es ademas ilustrada mediante los siguientes ejemplos, que no han de ser considerados como
limitantes.

Ejemplo 1: Tratamiento con un anticuerpo anti-TNFa
Eficacia de D2E7 tras administracion subcutanea

En este estudio, se tratd a veinticuatro pacientes con AR activa con dosis semanales de 0,5 mg/kg de D2E7 (n=18) o
placebo (n=6) por inyeccién s.c. durante tres meses. Los pacientes que participaron en este estudio tenian una
duracién media de la enfermedad de 10,1 afios, con una puntuacién de actividad de la enfermedad (PAE) de 4,87 y
una media de 3,4 FARME (farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad) antes de la entrada en el
estudio, reflejando de nuevo una considerable actividad de la enfermedad. Los respondedores continuaron el
tratamiento abierto con D2E7, mientras que los pacientes que no respondieron a la dosis de 0,5 mg/kg o que
perdieron una respuesta PAE en la dosis de 0,5 mg/kg fueron incrementados a 1 mg/kg por inyeccion s.c. después
de la semana doce del estudio.
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Los primeros pacientes enrolados recibieron hasta sesenta inyecciones y estuvieron, por lo tanto, sesenta semanas
con el farmaco de estudio. La eficacia con la dosificacion s.c. era similar a las inyecciones i.v.. Hasta un 78% de los
pacientes alcanzaron una PAE y una respuesta ACR20 durante las primeras semanas de tratamiento. EI D2E7 por
via subcutanea a una dosis de 0,5 mg/kg/semana redujo el recuento de articulaciones hinchadas (RAH) en un 54%,
el recuento de articulaciones sensibles (RAS) en un 61% y el CRP en un 39% a lo largo de doce semanas en
comparacion con la linea basal, mientras que todos los parametros aumentaron en el grupo del placebo. Tras
completarse el periodo controlado con placebo de este estudio, los pacientes continuaron el tratamiento durante
hasta catorce meses con eficacia mantenida. Estos resultados indican que el D2E7 subcutaneo a una dosis de 0,5
mg/kg/semana puede, por lo tanto, ser autoadministrado con seguridad y con buena tolerabilidad local.

Administracion de D2E7 y metotrexato

En este estudio, los pacientes recibieron placebo o D2E7 s.c. o i.v. a una dosis de 1 mg/kg ademas de su
tratamiento en progreso con (metotrexato) MTX. Se enrolaron en el estudio cincuenta y cuatro pacientes y dieciocho
pacientes recibieron D2E7 i.v. y placebo s.c., dieciocho pacientes recibieron placebo i.v. y D2E7 s.c. y dieciocho
pacientes recibieron placebo i.v. y s.c. Los pacientes recibieron su segunda dosis so6lo después de haber perdido su
estado de respuesta ciego, no antes de cuatro semanas tras la primera dosis. A continuacion, todos los pacientes
recibieron inyecciones s.c. quincenales abiertas de D2E7.

Las caracteristicas demograficas de la poblacion de este estudio incluian una duracién media de AR de 11,1 afios,
exposicién previa a una media de 3,6 FARME (aparte de MTX) y una PAE media a la entrada del estudio de 4,81.
Hacia el dia veintinueve, el 72% de los pacientes tratados con D2E7 i.v. y el 44% de los pacientes tratados con
D2E7 s.c. habian alcanzado una respuesta por los criterios PAE, en comparacion con sélo un 28% de los pacientes
tratados con placebo (indicado en la Figura 5). De los respondedores en este estudio, un 28% de los pacientes
tratados con placebo mantenian una respuesta ACR20 hasta el dia 29, en comparacion con un 72% de los
pacientes tratados con D2E7 i.v. y un 67% de los pacientes tratados con D2E7 s.c., que mantuvieron sus respuestas
durante entre uno y tres meses.

Ejemplo 2: Dosis corporal total de un anticuerpo anti-TNFa administrado subcutaneamente
Administracion subcutanea semanal de D2E7

Este estudio enrol6 a doscientos ochenta y cuatro pacientes con AR y fue disefiado para determinar la dosis corporal
total optima de D2E7 administrado subcutaneamente. Se distribuyd a los pacientes aleatoriamente para que
recibieran 20, 40 6 80 mg de D2E7 o placebo semanalmente durante doce semanas, después de cuyo tiempo se
cambio a los pacientes tratados con placebo de forma ciega a 40 mg de D2E7/semana.

