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DESCRIPCION
Proteinas de unién a antigenos para la oncostatina M (OSM)
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a inmunoglobulinas que se unen especificamente a oncostatina M (OSM) y, en
particular, a la OSM humana (hOSM).

La presente invencion también se refiere a métodos para tratar enfermedades o trastornos con dichas
inmunoglobulinas, a composiciones farmacéuticas que comprenden dichas inmunoglobulinas y a métodos de
fabricacion. Otfras realizaciones de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion.

Antecedentes de la invencion

La oncostatina M es una glicoproteina de 28 KDa que pertenece a la familia de citoquinas de la interleuquina 6 (IL-6)
que incluye la IL-6, el factor inhibidor de leucemia (LIF), el factor neurotréfico ciliar (CNTF), la cardiotropina-1 (CT-1)
y la citoquina similar a cardiotrofina-1 (véase Kishimoto T. et al. (1995), Blood, 86:1243-1254), que comparten el
receptor de sefializacion transmembrana gp130 (véase Taga T. y Kishimoto T. (1997), Annu. Rev. Immunol., 15:797-
819). La OSM fue descubierta originariamente por su capacidad para inhibir el crecimiento de la linea de células de
melanoma A375 (véase Malik N. (1989) et al., Mol. Cell Biol., 9:2847-2853). Después se descubrieron mas efectos y
se determiné que era un mediador multifuncional, como otros miembros de la familia de IL-6. La OSM es producida
en una diversidad de tipos de células, que incluyen macrofagos, células T activadas (véase Zarling J.M. (1986),
PNAS (USA), 83:9739-9743), neutrdfilos polimorfonucleares (véase Grenier A. et al. (1999), Blood, 931413-1421),
eosinofilos (véase Tamura S. et al. (2002), Dev. Dyn., 225:327-331), células dendriticas (véase Suda T. et al. (2002),
Cytokine, 17:335-340). También se expresa en pancreas, rifidn, testiculos, bazo, estdmago y cerebro (véase Znoyko
I. et al. (2005), Anat. Rec. A. Discov. Mol. Cell Evol. Biol., 283:182-186), y médula dsea (véase Psenak O. et al.
(2003), Acta Haematol., 109:68-75). Sus principales efectos bioldgicos incluyen la activacion del endotelio
(vease Brown T.J. et al. (1993), Blood, 82:33-37), la activacion de la respuesta de fase aguda (véase Benigni F. et al.
(1996), Blood, 87:1851-1854), la induccién de la diferenciacion o la proliferacion celular, la modulacién de la
liberacion de mediadores inflamatorios y la hematopoyesis (véase Tanaka M. et al. (2003), 102:3154-3162), la
remodelacion del hueso (véase de Hooge A.S.K. (2002), Am. J. Pathol., 160:1733-1743) y la estimulaciéon de la
angiogénesis (véase Vasse M. et al. (1999), Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 19:1835-1842) y la curacion de
heridas.

Los receptores para la OSM (receptor B de OSM, "OSMR[") son expresados sobre una amplia gama de células, que
incluyen células epiteliales, condrocitos, fibroblastos (véase Langdon C. et al. (2003), J. Immunol., 170:548-555),
musculo liso neuronal, nédulos linfaticos, hueso, corazén, intestino delgado, pulmén y rifion (vease Tamura S. et al.
(2002), Mech. Dev. 115:127-131) y células endoteliales. Varias lineas de evidencias sugieren que las células
endoteliales son la diana principal de la OSM. Estas células expresan de 10 a 20 veces mas receptores de alta y
baja afinidad y muestran alteraciones profundas y prolongadas en el fenotipo tras la estimulacion con OSM
(véase Modur V. et al. (1997), J. Clin. Invest., 100:158-168). Ademas, la OSM es un importante factor de crecimiento
autocrino para las células del sarcoma de Kaposi, que se cree que son de origen endotelial (véase Murakami-Mori K.
et al. (1995), J. Clin. Invest., 96:1319-1327).

Al igual que ofras citoquinas de la familia de IL-6, la OSM se une a la glicoproteina transductora de sefales
transmembrana gp130. Una caracteristica clave de las citoquinas de gp130 es la formacion de complejos de
receptor oligoméricos que comprenden gp130 y uno o mas correceptores dependiendo del ligando (publicado en
Heinrich P.C. et al. (2003), Biochem. J., 374:1-20). Como resultado, estas citoquinas pueden mediar en actividades
bioldgicos exclusivas y compartidas in vitro e in vivo dependiendo de la composicion del complejo de receptor
formado. La OSM humana (hOSM) se diferencia de otras citoquinas IL-6 porque puede formar complejos con gp130
y con uno de los dos correceptores LIFR o el receptor de oncostatina (OSMR). La figura 27 ilustra la interaccion
entre hOSM y gp130, LIFR y OSMR. Se ha resuelto la estructura cristalina de hOSM y se ha demostrado que
comprende un haz de cuatro a-hélices con dos sitios de glicosilacion potenciales. Se han identificado dos sitios de
union al ligando distintos mediante mutagénesis especifica dirigida a sitio en la molécula de hOSM (véase Deller
M.C. et al. (2000), Structural Fold Des., 8:863-874). El primero, denominado sitio Il (a veces "sitio 2") interacciona
con gp130, y el segundo sitio, denominado sitio Il (a veces "sitio 3"), en el extremo opuesto de la molécula,
interacciona con LIFR o con OSMR. Experimentos de mutagénesis han demostrado que los sitios de unién para
LIFR y OSMR son casi idénticos, pero se diferencian en una Unica mutacion de aminoacido.

Cada vez hay para pruebas que apoyan la hipétesis de que la modulacién de la interacciéon de OSM-gp130 puede
ser beneficiosa en el tratamiento de la AR y otras enfermedades y trastornos, en particular enfermedades y
trastornos inflamatorios crénicos, tales como la osteoartritis, la fibrosis pulmonar idiopatica, el dolor, la enfermedad
inflamatoria del pulmon, la enfermedad cardiovascular y la psoriasis.

La OSM se encuentra en el FS de pacientes con AR humanos (véase Hui W. et al. (1997), 56:184-187). Estos
niveles se correlacionan con el nimero de neutréfilos en el FS, los niveles de TNF alfa (a veces "TNF") en el FS, y
con marcadores de la destruccion del cartilago (Manicourt D.H. et al. (2000), Arthritis Rheum., 43:281-288). Ademas,
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el tejido sinovial de pacientes con AR segrega OSM de modo espontaneo ex vivo (véase Okamoto H. et al. (1997),
Arthritis and Rheumatism, 40:1096-1105). También se ha demostrado que la OSM esta presente en macrofagos
sinoviales (Cawston T.E. et al. (1998), Arthritis Rheum., 41:1760-1771) y, tal como menciond anteriormente, los
receptores de OSM y gp130 se expresan sobre células endoteliales, fibroblastos sinoviales, condrocitos y
osteoblastos. La expresion adenovirica de la OSM murina (mOSM) en las articulaciones de ratones normales
produce artritis erosiva e inflamatoria grave (véase Langdon C. et al. (2000), Am. J. Pathol., 157:1187-1196). Se
observa una enfermedad agresiva similar en ratones atimicos que carecen de TNF, IL-1, IL-6 e iNOS ftras la
administracion de mOSM adenovirica (véase de Hooge A.S.K. et al. (2003), Arthritis and Rheumatism, 48:1750-
1761), lo cual demuestra que la OSM puede mediar en todas las manifestaciones de la patologia de la artritis. La
expresion de OSM de ratéon empleando un vector de mOSM expresado adenoviricamente provoca dafios en la placa
de crecimiento que son tipicos de la artritis idiopatica juvenil (véase de Hooge A.S.K. et al. (2003), Arthritis and
Rheumatism, 48:1750-1761). En un modelo experimental de artritis inducida por colageno, un anticuerpo anti-OSM
administrado terapéuticamente a ratones evita el avance posterior de la enfermedad. Se observan resultados
similares cuando el anti-OSM se administra de modo profilactico a ratones con artritis inducida por pristano, un
modelo de recaida/remision parecido a la enfermedad humana (véase Plater-Zyberk C. et al. (2001), Arthritis and
Rheumatism, 44).

La osteoartritis es un trastorno que afecta a las articulaciones. La osteoartritis tiene tres caracteristicas. Provoca
dafos en el cartilago, la superficie fuerte y lisa que reviste los huesos y permite a las articulaciones moverse con
facilidad y sin friccion. Produce recrecimientos 6seos que se desarrollan alrededor del borde de las articulaciones, y
provoca inflamacion leve de los tejidos alrededor de las articulaciones (sinovitis). Se ha demostrado que la OSM
desempefia un papel importante en la degradacion del cartilago, la inflamacién y el recambio éseo y, por tanto, el
bloqueo de esta citoquina podria desempefar un papel en aspectos clave de la patogénesis de enfermedades. La
OSM actua de modo sinérgico con la IL-1 o el TNF para inducir la colagenolisis en el cartilago nasal humano, que
implica la pérdida de proteoglicanos (PG) y colageno, correlacionandose esto Ultimo con la induccion de MMP-1 y
MMP-13. La OSM con IL-1 también induce la pérdida de PG del cartilago articular humano, pero el aumento en la
pérdida de colageno no es significativo (Morgan et al., 2006), Una serie de estudios que emplean vectores
adenoviricos para aumentar las concentraciones de citoquinas en articulaciones han demostrado que la
sobreexpresion de OSM induce la inflamacion, la formacion de pannus, la destrucciéon de cartilago y la erosion del
hueso (Langdon et al., 2000). Globalmente, la bibliografia sugiere que la OSM, en particular cuando se combina con
otras citoquinas, induce a las proteasas que estan implicadas en la degradacion de proteoglicanos y colageno,
dando como resultado la degradacion del cartilago y la erosion del hueso.

La informacién procedente de la bibliografia sugiere que la molécula de OSM puede tener cierta implicacion en el
proceso inflamatorio asociado con la psoriasis. Los trabajos de Boifati ef al. (1998) demuestran que la liberacion
espontanea de OSM aumenta en cultivos de érganos en lesiones psoriaticas, comparado con una piel psoriatica sin
lesiones y con piel normal (Kunsfeild et al., 2004). Los queratinocitos expresan el receptor de esta molécula y la
respuesta al ligando provoca la migracion de los queratinocitos y aumenta el espesor de la epidermis reconstituida.
Unos analisis de micromatrices que comparan los efectos moduladores de genes de OSM con 33 citoquinas
diferentes indican que es un potente activador de queratinocitos y que puede actuar en sinergia con citoquinas
proinflamatorias en la induccién de moléculas, tales como la expresion de S100A7 y B-defensina 2, caracteristicas
de la piel psoriatica (Gazel et al., 2006).

En la bibliografia también se sugiere un papel para la OSM en enfermedades pulmonares inflamatorias, tales como
asma vy fibrosis pulmonar. Estas enfermedades se caracterizan por un aumento del depdsito de matriz extracelular
(MEC), concomitante con la proliferacion y la activacion de fibroblastos subepiteliales. Se ha detectado OSM en el
fluido de lavado bronquioalveolar de pacientes durante lesiones agudas de pulmon, en particular en casos de
neumonia (Grenier et al., 2001).