Aproximadamente un 49% de los pacientes alcanzaron un ACR20 a 20 mg, un 55% de los pacientes alcanzaron un
ACR20 a 40 mg y un 54% de los pacientes alcanzaron un ACR20 a 80 mg, mientras que s6lo un 10% de los
pacientes que recibieron placebo alcanzaron un ACR20 (indicado en la Figura 1A). Aproximadamente un 23% de los
pacientes alcanzaron un ACR50 a 20 mg, un 27% de los pacientes alcanzaron un ACR50 a 40 mg y un 20% de los
pacientes alcanzaron un ACR50 a 80 mg, y so6lo un 2% de los pacientes que recibieron placebo alcanzaron un
ACR50. Estos datos ilustran que el D2E7 subcutaneo, particularmente a una dosis de 40 mg/semana, genera una
buena respuesta.

Ejemplo 3: Administracion subcutanea quincenal de un anticuerpo anti-TNFa. Administracion subcutanea quincenal
de D2E7

Se investigaron los efectos clinicos, la seguridad, la inmunogenicidad y la tolerancia de pacientes de AR con
respuestas parciales a MTX tras inyecciones subcutaneas (s.c.) en semanas alternas de placebo o D2E7 a varios
niveles de dosis durante hasta veinticuatro semanas junto con tratamiento continuado con MTX.

Diseno de estudio

Se realizé un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo en pacientes con AR que
tenian una eficacia o tolerabilidad insuficiente con respecto al MTX. En el curso de la prueba, los pacientes
continuaron con una dosis estable de MIX, con los rangos de dosis especificados en los criterios de inclusion que se
describen a continuacion.

Este estudio consistia en dos partes: 1) un "periodo de eliminacion" de cuatro semanas antes de la administracion
de la primera dosis de medicacion, durante cuyo tiempo se retiraron los FARME (excepto el MTX); y 2) un "periodo
controlado por placebo", durante cuyo tiempo los pacientes fueron distribuidos aleatoriamente en una de cuatro
cohortes de sesenta y siete pacientes para recibir placebo, 20, 40 6 80 mg de D2E7 (como dosis corporal total)
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administrados en semanas alternas s.c. durante hasta 24 semanas. Se administré cada dosis de farmaco de estudio
como dos inyecciones s.c. de 1,6 ml cada una. Se administro la primera dosis del paciente por el personal médico
como parte del entrenamiento del paciente. El paciente se autoadministré las dosis siguientes en el estudio bajo la
observacioén directa de personal entrenado durante las primeras cuatro semanas. A continuacion, las dosis fueron
administradas fuera del lugar del estudio por el paciente, por un individuo entrenado designado por el paciente o por
personal médico. Se dispensdé medicacion para cuatro o cinco semanas después de cada valoraciéon clinica. Se
examind seriadamente a los pacientes en las semanas una, dos, tres, cuatro, seis, ocho, doce, dieciséis, veinte y
veinticuatro del estudio, llevandose a cabo los examenes de las articulaciones por un valorador ciego, independiente
del médico que realizé el tratamiento.

Este estudio enrold a doscientos setenta y un pacientes con AR. La poblacion de estudio era representativa de la
poblacion con AR de moderada a severa en Norteamérica: aproximadamente un 70% de mujeres y
predominantemente por encima de los cuarenta afios de edad. Se selecciond a la poblacién utilizando criterios de
inclusion y exclusion predeterminados, conocidos para los expertos en la técnica, v.g., un paciente tiene que haber
recibido un diagndstico de AR segun definen los criterios del American College of Rheumatology (ACR) revisados en
1987 (expuestos en el Apéndice A).

Resultados

Las Figuras 1B y 2-4 indican que el tratamiento quincenal subcutaneo con D2E7 combinado con metotrexato era
significativamente menor que el placebo en la reduccién de los signos y sintomas de AR a las veinticuatro semanas.
Las tres dosis de D2E7 fueron todas mas efectivas con significacion estadistica que el placebo dado semanalmente.
Mas aun, el D2E7 a 40 mg y 80 mg tuvo una mejor eficacia que la dosis de 20 mg.