Se ha detectado OSM en el cerebro de pacientes con MS, en donde se localiza en la microglia, los astrocitos y en
leucocitos infiltrantes (Ruprecht et al., 2001). Ademas, las PBMC aisladas de pacientes con MS liberan
espontaneamente mas citoquinas, incluida OSM, que las células procedentes de controles sanos y pacientes con
MS que muestran una tendencia a una mayor [OSM] en suero (Ensoli et al., 2002).

Ademas de estimular la inflamacién en el cerebro, la OSM puede contribuir directamente a la neurodegeneracion,
una caracteristica de la enfermedad de Alzheimer, MS y un subconjunto de pacientes con VIH. Los sobrenadantes
de monocitos procedentes de pacientes con VIH provocan una profunda inhibicién del crecimiento de neuroblastos y
la muerte de células neuronales. Estos efectos son mediados por la oncostatina M en el sobrenadante del cultivo
(Ensoli et al., 1999). Puesto que muchos pacientes con VIH padecen atrofia cerebral provocada por la pérdida de
células neuronales, la OSM puede ser un mediador de esta patologia.

Los trabajos de Tamura et al. sugieren que la OSM puede estar implicada en el desarrollo y el mantenimiento del
dolor neuropatico (2003). Sus estudios revelan un subconjunto de neuronas sensoriales nociceptivas que expresan
el receptor OSM. Todas las neuronas OSMBR +ve también expresan receptores VR1 y P2X3, que han demostrado
ser fundamentales para el desarrollo del dolor neuropatico e inflamatorio (Jarvis et al., 2002; Walker et al., 2003). Se
ha demostrado que los ratones OSM -/- muestran respuestas nocivas reducidas al dolor quimico, térmico, visceral y
mecanico (Morikawa et al., 2004). De modo interesante, estos animales presentan un déficit en las neuronas de
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pequefio tamafio VR1+, P2X3+, pero, por lo demas, los animales parecen normales.

En la bibliografia también se ha sugerido un papel para la OSM en la modulacion de la biologia de las células del
cancer. Se ha indicado que la OSM tiene propiedades estimulantes del crecimiento e inhibidoras del crecimiento en
estudios que emplean lineas de células tumorales (Grant y Begly, 1999). Es un potente mitégeno para células
derivadas del sarcoma de Kaposi (Miles et al.,, 1992) y para lineas de células de mieloma (Zhang et al., 1994). La
OSM disminuye las tasas de crecimiento y aumenta la diferenciacion de una serie de lineas de células tumorales,
que incluyen de mama (Douglas et al., 1998) y de pulmdn (McKormick et al., 2000). Sin embargo, aunque la OSM
puede inhibir el crecimiento, al menos en algunas lineas de células de carcinoma de mama, también aumenta el
desprendimiento de células y potencia el potencial metastasico (Holzer et al., 2004; Jorcyk et al., 2006). La OSM
también sobrerregula la expresion y el estado de activacion del receptor de hialuronano CD44 en algunas lineas de
células tumorales (Cichy et al., 2000), lo cual esta asociado con el crecimiento y la metastasis de tumores (Yu et al.,
1997). Ademas, las propiedades angiogénicas de la OSM y su capacidad para inducir otros factores angiogénicos en
algunas células tumorales (Repovic et al., 2003) sugiere que puede contribuir a la angiogénesis tumoral en los
tumores que expresan OSM. La bibliografia cientifica sugiere la implicacion de OSM en la biologia de tumores, pero
indica su complejidad. Es posible que la neutralizacién de la OSM sea beneficiosa para el tratamiento de algunos
tumores. Por otra parte, al igual que la neutralizacion del TNF e IL-6, en otros tumores presenta algunos riesgos
potenciales.

Las pruebas procedentes de la bibliografia sugieren un papel potencial de OSM en la enfermedad cardiovascular. Se
ha encontrado OSM en macréfagos tisulares en lesiones ateroscleroticas (Modur et al, 1997) y, como factor
angiogénico (Vasse ef al., 1999), puede estimular la neovascularizacion caracteristica de las placas ateroscleréticas
que se cree que contribuye a la fragilidad de la pared celular. Sin embargo, la OSM también induce la expresion de
otros factores angiogénicos en células endoteliales, VEGF (Wijelah et al., 1997) y bFGF (Bernard et al., 1999). De
modo interesante, las células endoteliales humanas presentan una densidad del receptor de OSM 10-20 mayor que
otras células (Brown et al., 1991).

Por tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar una estrategia terapéutica para el tratamiento de la AR
y otras enfermedades y trastornos, en particular enfermedades y trastornos inflamatorios cronicos, tales como la
osteoartritis, la fibrosis pulmonar idiopatica, el cancer, el asma, el dolor, la enfermedad cardiovascular y la psoriasis.
En particular, un objeto de la presente invencion es proporcionar inmunoglobulinas, en especial anticuerpos que se
unen especificamente a OSM (por ejemplo, hOSM, en particular su sitio 1l) y que modulan (es decir, inhiben o
bloquean) la interaccion entre OSM y gp130 en el tratamiento de enfermedades y trastornos que responden a la
modulaciéon de esta interaccion.

En el documento W099/48523, los inventores describieron el uso de antagonistas de OSM en el tratamiento de
enfermedades y trastornos inflamatorios. Esta descripcion emplea un anticuerpo anti-OSM de ratén en un modelo
murino de artritis. Ademas, la solicitud de patente W02005/095457 A2 describe un anticuerpo terapéutico que se
une especificamente a OSM, en particular a hOSM, y modula la interaccion entre OSM y gp130.

Breve descripcion de la figuras

Figura 1: ELISA de gp130 humano - Inhibicién de la unién de OSM humana a gp130 humano por 10G8, 9G2, 3E3 y
2B7. Se afadié un anticuerpo anti-OSM de ratén no competitivo (15E10) con fines comparativos. Se empled un
anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son representativos de una de las cuatro
repeticiones del ensayo.

Figura 2: Ensayo de células KB - Inhibicién de la OSM humana por 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7. Se afadié un anticuerpo
anti-OSM de raton no competitivo (15E10) con fines comparativos. Se empled un anticuerpo de trabajo como control
negativo. Los datos mostrados son representativos de una de las tres repeticiones del ensayo.

Figura 3: Ensayo de células KB - Inhibicién de la OSM humana en presencia de suero AB humano al 25% por 10G8,
9G2, 3E3 y 2B7. Se afadié un anticuerpo anti-OSM de ratén no competitivo (15E10) con fines comparativos. Se
empled un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son representativos de una de las dos
repeticiones del ensayo.

Figura 4: Ensayo de OSM y gp130 enddgenos humanos - Inhibicion de la union de OSM humana enddégena al gp130
humano por los anticuerpos 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7. Se afadio un anticuerpo anti-OSM de ratén no competitivo (110)
con fines comparativos. Se empled un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son
representativos de uno de los dos donantes.

Figura 5: Ensayo de células KB - Falta de inhibicion de LIF humano por 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7. Se afiadié un
anticuerpo anti-OSM de ratén no competitivo (15E10) con fines comparativos. Se empled un mAb anti-LIF humano
del mercado (R&D Systems, MAB250) como control positivo. Se empled un anticuerpo de trabajo como control
negativo.

Figura 6: KB Ensayo de células KB - Inhibicién de la OSM de mono titi por 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7. Se afiadié un
anticuerpo anti-OSM de ratéon no competitivo (15E10) con fines comparativos. Se empled un anticuerpo de trabajo
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como control negativo. Los datos mostrados son representativos de una de las dos repeticiones del ensayo.

Figura 7: Comparacion de las secuencias de VH de los hibridomas de 2B7, 3E3, 9G2 y 10G8. Los restos dentro de
los cuadrados pequefos representan una diferencia de la mayoria. Los cuadrados grandes que abarcan secuencias
representan la CDR.

Figura 8: Comparacion de las secuencias de VL de los hibridomas de 2B7, 3E3, 9G2 y 10G8. Los restos dentro de
los cuadrados pequefios representan una diferencia de la mayoria. Los cuadrados grandes que abarcan secuencias
representan la CDR.

Figura 9: Analisis de la secuencia de las cadenas ligeras variables de 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7 comparadas con un
anticuerpo parental anti-OSM no competitivo 15E10.

Figura 10: Analisis de la secuencia de las cadenas pesadas variables de 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7 comparadas con un
anticuerpo parental anti-OSM no competitivo 15E10.

Figura 11: ELISA de unién de OSM humana directo - Comparacioén de la union de OSM humana de las quimeras de
10G8 y 9G2 con la quimera de 15E10 (15E10c).

Figura 12: ELISA de gp130 humano - Inhibicién de la unién de OSM humana a gp130 humano por 10G8, quimera de
10G8, 9G2 y quimera de 9G2. Se afiadid un anticuerpo anti-OSM de ratén no competitivo (15E10) con fines
comparativos. Se empled un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son representativos
de una de las tres repeticiones del ensayo.

Figura 13: Ensayo de células KB - Inhibicién de la OSM humana por 10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de
9G2. Se afiadié un anticuerpo anti-OSM de raton no competitivo (15E10) con fines comparativos. Se empled un
anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son representativos de una de las tres
repeticiones del ensayo.

Figura 14: Ensayo de células KB - Inhibicion de la OSM humana en presencia de suero AB humano al 25% por
10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2. Se afiadié un anticuerpo anti-OSM de ratén no competitivo (15E10)
con fines comparativos. Se empled un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son
representativos de una de las tres repeticiones del ensayo.

Figura 15: Ensayo de OSM y gp130 enddégenos humanos - Inhibicién de la union de OSM humana endoégena al
gp130 humano por los anticuerpos 10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2. Se afiadié un anticuerpo anti-
OSM de ratén no competitivo (15E10) con fines comparativos. Se empled un anticuerpo de trabajo como control
negativo. Los datos mostrados son representativos de uno de los dos donantes.

Figura 16: Ensayo de células KB de LIF humano - No se produce inhibicion del LIF humano por 10G8, quimera de
10G8, 9G2 y quimera de 9G2. Se afiadid un anticuerpo anti-OSM de ratén no competitivo (15E10) con fines
comparativos. Se empledé un anticuerpo anti-LIF humano (MAB250, R&D Systems) como control positivo. Se empled
un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son representativos de una de las tres
repeticiones del ensayo.

Figura 17: Ensayo de células KB - Inhibicion de la OSM humana por los variantes humanizados 10G8 L1 y L4. Se
afiadié 15E10h como comparacién. Los datos mostrados son representativos de una de las tres repeticiones del
ensayo.

Figura 18: ELISA de gp130 humano - Inhibicién de la unién de OSM humana a gp130 humano por los variantes
humanizados 10G8 HOL1, H1L1 y H2L1. Se afiadié6 15E10h como comparacion. Se empledé un anticuerpo de trabajo
como control negativo. Los datos mostrados son representativos de una de las dos repeticiones del ensayo.

Figura 19: Complejo de uniéon de OSM-mAb 10G8 - Unién de la OSM humana con la cadena ligera y la cadena
pesada del mAb 10G8. Se muestran los sitios de union del receptor de OSM (sitio Il y sitio Ill). Se listan los restos
aminoacidos importantes para las regiones de union al receptor para cada sitio.

Figura 20: Ensayo de células KB - Inhibicion de la OSM humana por los anticuerpos variantes 10G8 HOL1 CDRH1 y
CDRL2. Se afadié 15E10h como comparaciéon. Se empled un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los
datos mostrados son representativos de una de las tres repeticiones del ensayo.