Equivalentes

Los expertos en la técnica reconoceran, o podran determinar usando no mas que la experimentacion rutinaria,
muchas equivalentes de las realizaciones especificas de la invencién aqui descrita.

Definicion de la AR por el ACR

Los criterios y funciones del arbol de clasificacion de 1987 para la artritis reumatoide (AR)

Criterio Definicion

1. Artritis de 3 o mas areas articulares Un médico observd hinchazén o liquido en tejidos
blandos en al menos 3 articulaciones (no
sobrecrecimiento 6seo solo). Las 14 areas articulares
posibles son las articulaciones IFP, MCF, mufeca,
codo, rodilla, tobillo y MTF derechas o izquierdas.

2. Artritis de las articulaciones de la mano Un médico observd hinchazén o liquido en tejidos
Mufeca blandos (no sobrecrecimiento 6seo solo) del area
MCP especificada. Donde se especifican 2 areas, la
MCP o mufieca implicaciéon ha debido ser simultanea.

MCP y mufeca

3. Hinchazén simétrica (artritis) Implicacién simultanea de las mismas areas articulares

(segun se define en 1) en ambos lados del cuerpo (la
implicacién bilateral de IFP, MCF o MTF es aceptable
sin simetria absoluta).

4. Factor reumatoide en suero Demostracion de cantidades anormales de factor
reumatoide en suero por cualquier método para el que
el resultado haya sido positivo en <5% de los sujetos
control normales.

5. Cambios radiograficos de la artritis reumatoide Cambios radiograficos tipicos de artritis reumatoide en
radiografias posteroanteriores de mano y mufieca, que
deben incluir erosiones o descalcificacion o6sea
inequivoca localizadas en, o mas marcadas adyacentes
a, las articulaciones involucradas.

(Los cambios osteoartriticos solos no cualifican).

- Se dice que un/a paciente tiene AR si esta incluido/a en 1 de los 5 subgrupos de AR enumerados en la Tabla 7 y
su médico le ha realizado un diagnéstico clinico de AR. Los criterios 1, 2 y 3 deben haber estado presentes durante
al menos 6 semanas.

Arthritis and Rheumatism, Vol. 31, N° 3 (Marzo de 1988).
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Apéndice A
SEC ID N° 1:
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 S - 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr
20 25 ' 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 ‘ 40 45
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 ' 60 "
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 : 80
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr
85 90 EE)
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
SEC ID N° 2:
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp .Thr Ala Val.Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
SECIDN°3

1

Gln Arg Tyr Asn

Arg Ala Pro Tyr Xaa

5
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Apéndice B

SEC ID N° 11

SEC ID N° 12

SEC ID N° 13

SEC ID N° 14

SEC ID N° 15

Gln

Ser

Ala

Ser

Glu

65

Leu

Thr

Gln

Val Gln
Leu Axg
Met His

35

Ala Ile
S0

Gly Axg
Gln Met

Lys Ala

Gly Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Thy

Phe

Asn

S5er

100

Leu

Gin Lys Tyr

3

Gln Lys Tyr

1

Gln Lys Tyr

1

val

Ser

val

Trp

Ala

Sex
g%

Tyr

Val

ES 2612436 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Val

70

Leu

Leu

Thr

‘Arg

Ser Gly

Ala Ala

Ala
40

Gln

Ser
5%

Gly
Ser Arg
Pro
Thr

Ser

Val Ser

120

5

]

5

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Serx

108

Ser

Gly Léu Val
10

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Ile Asp Tyr
N 60

Asn Ala
75

Lys

Asp Thr Ala

80

Ser Ser Leu

GIn

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

asp

Asn Ser Ala Pxo Tyr Ala

aAsn Ayg Ala Pro Tyr Ala

Gln Arg Ala Pro Tyr Thr

Gln Lys Tyr Sex Ser Ala Pro Tyr Thr

1

Gln Lys Tyr
L

5

5

25

Asn Ser Ala Pro Tyr Thr

Pro

Asp

30

Asp

Asp

Ala

Tyr

Asn
110

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyrx

95

Trp

Axg
Tyr
Val
Val
TYT
80

Cys

Gly
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SEC ID N° 16:

Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Thr

SEC ID N° 17:

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Tyr

1 5

SEC ID N° 18:
Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Asn
1 )

SEC ID N° 19:

Gln Lys Tyr Thr Ser Ala Pro Tyr Thr
1 S

SEC ID N° 20:

Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Asn

1 S

SEC ID N° 21:
Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Ala Tyr Ser
1 5

SEC ID N° 22:
Gln Gln Tyr Asn Ser Ala Pro Asp Thr
1 S

SEC ID N° 23:
Gln Lys Tyr Asn Ser Asp Pro Tyr Thr
1 5

SEC ID N° 24:
Gln Lys Tyr Ile Seﬂr.A-la-Pro Tyr Thr
1 S

SEC ID N° 25:
Gln Lys Tyr Asn Arg Pro Pro Tyr Thr
1 S

SEC ID N° 26:

SEC ID N° 27:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asn
1 5 10
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SEC ID N° 28:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Lys
1 S 10

SEC ID N° 29:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Tyr
1 5 : 10

SEC ID N° 30:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asp
1 S 10

SEC ID N° 31:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Phe Ser Leu Asp Tyr
1 S 10

SEC ID N° 32:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu His Tyr
1 5 10

SEC ID N° 33:

Ala Ser Phe Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Glu Tyr
1 ' ] 10

SEC ID N° 34:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Glu Tyr
1 S 10

SEC ID N° 35:

Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Asn
1 5 - 10

GAGGTGCAGC TGOTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGRC CCGACAGGTC CCTGAGACTC
TCCTGTGLECG COTCTGGATT CACCTTTGAT GATTATGCCA TGCACTGGAT. CCCSCAAGCT
CCAGGGARGG GCCTGGAATG.GGTCTCAGCT ATCACTTGGA ATAGTGGTCA CATAGACTAT
GCGGACTCTG TGAAGGECCG ATTCACCATC TCCAGAGACA ACGCCAAGAA CTCCCTGTAT
CTGCAAATGA ACAGTCTGAG AGCTGAGGAT ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GARAGTCTCG
TACCTTAGCA CCGECGTCCTC CCTTGACTAT TGOGGGCCAAG GTACCCTGET CACCGTCTCG
AGT

27

60

120

180

240

300
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SEC ID N° 37:
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGGGA CAGAGTCACC
ATCACTTGTC GGGCAAGTCA GGGCATCAGA AATTACTTAG CCTGGTATCA GCAAAAACCA
GGGARAGCCC CTARGCTCCT GATCTATGCT GCATCCACTT TGCAATCRGG GGTCCCATCT
CGATTCAGTG GCAGTGGATC TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG CCTACAGCCT
GAAGATGTTG CAACTTATTA CTGTCAARGAE TATAACCGTG CACCGTATAC TTTTGGCCAG

GGGACCARGG TGGARATCAA A

LISTA DE SECUENCIAS
<110> AbbVie Biotechnology Ltd
<120> Métodos de administracion de anticuerpos anti-TNFalfa
<130> P39942EP-D4-PCT

<140> no asignado aun
<141> 05-06-2002

<150> EP10182554.5
<151> 05-06-2002

<160> 37

<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1
<211>107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
65 70 75
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210>2

28

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

- 60

120

180

240

300
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<211> 121

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Glu Val Gln Leu Val

1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Ala Met His Trp Val
35
Ser Ala Ile Thr Trp
50
Glu Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys Val Ser Tyr
100
Gln Gly Thr Leu Val
115

<210>3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena ligera variable

<220>

<221> Variante
<222>(9) .. (9)
<223> puede ser Ala

<400> 3

ES 2612436 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser
55

Ser

Arg

Ser

Vval

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Ala
105

Ser

Gly
10

Ile

Asn

Asp
90

Ser

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Thr

1

<210> 4

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena pesada variable

<220>

<221> Variante
<222> (12)..(12)
<223> puede ser Asn

<400> 4

5

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Tyr

1

5

29

10

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Arg

Tyr

Vval

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val Glu

1
Gly

<210>7

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

<210>8

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

<210>9

<400> 9
000

<210>10

<211> 121

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
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Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser
1