Figura 21: ELISA de gp130 humano - Inhibicién de la unién de OSM humana a gp130 humano por 10G8 parental de
ratéon, quimera de 10G8, parental humanizado 10G8 HOL1 (HOL1), y HO(huCDRH1)L1. Se afiadi6 15E10h como
comparacion. Se empled un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son representativos
de una de las tres repeticiones del ensayo.

Figura 22: Ensayo de células KB - Inhibicion de la OSM humana por 10G8 parental de raton, quimera de 10G8,
parental humanizado 10G8 HOL1 (HOL1), y HO(huCDRH1)L1. Se afiadié 15E10h como comparacion. Los datos
mostrados son representativos de una de las tres repeticiones del ensayo.
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Figura 23: Ensayo de células KB - Inhibicion de la OSM humana en presencia de suero AB humano al 25% por
10G8 parental de ratén, quimera de 10G8, parental humanizado 10G8 HOL1 (HOL1), y HO(H1)L1. Se afiadio 15E10h
como comparacion. Se empleé un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son
representativos de una de las dos repeticiones del ensayo.

Figura 24: Ensayo de OSM y gp130 enddégenos humanos - Inhibicién de la union de OSM humana endogena al
gp130 humano por 10G8 parental de raton, quimera de 10G8, parental humanizado 10G8 HOL1 (HOL1), y
HO(huCDRH1)L1. Se afiadio 15E10h como comparacion. Se empled un anticuerpo de trabajo como control negativo.
Los datos mostrados son representativos de uno de los cuatro donantes.

Figura 25: Ensayo de células KB de LIF humano - No se produce inhibicién del LIF humano por 10G8 parental de
ratéon, quimera de 10G8, parental humanizado 10G8 HOL1 (HOL1), y HO(huCDRH1)L1. Se afiadi6 15E10h como
comparacion. Se empled un anticuerpo anti-LIF humano (MAB250, R&D Systems) como control positivo. Se empled
un anticuerpo de trabajo como control negativo. Los datos mostrados son representativos de una de las tres
repeticiones del ensayo.

Figura 26: Ensayo de hepatocitos primarios humanos - Inhibicion de la liberacion del amiloide A sérico (SAA) por
HO(huCDRH1)L1 desde hepatocitos humanos estimulados con (A) 3 ng/ml, y (B) 10 ng/ml de OSM humana. Se
afiadié 15E10 humanizado con fines comparativos. Los datos mostrados son representativos de uno de los tres
donantes de hepatocitos.

Figura 27: Ensayo de hepatocitos primarios humanos - Inhibicién de la liberacion de proteina C reactiva (CRP) por
HO(huCDRH1)L1 desde hepatocitos humanos estimulados con (A) 3 ng/ml, y (B) 10 ng/ml de OSM humana. Se
afiadié 15E10 humanizado con fines comparativos. Los datos mostrados son representativos de uno de los tres
donantes de hepatocitos.

Figura 28: Ensayo de células similares a fibroblastos de AR humanos - Inhibicion de la liberacién de IL-6 por
HO(huCDRH1)L1 desde células de sinoviocitos similares a fibroblastos de AR humanos (HFLS-RA) estimulados con
(A) 0,3 ng/ml, y (B) 3 ng/ml de OSM humana. Se afiadié6 15E10 humanizado con fines comparativos. Los datos
mostrados son representativos de uno de los tres donantes de HFLS-RA.

Figura 29: Ensayo de células similares a fibroblastos de AR humanos - Inhibicion de la liberacion de MCP-1 por
HO(huCDRH1)L1 desde células de sinoviocitos similares a fibroblastos de AR humanos (HFLS-RA) estimulados con
(A) 0,3 ng/ml, y (B) 3 ng/ml de OSM humana. Se afiadié6 15E10 humanizado con fines comparativos. Los datos
mostrados son representativos de uno de los tres donantes de HFLS-RA.

Figura 30: Ensayo de células endoteliales de vena umbilical humanas - Inhibicién de la liberacién de IL-6 por
HO(huCDRH1)L1 desde células endoteliales de vena umbilical humanas estimuladas con (A) 30 ng/ml, y (B) 100
ng/ml de OSM humana. Se afiadi6 15E10 humanizado con fines comparativos. Los datos mostrados son
representativos de una de las tres repeticiones del ensayo.

Figura 31: Ensayo de fibroblastos de pulmén humanos - Inhibicién de la liberaciéon de MCP-1 por HO(huCDRH1)L1
desde fibroblastos de pulmén humanos estimulados con OSM humana. Se afadié 15E10 humanizado con fines
comparativos. Los datos mostrados son representativos de (A) un donante sano, y (B) un donante con IPF.

Figura 32: Ensayo de fibroblastos de pulmén humanos - Inhibicién de la liberacion de IL-6 por HO(huCDRH1)L1
desde fibroblastos de pulmén humanos estimulados con OSM humana. Se afiadié 15E10 humanizado (denominado
anticuerpo X) con fines comparativos. Los datos mostrados son representativos de (A) un donante sano, y (B) un
donante con IPF.

Figura 33: Datos de uniéon de variantes de CDRH3 - Se realizd una seleccion con alanina de los restos encontrados
en CDRH3. Los datos proporcionados muestran el modo en que la afinidad de unién se ve afectada por un cambio
en este resto.

Figura 34: llustracion de la interaccion entre hOSM y gp130, LIFR y OSMR.

Nomenclatura de los anticuerpos - Para evitar dudas, 15E10h y 15E10 humanizado se relacionan con el mismo
anticuerpo y se denominan anticuerpo X en algunas figuras. También 10G8/A9 y 10G8 se relacionan con el mismo
anticuerpo.

Sumario de la invenciéon

Se describen proteinas de union a antigenos que son capaces de unirse a OSM, por ejemplo, anticuerpos que se
unen especificamente a OSM y que inhiben la uniéon de OSM al receptor gp130, pero no interaccionan directamente
con los restos del sitio Il.

Los anticuerpos de OSM de la presente invenciéon estan relacionados o se derivan de un mAb murino 10G8. La
region variable de cadena pesada del anticuerpo 10G8 murino se proporciona como SEQ ID NO:26, y la region
variable de cadena ligera del anticuerpo 10G8 murino se proporciona como SEQ ID NO:28.
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Las regiones variables de cadena pesada (VH) de la presente invencion pueden comprender las siguientes CDR o
variantes de estas CDR (segun se define por Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
NIH, 1987)):

CDRH1 de SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:77,
CDRH2 de SEQ ID NO:2,
CDRH3 de SEQ ID NO:3.

Las regiones variables de cadena ligera (VL) de a presente invencion pueden comprender las siguientes CDR o
variantes de estas CDR (segun se define por Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
NIH, 1987)):

CDRL1 de SEQ ID NO:4,
CDRL2 de SEQ ID NO:5 0 SEQ ID NO:78,
CDRL3 de SEQ ID NO:6.

La invencién también proporciona una secuencia polinucleotidica que codifica una cadena pesada de cualquiera de
los anticuerpos descritos en la presente, y un polinucleétido que codifica una cadena ligera de cualquiera de los
anticuerpos descritos en la presente. Estos polinucledtidos representan la secuencia codificadora que se
corresponde con las secuencias polipeptidicas equivalentes, aunque se entendera que dichas secuencias
polinuclectidicas pueden clonares en un vector de expresion junto con un codén de inicio, una secuencia sefal
apropiada y un codoén de fin.

La invencién también proporciona una célula hospedante transfectada o transformada recombinante que comprende
uno o mas polinucleétidos que codifican una cadena pesada y/o una cadena ligera de cualquiera de las proteinas de
unién a antigenos descritas en la presente.

También se describe un método para la produccion de cualquiera de las proteinas de union a antigenos descritas en
la presente, comprendiendo dicho método la etapa de cultivar una célula hospedante que comprende un primer y un
segundo vector, comprendiendo dicho primer vector un polinucleétido que codifica una cadena pesada de cualquiera
de las proteinas de unién a antigenos descritas en la presente, y comprendiendo dicho segundo vector un
polinucledtido que codifica una cadena ligera de cualquiera de las proteinas de unién a antigenos descritas en la
presente, en un medio de cultivo adecuado, por ejemplo, un medio de cultivo sin suero.

La invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo, segun se describe
en la presente, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, se describe un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad o un trastorno que responde
a la modulacion de la interaccion entre hOSM y gp130, comprendiendo dicho método la etapa de administrar a dicho
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de su proteina de unién al antigeno, segun se describe en la
presente.

Por tanto, un objeto de la presente invencién consiste en proporcionar una estrategia terapéutica para el tratamiento
de la AR y otras enfermedades y trastornos, en particular enfermedades y trastornos inflamatorios cronicos, tales
como la osteoartritis, la fibrosis pulmonar idiopatica, el dolor, la enfermedad inflamatoria del pulmén, la enfermedad
cardiovascular y la psoriasis. En particular, un objeto de la presente invencién es proporcionar inmunoglobulinas, en
especial anticuerpos que se unen especificamente a OSM (por ejemplo, hOSM, en particular su sitio Il) y que
modulan (es decir, inhiben o bloquean) la interaccion entre OSM y gp130 en el tratamiento de enfermedades y
trastornos que responde a la modulacién de esta interaccion.

En otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método para tratar un paciente humano que padece una
enfermedad o un trastorno inflamatorio, comprendiendo dicho método la etapa de administrar a dicho paciente una
cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, seguin se describen en la presente.

En otro aspecto se describe un método para humanizar un anticuerpo, comprendiendo dicho método las etapas de
obtener un anticuerpo no humano que se une a un antigeno diana, obtener la estructura cristalografica del cocristal
de anticuerpo-antigeno, determinar hasta aproximadamente 2-5 A a partir de la estructura cristalina los restos del
anticuerpo no humano implicado directamente en la unién al antigeno, mutar uno o mas de los restos no implicados
en la union a un resto derivado de una secuencia humana, y recuperar dicho anticuerpo.

Descripcion detallada de la invencion

Se describe una proteina de unién a antigenos que se une especificamente a OSM, por ejemplo, que se une
especificamente a OSM humana (hOSM) y que inhibe la union de OSM al receptor gp130, pero que no interacciona
directamente con los restos del sitio II.
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En otro aspecto, tal como se describe en la presente, la proteina de unién a antigenos no se une directamente a los
restos Q20, G120, Q16, N124.

En otro aspecto, tal como se describe en la presente, se proporciona una proteina de unién a antigenos que se une
especificamente a OSM, por ejemplo, que se une especificamente a OSM humana (hOSM) y que inhibe la unién de
OSM al receptor gp130 y que interacciona con uno o mas de los restos 82, 83, 84, 90, 94, 112,115, 122, 123, 152 de
huOSM.

En uno de estos aspectos, se describe una proteina de unién a antigenos que se une especificamente a OSM, por
ejemplo, que se une especificamente a OSM humana (hOSM) y que inhibe la unidon de OSM al receptor gp130, pero
que no interacciona directamente con los restos del sitio Il, y que no compite con un anticuerpo que tiene una
cadena pesada de SEQ ID NO:79 y una cadena ligera de SEQ ID NO; 80 en un ensayo ELISA de competicion.

En uno de estos aspectos, la solicitud describe una proteina de unidon a antigenos que compite con la proteina de
unién a antigenos, segun se describe en la presente, por la unién a OSM, por ejemplo, a OSM humana.

En otro aspecto, el anticuerpo segun la invenciéon se une a OSM humana con alta afinidad, por ejemplo, cuando se
mide con un ensayo Biacore, la proteina de union a antigenos se une a la OSM humana con una afinidad de 500 pM
o0 menor, o una afinidad de 400 pM o menor, o de 300 pM o menor, o de 250 pM o menor, o de 200 pM o menor, o,
por ejemplo, de 140 pM o menor. En otra realizacion, la proteina de union a antigenos se une a la OSM humana,
cuando se mide mediante el ensayo Biacore, de entre aproximadamente 100 pM y aproximadamente 500 pM, o de
entre aproximadamente 100 pM y aproximadamente 300 pM, o de entre aproximadamente 100 pM vy
aproximadamente 250 pM, o de entre aproximadamente 100 pM y aproximadamente 200pM. En una realizacion de
la presente invencion, la proteina de unién a antigenos se une a OSM con una afinidad menor que 250 pm. En otra
realizaciéon de la presente invencion, la proteina de unién a antigenos se une a OSM con una afinidad menor que
140 pm.

En una de estas realizaciones, esto se mide mediante Biacore, por ejemplo como se indica en el ejemplo 1.2.2.

En otro aspecto, los anticuerpos de la presente invencién se unen a OSM humana con alta afinidad, por ejemplo,
cuando se mide mediante el método de Kinexa basado en una disolucion, la proteina de unién a antigenos se une a
OSM humana con una afinidad de 200 pM o menor, o con una afinidad de 150 pM o menor, o de 100 pM o menor, o
de 50 pM o menor, o, por ejemplo, de 40 pM o menor. En ofra realizacion, la proteina de unién a antigenos se une a
la OSM humana, cuando se mide mediante Kinexa, de entre aproximadamente 10 pM y aproximadamente 200 pM, o
de entre aproximadamente 10 pM y aproximadamente 150 pM, o de entre aproximadamente 10 pM vy
aproximadamente 100 pM, o de entre aproximadamente 10 pM y aproximadamente 70 pM, o de entre
aproximadamente 10 pM y aproximadamente 40 pM. En una realizacion de la presente invencion, la proteina de
union a antigenos se une a OSM con una afinidad menor que 70 pm. En otra realizacién de la presente invencion, la
proteina de unién a antigenos se une a OSM con una afinidad menor que 40 pm.

En una de estas realizaciones, esto se mide mediante Kinexa, por ejemplo como se indica en el ejemplo 1.2.2.

En otro aspecto, los anticuerpos de la invencion se unen a la OSM humana y neutralizan la OSM en un ensayo de
neutralizacion de células en el que la proteina de unidn a antigenos tiene una CI50 de entre aproximadamente 10
pM y aproximadamente 200 pM, o de entre aproximadamente 10 pM y aproximadamente 150 pM, o de entre
aproximadamente 10 pM y aproximadamente 100 pM, o de entre aproximadamente 20 pM y aproximadamente 100
pM, o de entre aproximadamente 20 pM y aproximadamente 100pM. En otra realizacion de la presente invencion, la
proteina de unién a antigenos se une a OSM vy neutraliza la OSM en un ensayo de neutralizaciéon de células en el
que la proteina de union a antigenos tiene una CI50 de aproximadamente 20 pM con una afinidad menor que 140
pm.

En una de estas realizaciones, esto se mide mediante un ensayo de neutralizacién de células, por ejemplo como se
indica en el ejemplo 2, seccion 2.2.1.

Se describen proteinas de unién a antigenos que comprenden CDRH3 de SEQ ID NO:3, o un variante de SEQ ID
NO:3 en el que la CDRH3 esta sustituida por los aminoacidos alternativos indicados a continuacién en una o mas de
las siguientes posiciones (empleando la numeracion de Kabat):

La posicion 95 esta sustituida por Ala, Glu, Gly, His, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr o Val.
La posicion 96 esta sustituida por Ala, Cys, Phe, Gly, His, Lys, Leu, Ser, Thr, Trp o Tyr.
La posicion 97 esta sustituida por Ala, Cys, Phe, Met o Ser.

La posicion 98 esta sustituida por Ala, Asp, Phe, Gly, Leu, Pro, Gln o Trp.

La posicion 99 esta sustituida por Ala, Cys, Pro, Ser, Val o Tyr.

La posicion 100B esta sustituida por Glu.
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La posicion 100C esta sustituida por Ala, Glu, Phe, Gly, Val o Trp.

La posicion 100D esta sustituida por Ala, Cys, Asp, Glu, Gly, Leu, Ser, Thr, Val, Trp o Tyr.

La posicion 101 esta sustituida por Glu, Gly, Ser, Thr o Val.

La posicion 102 esta sustituida por Ala, Phe, Gly, Leu, Pro, GIn, Arg, Ser Tyr, His, lle, Asp o Trp.
Se describe la proteina de union a antigenos que comprende:

i) CDRH3, tal como se indica en SEQ ID NO:3, o un variante de SEQ ID NO:3 en el que Val102 esta sustituido por
Tyr, His, lle, Ser, Asp o Gly.

ii) CDRHZ2, tal como se indica en SEQ ID NO:2, o un variante de SEQ ID NO:2 en el que Thr50 esta sustituido por
Gly, Tyr, Phe, lle, Glu o Val y/o lle51 esta sustituido por Leu, Val, Thr, Ser o Asn y/o Ser52 esta sustituido por Phe,
Trp o His y/o Gly53 esta sustituido por Asp, Ser o Asn y/o Gly54 esta sustituido por Ser y/o Phe56 esta sustituido por
Ser, Tyr, Thr, Asn, Asp o Arg y/o Tyr58 esta sustituido por Gly, His, Phe, Asp o Asn.

iii) CDRL1, tal como se indica en SEQ ID NO:4, o un variante de SEQ ID NO:4 en el que Ser27A esta sustituido por
Asn, Asp, Thr o Glu y/o Ser27C esta sustituido por Asp, Leu, Tyr, Val, lle, Asn, Phe, His, Gly o Thr y/o Asn31 esta
sustituido por Ser, Thr, Lys o Gly y/o Phe32 esta sustituido por Tyr, Asn, Ala, His, Ser o Arg y/o Met33 esta sustituido
por Leu, Val, lle o Phe.

iv) CDRL3, tal como se indica en SEQ ID NO:6, o un variante de SEQ ID NO:6 en el que Leu89 esta sustituido por
GIn, Ser, Gly o Phe y/o His90 esta sustituido por Gln o Asn, Ser91 esta sustituido por Asn, Phe, Gly, Arg, Asp, His,
Thr, Tyr o Val y/o Arg92 esta sustituido por Asn, Tyr, Trp, Thr, Ser, GIn, His, Ala o Asp y/o Glu93 esta sustituido por
Asn, Gly, His, Thr, Ser, Ar o Ala y/o Phe96 esta sustituido por Pro, Leu, Tyr, Arg, lle o Trp.

En otro aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende ademas:
v) CDRL2, tal como se indica en SEQ ID NO:5 o SEQ ID NO:78.
En otro aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende ademas:

vi) CDRH1, tal como se indica en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77, o un variante de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77 en
el que Tyr32 esta sustituido por lle, His, Phe, Thr, Asn, Cys, Glu o Asp y/o Ala33 esta sustituido por Tyr, Trp, Gly,
Thr, Leu o Val y/o Met34 esta sustituido por lle, Val o Trp y/o Ser35 esta sustituido por His, Glu, Asn, GIn, Tyr o Thr.

Las secuencias de CDR variantes para las L1, L2, L3, H1 y H2 de las CDR se han determinado empleando
mutagénesis y/o tecnologia canonica. Las L1, L2, L3, H1 y H2 de las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) tienden a mostrar estructuralmente una de un numero finito de conformaciones de la
cadena principal. La clase de estructura canonica concreta de una CDR se define por la longitud de la CDR y por la
compactacion de los bucles determinada por restos localizados en posiciones clave en la CDR y en las regiones de
marco (restos determinantes de la estructura o SDR). Martin y Thornton (1996, J. Mol. Biol., 263:800-815) han
generado un método automatico para definir los moldes candnicos de "restos clave". Se emplea el analisis de
Cluster para definir las clases canonicas para conjuntos de CDR, y después se identifican los moldes canoénicos
mediante el analisis de restos hidréfobos de unién a hidrégeno enterrados y las glicinas y prolinas conservadas. Las
CDR de las secuencias de los anticuerpos pueden asignarse a clases canonicas comparando las secuencias con
moldes de restos clave y puntuando cada molde empleando matrices de identidad o similitud.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende CDRH3 de SEQ ID NO:3, CDRH2: SEQ ID
NO:2, CDRL1: SEQ ID NO:4 y CDRL3: SEQ ID NO:6, y puede comprender ademas CDRH1 de SEQ ID NO:1 o SEQ
ID NO:77, y CDRL2: SEQ ID NO:5 0 SEQ ID NO:78.

En otro aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende CDRH3 de SEQ ID NO:3, CDRH2: SEQ ID NO:2,
CDRL1: SEQ ID NO:4, CDRL2: SEQ ID NO:5 y CDRL3: SEQ ID NO:6.

En otro aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende CDRH3 de SEQ ID NO:3, CDRH2: SEQ ID NO:2,
CDRH1 de SEQ ID NO:1, CDRL1: SEQ ID NO:4, CDRL2: SEQ ID NO:5 y CDRL3: SEQ ID NO:6.

En otro aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende CDRH3 de SEQ ID NO:3, CDRH2: SEQ ID NO:2,
CDRH1 de SEQ ID NO:1, CDRL1: SEQ ID NO:4, CDRL2: SEQ ID NO:78, y CDRL3: SEQ ID NO:6.

En otro aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende CDRH3 de SEQ ID NO:3, CDRH2: SEQ ID NO:2,
CDRH1 de SEQ ID NO:77, CDRL1: SEQ ID NO:4, CDRL2: SEQ ID NO:5 y CDRL3: SEQ ID NO:6.

En otro aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende CDRH3 de SEQ ID NO:3, CDRH2: SEQ ID NO:2,
CDRH1 de SEQ ID NO:77, CDRL1: SEQ ID NO:4, CDRL2: SEQ ID NO:78, y CDRL3: SEQ ID NO:6.

En un aspecto de la presente invencion, la proteina de unién a antigenos no interacciona directamente a través de
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CDRH1 con OSM.

En un aspecto, la proteina de unién a antigenos no interacciona directamente a través de CDRH1 o CDRL2 con
OSM.

Las proteinas de union a antigeno descritas en la presente solicitud pueden comprender regiones variables de
cadena pesada y regiones variables de cadena ligera formateadas en la estructura de un anticuerpo natural, o de
uno de sus fragmentos funcionales o equivalentes. Por tanto, una proteina de unién a antigenos puede comprender
las regiones VH formateadas en un anticuerpo de longitud completa, un fragmento (Fab')2, un fragmento Fab, o uno
de sus equivalentes (tales como scFV, bi- tri- o tetracuerpos, Tandabs etc.), cuando se aparean con una cadena
ligera apropiada. Los anticuerpos de la presente invencion pueden ser una IgG1, 19G2, 1IgG3, o IgG4; o IgM; IgA, IgE
o IgD, o uno de sus variantes modificados.