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr Leu Ala

Asp Tyr Ala Met His

1

30

5
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Gln

Ser

Ala

Ser

Glu
65

Leu

Thr

Gln

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

<210>13

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

<210>15
<211>9
<212> PRT

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Ala

Thr

115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Leu

val

Ser

Val

Trp

Ala

Ser

85

Tyr

Val
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Glu

Cys

Arg

Asn

Val

70

Leu

Leu

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Thr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90

Ser

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Asp

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Ala

1

Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Ala

5

Gln Lys Tyr Gln Arg Ala Pro Tyr Thr

1

5

Gln Lys Tyr Ser Ser Ala Pro Tyr Thr

1

5

31

Pro

Asp

30

Asp

Asp

Ala

Tyr

Asn
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Arg

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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<213> Homo sapiens

<400> 15

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

ES 2612436 T3

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5

Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Thr
1 5

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Tyr
1 5

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Asn
1 5

Gln Lys Tyr Thr Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5

Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Asn
1 5

32
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<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

<210> 26

<400> 26
000

<210> 27

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

<210> 28

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asn

1
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Gln Lys Tyr
1

Gln Gln Tyr
1

Gln Lys Tyr
1

Asn Ser

Asn Ser

5

Asn Ser

Gln Lys Tyr Ile Ser

1

Gln Lys Tyr
1

5

5

Asn Arg

33

Ala Ala Tyr Ser

Ala Pro Asp Thr

Asp Pro Tyr Thr

Ala Pro Tyr Thr

Pro Pro Tyr Thr
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<210> 29

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

<210> 30

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

<210> 31

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

<210> 32

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

<210> 33

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

<210> 34

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

<210> 35
<211>12
<212> PRT
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Ala Ser Tyr Leu
1

Ala Ser Tyr Leu
1

Ala Ser Tyr Leu
1

Ala Ser Tyr Leu
1

Ala Ser Tyr Leu
1

Ala Ser Phe Leu
1

Ala Ser Tyr Leu
1

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr
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Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ala

Ser

Ser

Ser

Phe

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Leu Asp Lys
10

Leu Asp Tyr
10

Leu Asp Asp
10

Leu Asp Tyr
10

Leu His Tyr
10

Leu Glu Tyr
10

Leu Glu Tyr
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<213> Homo sapiens

<400> 35

<210> 36

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccce
cggttcagtg
gaagatgttg
gggaccaagg

<210> 37

<211> 363

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
gaggtgcagce
tcectgtgegg
ccagggaagg
gcggactcectg
ctgcaaatga
taccttagca
agt
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Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Asn

1

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttatta

tggaaatcaa

tggtggagtc
cctectggatt
gcctggaatg
tggagggccg
acagtctgag

ccgegtecte

5

tccatcctcee
gggcatcaga
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaaagg

a

tgggggaggc

cacctttgat
ggtctcagcet
attcaccatc
agctgaggat

ccttgactat

ctgtctgcat
aattacttag
gcatccactt
ttcactctca

tataaccgtg

ttggtacagc
gattatgcca
atcacttgga
tccagagaca
acggccgtat

tggggccaag

35

10

ctgtagggga
cctggtatca
tgcaatcagg
ccatcagcag

caccgtatac

ccggcaggte
tgcactgggt
atagtggtca
acgccaagaa
attactgtge

gtaccctggt

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatct
cctacagcecct

ttttggccag

cctgagactc
ccggcaagct
catagactat
ctcecctgtat
gaaagtctcg

caccgtcteg
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-TNFo humano aislado para uso en el tratamiento de la artritis reumatoide de moderada a
severa en un sujeto humano, donde el anticuerpo ha de ser administrado subcutaneamente al sujeto humano segun
un régimen de dosificacion quincenal de 40 mg cada 14 dias, donde el anticuerpo tiene una region variable de
cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 1 y una regién variable de
cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N° 2, tiene una region
constante de cadena pesada de IgG1 y tiene una regién constante de cadena ligera kappa, y donde el anticuerpo ha
de ser administrado en combinacion con metotrexato.
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% Mejoramiento en el RAS

% Mejoramiento en el RAH
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Curso del recuento de articulaciones
sensibles a lo largo de 24 semanas
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ESCALA SF-36
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% Respondedores ACR20
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