El dominio constante de la cadena pesada del anticuerpo puede seleccionarse en consecuencia. EI dominio
constante de cadena ligera puede ser un dominio constante kappa o lambda. Ademas, la proteina de unién a
antigenos puede comprender modificaciones de todas clases, por ejemplo, dimeros de IgG, mutantes de Fc que ya
no se unen a receptores de Fc o que median en la uniéon de C1q. La proteina de unién a antigenos también puede
ser un anticuerpo quimérico del tipo descrito en el documento WO86/01533 que comprende una region de union al
antigeno y una region que no es de inmunoglobulina.

La region constante se selecciona segun cualquier funcionalidad requerida. Una IgG1 puede mostrar capacidad litica
a través de la unidon al complemento y/o mediara en la ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos).
Puede emplearse una IgG4 si se requiere un anticuerpo bloqueante no citotéxico. Sin embargo, los anticuerpos IgG4
pueden mostrar inestabilidad durante su produccién y, por tanto, una alternativa es modificar una IgG1, que en
general es mas estable. Las modificaciones sugeridas se describen en el documento EP0307434, por ejemplo,
mutaciones en las posiciones 235 y 237. Por tanto, se describe una forma litica o no litica de una proteina de unién a
antigenos, por ejemplo, un anticuerpo segun la invencion.

En ciertas formas, el anticuerpo de la invencion es un anticuerpo de IgG1 no litico o litico de longitud completa (por
ejemplo, tetramero de H2L2) que posee cualquiera de las regiones variables de cadena pesada descritas en la
presente.

Las proteinas de uniéon a antigenos descritas se derivan del anticuerpo murino que tiene las regiones variables
descritas en SEQ ID NO:26 y SEQ ID NO:28 o sus equivalente no murinos, tales como sus variantes de rata,
humanas, quiméricas o humanizadas, por ejemplo, derivadas del anticuerpo humanizado que tienen las cadenas
pesada y ligera descritas en SEQ ID NO:54 y SEQ ID NO:62.

En un aspecto, se describe una proteina de uniéon a antigenos que comprende un dominio variable de cadena
pesada aislado seleccionado de cualquiera de los siguientes: SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:58 o SEQ
ID NO:74.

En otro aspecto, se describe una proteina de unién a antigenos que comprende un dominio variable de cadena
ligera aislado seleccionado de cualquiera de los siguientes: SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:66 o SEQ ID
NO:68.

En otro aspecto, se describe una proteina de uniéon a antigenos que comprende un dominio variable de cadena
pesada aislado seleccionado de cualquiera de los siguientes: SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:58 o SEQ
ID NO:74, y un dominio variable de cadena ligera aislado seleccionado de cualquiera de los siguientes: SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:66 o SEQ ID NO:68.

En otra realizacion de la solicitud se describe una proteina de unién a antigenos que comprende un dominio variable
de cadena pesada aislado de SEQ ID NO:54 y un dominio variable de cadena ligera aislado de SEQ ID NO:62.
En otra realizacién de la invencion, tal como se describe en la presente, la proteina de unién a antigenos comprende
una region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:74, y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:62.

También se describe una proteina de unién a antigenos que comprende una region variable de cadena pesada
codificada por SEQ ID NO:53, y una regién variable de cadena ligera codificada por SEQ ID NO:61.

En un aspecto de la invencion, se proporciona una proteina de unidon a antigenos que comprende una region
variable de cadena pesada codificada por SEQ ID NO:73, y una region variable de cadena ligera codificada por SEQ
ID NO:61.

En un aspecto, se proporciona un polinucleétido que codifica una cadena pesada variable aislada, comprendiendo
dicho polinucleétido la SEQ ID NO:53, o la SEQ ID NO:55, o la SEQ ID NO:57, o la SEQ ID NO:73.

En un aspecto, se proporciona un polinucledtido que codifica una cadena ligera variable aislada, comprendiendo

dicho polinucleétido la SEQ ID NO:61, o la SEQ ID NO:63, o la SEQ ID NO:65, o la SEQ ID NO:67. En otro aspecto,
se proporciona un polinucleétido que codifica una cadena pesada variable aislada, comprendiendo dicho
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polinucleédtido la SEQ ID NO:53, o la SEQ ID NO:73, y un polinucledtido que codifica una cadena ligera variable
aislada, comprendiendo dicho polinucledtido la SEQ ID NO:61, o la SEQ ID NO:63, o la SEQ ID NO:65, o la SEQ ID
NO:67. En otro aspecto, se proporciona un polinucleétido que codifica una cadena pesada variable aislada,
comprendiendo dicho polinucledtido la SEQ ID NO:53, o la SEQ ID NO:73, y un polinucleétido que codifica una
cadena ligera variable aislada, comprendiendo dicho polinucleétido la SEQ ID NO:61.

En otro aspecto, la proteina de union a antigenos puede comprender una cualquiera de las cadenas pesadas
variables, segun se describen en la presente, en combinacion con una cualquiera de las cadenas ligeras, segun se
describen en la presente.

En un aspecto, la proteina de unién a antigenos es un anticuerpo que comprende una o mas CDR segun la
invencion descrita en la presente, o uno o ambos de los dominios variables de cadena pesada o ligera segun la
invencion descrita en la presente. En una realizacién, el anticuerpo se une a OSM de primate. En dicha realizacion,
el anticuerpo se une ademas a una OSM de primate no humana, por ejemplo, la OSM de mono macaco
cynomolgus. En otra realizacion, el anticuerpo se une a OSM de mono titi.

En un aspecto se proporciona un anticuerpo que se une a OSM humana y de mono titi con una afinidad mayor que 1
nM cuando se mide mediante Biacore o Kinexa.

La capacidad de estos anticuerpos para neutralizar la OSM de mono titi proporciona un medio exclusivo para
evaluar el papel de la OSM en modelos de enfermedad de mono titi, tales como el modelo EAE de MS, para
indicaciones adicionales. En otro aspecto, la proteina de unién a antigenos se selecciona del grupo que consiste en
un dAb, Fab, Fab', F(ab'),, Fv, diacuerpo, triacuerpo, tetracuerpo, minianticuerpo y minicuerpo.

En un aspecto de la presente invencion, la proteina de unién a antigenos es un anticuerpo humanizado o quimérico,
y en otro aspecto el anticuerpo esta humanizado.

En un aspecto, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

Por tanto, en un aspecto de la invencién se proporciona un anticuerpo que se une especificamente a OSM y que
inhibe la union de OSM al receptor gp130, pero no interacciona directamente con los restos del sitio Il, y en el que el
anticuerpo comprende CDRH3 de SEQ ID NO:3 o un variante de SEQ ID NO:3, en el que la posicién 98 esta
sustituida por Leu, y en el que el anticuerpo comprende:

i) CDRHZ2, tal como se indica en SEQ ID NO:2,
ii) CDRLA1, tal como se indica en SEQ ID NO:4, y
iii) CDRL3, tal como se indica en SEQ ID NO:6,

y en el que el anticuerpo se une a OSM humana y de mono titi con una afinidad mayor que 1 nM cuando se mide
mediante Biacore o Kinexa.

La presente solicitud divulga ademas que, en un aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende:

i) CDRH3, tal como se indica en SEQ ID NO:3, o un variante de SEQ ID NO:3 en el que la CDRH3 esta sustituida
por los aminoacidos alternativos indicados a continuacion en una o mas de las siguientes posiciones (empleando la
numeracion de Kabat):

La posicion 95 esta sustituida por Ala, Glu, Gly, His, Leu, Met, Pro, GIn, Ser, Thr, o Val.

La posicion 96 esta sustituida por Ala, Cys, Phe, Gly, His, Lys, Leu, Ser, Thr, Trp o Tyr.

La posicion 97 esta sustituida por Ala, Cys, Phe, Met o Ser.

La posicion 98 esta sustituida por Ala, Asp, Phe, Gly, Leu, Pro, GIn o Trp.

La posicion 99 esta sustituida por Ala, Cys, Pro, Ser, Val o Tyr.

La posicion 100B esta sustituida por Glu.

La posicion 100C esta sustituida por Ala, Glu, Phe, Gly, Val o Trp.

La posicion 100D esta sustituida por Ala, Cys, Asp, Glu, Gly, Leu, Ser, Thr, Val, Trp o Tyr.

La posicion 101 esta sustituida por Glu, Gly, Ser, Thr o Val.

La posicion 102 esta sustituida por Ala, Phe, Gly, Leu, Pro, GIn, Arg, Ser Tyr, His, lle, Asp o Trp.
ii) CDRH1, tal como se indica en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77, o un variante de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77, en
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el que Tyr32 esta sustituido por lle, His, Phe, Thr, Asn, Cys, Glu o Asp y/o Ala33 esta sustituido por Tyr, Trp, Gly,
Thr, Leu o Val y/o Met34 esta sustituido por lle, Val o Trp y/o Ser35 esta sustituido por His, Glu, Asn, GIn, Tyr o Thr.

iii) CDRH2, tal como se indica en SEQ ID NO:2, o un variante de SEQ ID NO:2 en el que Thr50 esta sustituido por
Gly, Tyr, Phe, lle, Glu o Val y/o lle51 esta sustituido por Leu, Val, Thr, Ser o Asn y/o Ser52 esta sustituido por Phe,
Trp o His y/o Gly53 esta sustituido por Asp, Ser o Asn y/o Gly54 esta sustituido por Ser y/o Phe56 esta sustituido por
Ser, Tyr, Thr, Asn, Asp o Arg y/o Tyr58 esta sustituido por Gly, His, Phe, Asp o Asn.

iv) CDRLA1, tal como se indica en SEQ ID NO:4, o un variante de SEQ ID NO:4 en el que Ser27A esta sustituido por
Asn, Asp, Thr o Glu y/o Ser27C esta sustituido por Asp, Leu, Tyr, Val, lle, Asn, Phe, His, Gly o Thr y/o Asn31 esta
sustituido por Ser, Thr, Lys o Gly y/o Phe32 esta sustituido por Tyr, Asn, Ala, His, Ser o Arg y/o Met33 esta sustituido
por Leu, Val, lle o Phe.

v) CDRL2, tal como se indica en SEQ ID NO:5 o SEQ ID NO:78.

vi) CDRL3, tal como se indica en SEQ ID NO:6, o un variante de SEQ ID NO:6 en el que Leu89 esta sustituido por
GIn, Ser, Gly o Phe y/o His90 esta sustituido por Gln o Asn, Ser91 esta sustituido por Asn, Phe, Gly, Arg, Asp, His,
Thr, Tyr o Val y/o Arg92 esta sustituido por Asn, Tyr, Trp, Thr, Ser, GIn, His, Ala o Asp y/o Glu93 esta sustituido por
Asn, Gly, His, Thr, Ser, Ar o Ala y/o Phe96 esta sustituido por Pro, Leu, Tyr, Arg, lle o Trp.

vii) el marco de cadena pesada que comprende los siguientes restos:
Posicion 2: Val, lle o Gly

Posicién 4: Leu o Val

Posicion 20: Leu, lle, Met o Val

Posicion 22: Cys

Posicion 24: Thr, Ala, Val, Gly o Ser

Posicion 26: Gly

Posicion 29: lle, Phe, Leu o Ser

Posicion 36: Trp

Posicion 47: Trp

Posicion 48: lle, Met, Val o Leu

Posicion 69: lle, Leu, Phe, Met o Val

Posicion 71: Arg

Posicion 78: Ala, Leu, Val, Tyr o Phe

Posicion 80: Leu, Met

Posicion 90: Tyr o Phe

Posicion 92: Cys

Posicion 94: Arg, Lys, Gly, Ser, His o Asn

La presente invencioén divulga ademas que, en un aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende:
i) CDRH3, tal como se indica en SEQ ID NO:3,

ii) CDRH1, tal como se indica en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77,
iii) CDRH2, tal como se indica en SEQ ID NO:2,

iv) CDRL1, tal como se indica en SEQ ID NO:4,

v) CDRL2, tal como se indica en SEQ ID NO:5 o SEQ ID NO:78,
vi) CDRL3, tal como se indica en SEQ ID NO:6,

vii) el marco de cadena pesada que comprende los siguientes restos:
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Posicion 2: Val, lle o Gly

Posicién 4: Leu o Val

Posicion 20: Leu, lle, Met o Val

Posicion 22: Cys

Posicion 24: Thr, Ala, Val, Gly o Ser

Posicion 26: Gly

Posicion 29: lle, Phe, Leu o Ser

Posicion 36: Trp

Posicion 47: Trp

Posicion 48: lle, Met, Val o Leu

Posicion 69: lle, Leu, Phe, Met o Val

Posicion 71: Arg

Posicion 78: Ala, Leu, Val, Tyr o Phe

Posicion 80: Leu, Met

Posicion 90: Tyr o Phe

Posicion 92: Cys

Posicion 94: Arg, Lys, Gly, Ser, His o Asn

La presente invencion divulga ademas que, en un aspecto, la proteina de unién a antigenos comprende:
i) CDRH3, tal como se indica en SEQ ID NO:3,

ii) CDRH1, tal como se indica en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77,
iii) CDRH2, tal como se indica en SEQ ID NO:2,

iv) CDRL1, tal como se indica en SEQ ID NO:4,

v) CDRL2, tal como se indica en SEQ ID NO:5 o SEQ ID NO:78,
vi) CDRL3, tal como se indica en SEQ ID NO:6,

vii) el marco de cadena pesada que comprende los siguientes restos:
Posicién 2: Val

Posicién 4: Leu

Posicién 20: Leu

Posicion 22: Cys

Posicion 24: Ala

Posicion 26: Gly

Posicion 29: Phe

Posicion 36: Trp

Posicion 47: Trp

Posicién 48: Val

Posicién 69: lle

Posicion 71: Arg
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Posicién 78: Leu

Posicién 80: Leu

Posicion 90: Tyr

Posicion 92: Cys

Posicion 94: Arg

La presente invencion divulga ademas que, en un aspecto, la proteina de union a antigenos comprende:
i) CDRH3, tal como se indica en SEQ ID NO:3,

ii) CDRH1, tal como se indica en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:77,
iii) CDRH2, tal como se indica en SEQ ID NO:2,

iv) CDRL1, tal como se indica en SEQ ID NO:4,

v) CDRL2, tal como se indica en SEQ ID NO:5 o0 SEQ ID NO:78,
vi) CDRL3, tal como se indica en SEQ ID NO:6,

vii) el marco de cadena pesada que comprende los siguientes restos:
Posicién 2: Val

Posicién 4: Leu

Posicién 20: Leu

Posicion 22: Cys

Posicién 24: Ala

Posicion 26: Gly

Posicion 29: Phe

Posicion 36: Trp

Posicion 47: Trp

Posicién 48: Leu

Posicion 69: lle, Leu, Phe, Met o Val

Posicion 71: Arg

Posicién 78: Ala

Posicion 80: Leu, Met

Posicion 90: Tyr o Phe

Posicion 92: Cys

Posicion 94: Arg, Lys, Gly, Ser, His o Asn

Las proteinas de unién a antigenos, por ejemplo, los anticuerpos de la presente invencion, pueden producirse
mediante transfeccion de una célula hospedante con un vector de expresién que comprende la secuencia
codificadora de la proteina de unién a antigenos de la invencion. Se produce un vector de expresion o un plasmido
recombinante colocando estas secuencias codificadoras de la proteina de unién a antigenos en asociacion operativa
con secuencias de control reguladoras convencionales capaces de controlar la replicacion y la expresion en una
célula hospedante y/o la secrecion desde una célula hospedante. Las secuencias reguladoras incluyen secuencias
de promotor, por ejemplo, promotor de CMV, y secuencias sefial que pueden derivarse de otros anticuerpos
conocidos. De modo similar, puede producirse un segundo vector de expresion que presenta una secuencia de ADN
que codifica una cadena ligera o pesada de una proteina de unién a antigenos complementaria. En ciertas
realizaciones, este segundo vector de expresion es idéntico al primero, excepto en lo que se refiere a las secuencias
codificadoras y los marcadores seleccionables, para asegurar en la medida de lo posible que cada cadena
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polipeptidica se exprese de modo funcional. Como alternativa, las secuencias codificadoras de cadena pesada y
ligera para la proteina de unién a antigenos pueden residir en un Unico vector.

Una célula hospedante seleccionada se cotransfecta mediante técnicas convencionales con el primer y el segundo
vector (o simplemente se transfecta con un Unico vector) para crear la célula hospedante transfectada de la
invencion que comprende las cadenas ligera y pesada sintéticas o recombinantes. Después la célula transfectada se
cultiva mediante técnicas convencionales para producir los anticuerpos modificados de la invencién. Los anticuerpos
que incluyen la asociaciéon de la cadena ligera y/o la cadena pesada recombinante se seleccionan de un cultivo
mediante un ensayo apropiado, tal como ELISA o RIA. Pueden emplearse técnicas convencionales similares para
construir otras proteinas de unién a antigenos.

Los vectores adecuados para las etapas de clonacion y subclonacion empleados en los métodos y en la
construccién de las composiciones de esta invencion pueden ser seleccionados por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, puede emplearse la serie pUC convencional de vectores de clonacién. Un vector, pUC19, esta disponible
en el mercado en empresas suministradoras, tales como Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido) o Pharmacia
(Uppsala, Suecia). Ademas, cualquier vector que sea capaz de replicarse con facilidad, que tenga un gran nimero
de sitios de clonacion y genes seleccionables (por ejemplo, resistencia a antibiéticos) y que pueda manipularse con
facilidad puede usarse para la clonacion. Asi, la seleccién del vector de clonacién no es un factor limitante en esta
invencion.

Los vectores de expresion también pueden caracterizarse por medio de los genes adecuados para amplificar la
expresion de secuencias de ADN heterdlogas, por ejemplo, el gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) de mamiferos.
Otras secuencias de vectores incluyen una secuencia sefal de poli A, tal como la procedente de la hormona de
crecimiento bovina (BGH) y la secuencia del promotor de betaglobina (betaglopro). Los vectores de expresion utiles
en la presente pueden sintetizarse mediante técnicas muy conocidas por los expertos en la técnica.

Los componentes de dichos vectores, por ejemplo, replicones, genes de seleccion, potenciadores, promotores,
secuencias sefal y similares, pueden obtenerse de fuentes comerciales o naturales o pueden sintetizarse mediante
procedimientos conocidos para su uso en la direccién de la expresion y/o la secrecion del producto del ADN
recombinante en un hospedante seleccionado. Para este fin también pueden seleccionarse otros vectores de
expresion apropiados, y en la técnica se conocen numerosos tipos para la expresion en mamiferos, bacteriana, en
insectos, en levaduras y fungica.

La presente invencion también incluye una linea celular transfectada con un plasmido recombinante que contiene las
secuencias codificadoras de las proteinas de unién a antigenos de la presente invencion. Las células hospedantes
utiles para la clonacion y otras manipulaciones de estos vectores de clonacion también son convencionales. Sin
embargo, pueden emplearse células de diversas cepas de E. coli para la replicacion de los vectores de clonacion y
otras etapas en la construccion de los anticuerpos de esta invencion.

Las células hospedantes o lineas de células adecuadas para la expresion de las proteinas de unién a antigenos de
la invencion incluyen células de mamifero, tales como NSO, Sp2/0, CHO (por ejemplo, DG44), COS, HEK, una célula
de fibroblasto (por ejemplo, 3T3), y células de mieloma, por ejemplo, pueden expresarse en una célula CHO o de
mieloma. Pueden emplearse células humanas, permitiendo asi que la molécula se modifique con patrones de
glicosilacion humanos. Como alternativa, pueden emplearse otras lineas de células eucariotas. La seleccion de las
células hospedantes de mamifero adecuadas y los métodos para la transformacion, el cultivo, la amplificacion, la
seleccion y la produccion y purificacion del producto son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et
al., citado anteriormente.

Las células bacterianas pueden demostrar ser Utiles como células hospedantes para la expresiéon de Fab
recombinantes u otras realizaciones de la presente invencién (véase, por ejemplo, Plikthun, A., Immunol. Rev.,
130:151-188 (1992)). Sin embargo, debido a la tendencia de las proteinas expresadas en células bacterianas a estar
en una forma desplegada o plegada de modo incorrecto o a estar en una forma no glicosilada, cualquier Fab
recombinante producido en una célula bacteriana debe seleccionarse para la conservacién de la capacidad de unién
al antigeno. Si la molécula expresada por la célula bacteriana se produce en una forma plegada de modo correcto,
esta célula bacteriana seria un hospedante deseable o, en realizaciones alternativas, la molécula puede expresarse
en el hospedante bacteriano y después volverse a plegar. Por ejemplo, diversas cepas de E. coli empleadas para la
expresion son muy conocidas como células hospedantes en el campo de la biotecnologia. En este método también
pueden emplearse diversas cepas de B. subtilis, Streptomyces, otros bacilos y similares.

Cuando se desee, también estan disponibles como células hospedantes cepas de células de levadura conocidas por
los expertos en la técnica, asi como células de insecto, por ejemplo, Drosophila y Lepidoptera y sistemas de
expresion viricos. Véase, por ejemplo, Miller et al., Genetic Engineering, 8:277-298, Plenum Press (1986) y las
referencias citadas en este articulo.

Los métodos generales mediante los cuales pueden construirse los vectores, los métodos de transfeccion requeridos
para producir las células hospedantes de la invencién, y los métodos de cultivo necesarios para producir los
anticuerpos de la invencién a partir de dichas células hospedantes pueden ser todos técnicas convencionales.
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Generalmente, el método de cultivo de la presente invencidon es un método de cultivo sin suero, habitualmente
mediante el cultivo de células sin suero en suspensiéon. De modo similar, una vez producidos, los anticuerpos de la
invencion pueden purificarse de los contenidos del cultivo celular segun procedimientos convencionales de la
técnica, que incluyen precipitacion con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna,
electroforesis en gel y similares. Estas técnicas estan dentro del conocimiento de la técnica y no limitan esta
invencion. Por ejemplo, se describen preparaciones de anticuerpos alterados en los documentos WO
99/58679 y WO 96/16990.

Otro método de expresion de los anticuerpos de la presente invencion puede utilizar la expresion de un animal
transgénico, tal como se describe en la patente de EE. UU. n.° 4.873.316. Esta se refiere a un sistema de expresion
que emplea el promotor de caseina de animales que, cuando se incorpora transgénicamente a un mamifero, permite
a la hembra producir la proteina recombinante deseada en su leche.

En otra realizaciéon de la invenciéon se proporciona un método para producir un anticuerpo de la invencion,
comprendiendo dicho método la etapa de cultivar una célula hospedante transformada o transfectada con un vector
que codifica la cadena ligera y/o pesada del anticuerpo de la invencion, y recuperar el anticuerpo producido con ello.

Se describe un método para producir un anticuerpo anti-OSM de la presente invencidon que se une y neutraliza la
actividad de la OSM humana, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) proporcionar un primer vector que codifica una cadena pesada del anticuerpo;
(b) proporcionar un segundo vector que codifica una cadena ligera del anticuerpo;
(c) transformar una célula hospedante de mamifero (por ejemplo, CHO) con dicho primer y segundo vector;

(d) cultivar la célula hospedante de la etapa (c) bajo condiciones que conducen a la secrecion del anticuerpo desde
dicha célula hospedante hacia dicho medio de cultivo;

(e) recuperar el anticuerpo segregado de la etapa (d).

Tras haber sido expresado mediante el método deseado, el anticuerpo después se estudia para la actividad in vitro
mediante el uso de un ensayo apropiado. En la actualidad se emplean formatos de ensayo ELISA convencionales
para evaluar la unién cualitativa y cuantitativa del anticuerpo a la OSM. Ademas, también pueden emplearse otros
ensayos in vitro para verificar la eficacia neutralizante antes de posteriores estudios clinicos en seres humanos
realizados para evaluar la persistencia del anticuerpo en el cuerpo a pesar de los mecanismos de eliminacién
habituales.

La dosis y la duracién del tratamiento se refieren a la duracion relativa de las moléculas de la presente invencién en
la circulacién humana y pueden ser ajustadas por los expertos en la técnica dependiendo del trastorno que se esta
tratando y de la salud general del paciente. Se contempla que puede ser necesaria una dosificacion repetida (por
ejemplo, una vez semanal o una vez cada dos semanas) a lo largo de un periodo largo de tiempo (por ejemplo, de
cuatro a seis meses) para lograr la maxima eficacia terapéutica.

También se describe una célula hospedante recombinante transformada, transfectada o transducida que comprende
al menos un modulo de expresion, por ejemplo, en la que el médulo de expresion comprende un polinucleétido que
codifica una cadena pesada de una proteina de union a antigenos segun la invencién descrita en la presente, y que
comprende ademas un polinucledtido que codifica una cadena ligera de una proteina de union a antigenos segun la
invencion descrita en la presente, o en la que existen dos mddulos de expresion y el primero codifica la cadena
ligera y el segundo codifica la cadena pesada. Por ejemplo, en una realizacion, el primer médulo de expresion
comprende un polinucleétido que codifica una cadena pesada de una proteina de unién a antigenos que comprende
una region constante, o un fragmento de unién al antigeno de esta, que esta unido a una regién constante descrita
en la presente, y que comprende ademas un segundo médulo que comprende un polinucledtido que codifica una
cadena ligera de una proteina de union a antigenos que comprende una region constante, o un fragmento de union
al antigeno de esta, que esta unido a una region constante proporcionada en la presente, por ejemplo, el primer
maodulo de expresion comprende un polinucleétido que codifica una cadena pesada seleccionada de SEQ ID NO:70,
o SEQ ID NO:76, y un segundo modulo de expresion comprende un polinucleétido que codifica una cadena ligera
seleccionada de SEQ ID NO:72.

Se entendera que las secuencias descritas en la presente (SEQ ID NO:25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47,
49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 83) incluyen secuencias que son sustancialmente idénticas, por
ejemplo, secuencias que son al menos 90% idénticas, preferiblemente, que son al menos 91%, o al menos 92%, o al
menos 93%, o al menos 94%, o al menos 95%, o al menos 96%, o al menos 97%, o al menos 98%, o al menos 99%
idénticas a las secuencias descritas en la presente.

Para los acidos nucleicos, la expresion "identidad sustancial" indica que dos acidos nucleicos, o las secuencias
indicadas de estos, cuando se alinean de modo 6ptimo y se comparan, son idénticas, con las inserciones o
deleciones de nucledtidos apropiadas, en al menos aproximadamente 80% de los nucledtidos, de al menos
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aproximadamente 90% a aproximadamente 95%, o de al menos aproximadamente 98% a aproximadamente 99,5%
de los nucledtidos. Como alternativa, existe una identidad sustancial cuando los segmentos se hibridan bajo
condiciones de hibridacion selectivas al complemento de la hebra.

Para secuencias de nucledtidos y de aminoacidos, el término "idéntico" indica el grado de identidad entre dos
secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos cuando se alinean de modo 6ptimo y se comparan con las
inserciones o deleciones apropiadas. Como alternativa, existe una identidad sustancial cuando los segmentos de
ADN se hibridan bajo condiciones selectivas al complemento de la hebra.

En otra realizaciéon de la invencién se proporciona una célula hospedante transformada de modo estable que
comprende un vector que comprende uno o mas modulos de expresion que codifican una cadena pesada y/o una
cadena ligera del anticuerpo que comprende una regién constante, o un fragmento de unién al antigeno de esta, que
esta unido a una region constante, segun se describe en la presente. Por ejemplo, estas células hospedantes
pueden comprender un primer vector que codifica la cadena ligera, y un segundo vector que codifica la cadena
pesada, por ejemplo, el primer vector codifica una cadena pesada seleccionada de SEQ ID NO:70, o SEQ ID NO:76,
y un segundo vector que codifica una cadena ligera, por ejemplo, la cadena ligera de SEQ ID NO:72.

En otra realizacion de la presente invencion se proporciona una célula hospedante segun la invencién descrita en la
presente, en la que la célula es eucariota, por ejemplo, en la que la célula es de mamifero. Los ejemplos de dichas
lineas celulares incluyen CHO o NSO.

También se describe un método para la produccion de un anticuerpo que comprende una region constante, o un
fragmento de union al antigeno de esta, que esta unido a una regidon constante segun la invencion descrita en la
presente, comprendiendo dicho método la etapa de cultivar una célula hospedante en un medio de cultivo, por
ejemplo, un medio de cultivo sin suero.

Se describe un método en el que dicho anticuerpo después se purifica hasta al menos 95% o mas (por ejemplo, 98%
0 mas) con respecto a dicho medio de cultivo sin suero que contiene el anticuerpo.

En otra realizacién se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una proteina de unién a antigenos
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En la presente solicitud se describe un kit de partes que comprende la composicién descrita en la presente junto con
instrucciones para su uso.

El modo de administracion del agente terapéutico de la invencion puede ser cualquier via adecuada que transporte
el agente hasta el hospedante. Los anticuerpos y las composiciones farmacéuticas de la invencion son
particularmente Utiles para la administracion parenteral, es decir, subcutanea (s.c.), intratecal, intraperitoneal,
intramuscular (i.m.) o intravenosa (i.v.).

Los agentes terapéuticos de la invencion pueden prepararse como composiciones farmacéuticas que contienen una
cantidad eficaz de los anticuerpos de la invencion como ingrediente activo en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El agente profilactico descrito es una suspension o disolucién acuosa que contiene los anticuerpos en
una forma lista para inyeccion. En una realizacion, la suspension o la disolucién esta tamponada a pH fisiolégico. En
una realizacién, las composiciones para la administracién parenteral comprenderan una disolucion de los
anticuerpos de la invencién, o un céctel de estos, disueltos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una
realizacion, el vehiculo es un vehiculo acuoso. Puede emplearse una diversidad de vehiculos acuosos, por ejemplo,
disolucion salina al 0,9%, glicina al 0,3% y similares. Estas disoluciones pueden esterilizarse y se pueden eliminar
las particulas. Estas disoluciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacién convencionales muy
conocidas (por ejemplo, filtracién). Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables segun sea necesario para aproximarse a las condiciones fisioldgicas, tales como agentes tamponantes y
de ajuste del pH, etc. La concentracion de los anticuerpos de la invencion en esta formulacion farmacéutica puede
variar mucho, concretamente desde menos de aproximadamente 0,5%, habitualmente al 1% o al menos a
aproximadamente 1% hasta aproximadamente 15 o 20% en peso, y se seleccionara basandose principalmente en
los volumenes de fluidos, las viscosidades, etc., segun el modo de administracion concreto seleccionado.

Asi, puede prepararse una composicion farmacéutica de la invencidon para la inyeccion intramuscular para que
contenga aproximadamente 1 ml de agua tamponada estéril, y entre aproximadamente 1 ng a aproximadamente 100
mg, por ejemplo de aproximadamente 50 ng a aproximadamente 30 mg, o de aproximadamente 5 mg a
aproximadamente 25 mg de una proteina de unién a antigenos, por ejemplo, un anticuerpo de la invenciéon. De modo
similar, puede prepararse una composicion farmacéutica de la invencién para la infusién intravenosa para que
contenga aproximadamente 250 ml de disolucion de Ringer estéril, y de aproximadamente 1 a aproximadamente 30,
o de 5 mg a aproximadamente 25 mg de los anticuerpos de la invencion por ml de disoluciéon de Ringer. Los
métodos reales para preparar composiciones que pueden administrarse por via parenteral son muy conocidos o
seran evidentes para los expertos en la técnica y se describen con mas detalle, por ejemplo, en Remington's
Pharmaceutical Science, 152 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania. Para la preparacion de
formulaciones de anticuerpos de la invenciéon administrables por via intravenosa véase Lasmar U. y Parkins D., "The
formulation of Biopharmaceutical products"”, Pharma. Sci. Tech. Today, pp. 129-137, vol. 3 (3 de abril, 2000); Wang,
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W., "Instability, stabilisation and formulation of liquid protein pharmaceuticals”, Int. J. Pharm., 185 (1999) 129-
188; Stability of Protein Pharmaceuticals Part A and B, ed. Ahern T.J., Manning M.C., Nueva York, NY, Plenum
Press (1992); Akers, M.J., "Excipient-Drug interactions in Parenteral Formulations", J. Pharm. Sci., 91 (2002), 2283-
2300; Imamura, K. et al., "Effects of types of sugar on stabilization of Protein in the dried state", J. Pharm. Sci., 92
(2003), 266-274; lzutsu, Kkojima, S., "Excipient crystalinity and its protein-structure-stabilizing effect during freeze-
drying", J. Pharm. Pharmacol., 54 (2002), 1033-1039; Johnson, R., "Mannitol-sucrose mixtures-versatile formulations
for protein lyophilization", J. Pharm. Sci., 91 (2002), 914-922; y Ha, E., Wang, W., Wang, Y j., "Peroxide formation in
polysorbate 80 and protein stability", J. Pharm. Sci., 91, 2252-2264 (2002), a cuyo contenido completo se remite al
lector.

En una realizacion, el agente terapéutico de la invencion, cuando se encuentra en una preparacion farmacéutica,
esta presente en formas de dosis unitarias. La dosis terapéuticamente eficaz apropiada sera determinada con
facilidad por los expertos en la técnica. Las dosis adecuadas pueden ser calculadas para pacientes segin su peso,
por ejemplo, las dosis adecuadas pueden estar en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20
mg/kg, por ejemplo de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mg/kg, por ejemplo de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 mg/kg, o por ejemplo de aproximadamente 1 a aproximadamente 15 mg/kg, por ejemplo de
aproximadamente 10 a aproximadamente 15 mg/kg. Para tratar de modo eficaz trastornos, tales como asma o IPF
en un ser humano, las dosis adecuadas pueden estar en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
1000 mg, por ejemplo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 500 mg, por ejemplo aproximadamente 500 mg,
por ejemplo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg, o de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
80 mg, o de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 60 mg, o de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 40
mg, o por ejemplo de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg, o de aproximadamente 1 a
aproximadamente 50 mg de un anticuerpo segun esta invencion, que puede ser administrado por via parenteral, por
ejemplo, por via subcutanea, intravenosa o intramuscular. Esta dosis puede repetirse, si es necesario, en intervalos
de tiempo apropiados seleccionados como apropiados por un médico.

Los anticuerpos descritos en la presente pueden liofilizarse para su conservacion y reconstituirse en un vehiculo
adecuado antes del uso. Esta técnica ha demostrado ser eficaz con inmunoglobulinas convencionales y pueden
emplearse técnicas de liofilizacion y reconstitucién conocidas en la técnica.

En otro aspecto de la presente invencién se proporciona un método para tratar a un paciente humano que padece
una artropatia inflamatoria, tal como artritis reumatoide, artritis de aparicion en la juventud, osteoartritis, artritis
psoriatica y espondilitis anquilosante, comprendiendo dicho método la etapa de administrar a dicho paciente una
cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, segun se describen en la presente.

En otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método para tratar a un paciente humano que padece
una enfermedad o un trastorno seleccionado de diabetes de tipo 1, psoriasis, enfermedad del intestino inflamatoria
(IBD), que incluye enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (UC), lupus eritematoso sistémico (SLE, lupus), dermatitis
atopica, rinitis alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), neumonia, esofagitis eosindfila,
esclerosis sistémica (SS) o fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), sindrome de Sjogren, escleroderma, vasculitis (que
incluyen arteritis de Takayasu, arteritis de células gigantes (temporal), poliarteritis nodosa, granulomatosis de
Wegener, enfermedad de Kawasaki, vasculitis del SNC aislada, arteritis de Churg-Strauss, poliangiitis/poliarteritis
microscopica, vasculitis de hipersensibilidad (vasculitis alérgica), purpura de Henoch-Schonlein, y vasculitis
crioglobulinémica esencial), espondiloartropatia indiferenciada (USpA), espondilitis anquilosante (AS), enfermedad
del receptor frente al injerto (GVHD), cirrosis biliar primaria (PBC), colangitis esclerosante primaria (PSC), purpura
trombocitopénica idiopatica (ITP), esclerosis multiple (MS), y asma, en el que dicho método comprende la etapa de
administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, segin se describen en la
presente.

Una cualquiera o mas de las enfermedades mencionadas anteriormente pueden ser la enfermedad diana para un
método de tratamiento de la invencion.

En un aspecto concreto, la enfermedad o el trastorno se selecciona del grupo que consiste en osteoartritis (OA),
psoriasis, fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), esclerosis sistémica (SS), sindrome de Sjogren, escleroderma, o
esclerosis multiple (MS).

En un aspecto de la presente invencion, la enfermedad autoinmunoldgica es la osteoartritis.
En un aspecto de la presente invencion, la enfermedad autoinmunoldgica es la psoriasis.

En un aspecto de la presente invencion, la enfermedad o trastorno autoinmunoldégico es una enfermedad o trastorno
fibrotico.

En un aspecto de la presente invencion, la enfermedad autoinmunoldgica es la fibrosis pulmonar idiopatica (IPF).
En un aspecto de la presente invencion, la enfermedad autoinmunolégica es la esclerosis sistémica (SS).

En un aspecto de la presente invencion, la enfermedad autoinmunolégica es el sindrome de Sjogren.
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En un aspecto de la presente invencion, la enfermedad autoinmunolégica es la escleroderma.

En otro aspecto de la invencidn se proporciona un método para reducir o prevenir la degradacion del cartilago en un
paciente humano que padece (0 que es susceptible a padecer) dicha degradacion, comprendiendo dicho método la
etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos a dicho paciente, segun se describen
en la presente.

En otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método para reducir la produccién de TNF-alfa en un
paciente que padece una enfermedad o un trastorno que responde a la reduccién del TNF-alfa, comprendiendo
dicho método administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, segun se
describen en la presente.

En otro aspecto de la invencion se proporciona un método para tratar las manifestaciones extraarticulares de una
enfermedad o un trastorno artritico, por ejemplo, sindrome de Felty y/o para tratar la formacion de placas
ateroscleréticas, comprendiendo dicho método la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de los
anticuerpos, segun se describen en la presente, al paciente humano que padece las manifestaciones
extraarticulares de una enfermedad o un trastorno artritico.

En otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método para tratar un paciente humano que padece una
enfermedad de origen en las células endoteliales, comprendiendo dicho método las etapas de administrar a dicho
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, segun se describen en la presente.

En otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método para tratar un paciente humano que padece
enfermedades o trastornos fibréticos, tales como fibrosis pulmonar idiopatica, esclerosis sistémica progresiva
(escleroderma), fibrosis hepatica, granulomas hepaticos, esquistosomiasis y leishmaniasis, comprendiendo dicho
método las etapas de administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, segun
se describen en la presente.

En otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método para tratar un paciente humano que padece una
enfermedad o un trastorno del sistema nervioso central, tal como esclerosis multiple (MS), enfermedad de Alzheimer
(AD) y otras demencias, y ademas se refiere al uso en el tratamiento del dolor, en particular del dolor neuropatico y/o
inflamatorio, en el que dicho método comprende las etapas de administrar a dicho paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, segun se describen en la presente.

También se proporciona el uso de los anticuerpos, segin se describen en la presente, en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades y trastornos.

Por ejemplo, en un aspecto se describe el uso de los anticuerpos, segun se describen en la presente, para su uso en
el tratamiento o la profilaxis de enfermedades y trastornos que responden a la modulacién de la interacciéon entre
hOSM y gp130.

En otro aspecto de la invencion se proporciona el uso de los anticuerpos, segun se describen en la presente, para su
uso en el tratamiento o la profilaxis de una artropatia inflamatoria, tal como artritis reumatoide, artritis de apariciéon en
la juventud, osteoartritis, artritis psoriatica y espondilitis anquilosante.

En otro aspecto de la invencion se proporciona el uso de los anticuerpos, segun se describen en la presente, para su
uso en el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o un trastorno seleccionado de diabetes de tipo 1, psoriasis,
enfermedad del intestino inflamatoria (IBD), que incluye enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (UC), lupus
eritematoso sistémico (SLE, lupus), dermatitis atdpica, rinitis alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD), neumonia, esofagitis eosindfila, esclerosis sistémica (SS) o fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), sindrome de
Sjogren, escleroderma, vasculitis (que incluyen arteritis de Takayasu, arteritis de células gigantes (temporal),
poliarteritis nodosa, granulomatosis de Wegener, enfermedad de Kawasaki, vasculitis del SNC aislada, arteritis de
Churg-Strauss, poliangiitis/poliarteritis microscépica, vasculitis de hipersensibilidad (vasculitis alérgica), purpura de
Henoch-Schonlein, y vasculitis crioglobulinémica esencial), espondiloartropatia indiferenciada (USpA), espondilitis
anquilosante (AS), enfermedad del receptor frente al injerto (GVHD), cirrosis biliar primaria (PBC), colangitis
esclerosante primaria (PSC), purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), esclerosis multiple (MS), y asma, en el que
dicho método comprende la etapa de administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de los
anticuerpos, segun se describen en la presente.

Por ejemplo, en un aspecto particular se proporciona el uso de los anticuerpos para su uso en el tratamiento o la
profilaxis de la osteoartritis (OA), psoriasis, fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) o esclerosis multiple (MS).

Otros aspectos y ventajas de la presente invencion se describiran a continuacion en la descripcion detallada y sus
realizaciones.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de la presente
invencion y vehiculo farmacéuticamente aceptable para el tratamiento o la profilaxis de enfermedades y/o trastornos
infamatorios, por ejemplo, una artropatia inflamatoria, tal como artritis reumatoide, artritis de aparicion en la juventud,
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osteoartritis, artritis psoriatica y espondilitis anquilosante, o seleccionados de diabetes de tipo 1, psoriasis,
enfermedad del intestino inflamatoria (IBD), que incluye enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (UC), lupus
eritematoso sistémico (SLE, lupus), dermatitis atdpica, rinitis alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD), neumonia, esofagitis eosindfila, esclerosis sistémica (SS) o fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), sindrome de
Sjogren, escleroderma, vasculitis (que incluyen arteritis de Takayasu, arteritis de células gigantes (temporal),
poliarteritis nodosa, granulomatosis de Wegener, enfermedad de Kawasaki, vasculitis del SNC aislada, arteritis de
Churg-Strauss, poliangiitis/poliarteritis microscépica, vasculitis de hipersensibilidad (vasculitis alérgica), purpura de
Henoch-Schonlein, y vasculitis crioglobulinémica esencial), espondiloartropatia indiferenciada (USpA), espondilitis
anquilosante (AS), enfermedad del receptor frente al injerto (GVHD), cirrosis biliar primaria (PBC), colangitis
esclerosante primaria (PSC), purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), esclerosis multiple (MS), y asma.

En otra realizacion de la presente invencién se proporciona un método para tratar un paciente humano que padece
una enfermedad o un trastorno inflamatorio, comprendiendo dicho método la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de los anticuerpos segun la invencion, tal como se describe en la invencién, por ejemplo, se
proporciona un método para tratar un paciente humano que padece una enfermedad o un trastorno inflamatorio,
comprendiendo dicho método la etapa de administrar una composicién farmacéutica que comprende anticuerpos
segun la presente invencién, en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, se
proporciona un método para tratar un paciente humano que padece una enfermedad o un trastorno inflamatorio
seleccionado, por ejemplo, de una artropatia inflamatoria, tal como artritis reumatoide, artritis de aparicion en la
juventud, osteoartritis, artritis psoriatica y espondilitis anquilosante, o seleccionado de diabetes de tipo 1, psoriasis,
enfermedad del intestino inflamatoria (IBD), que incluye enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (UC), lupus
eritematoso sistémico (SLE, lupus), dermatitis atdpica, rinitis alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD), neumonia, esofagitis eosindfila, esclerosis sistémica (SS) o fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), sindrome de
Sjogren, escleroderma, vasculitis (que incluyen arteritis de Takayasu, arteritis de células gigantes (temporal),
poliarteritis nodosa, granulomatosis de Wegener, enfermedad de Kawasaki, vasculitis del SNC aislada, arteritis de
Churg-Strauss, poliangiitis/poliarteritis microscépica, vasculitis de hipersensibilidad (vasculitis alérgica), purpura de
Henoch-Schonlein, y vasculitis crioglobulinémica esencial), espondiloartropatia indiferenciada (USpA), espondilitis
anquilosante (AS), enfermedad del receptor frente al injerto (GVHD), cirrosis biliar primaria (PBC), colangitis
esclerosante primaria (PSC), purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), esclerosis mdltiple (MS), y asma.

En un aspecto alternativo se describe un método para humanizar un anticuerpo no humano, o uno de sus
fragmentos de anticuerpo, comprendiendo dicho métodos las etapas de:

a) incorporar una o mas CDR no humanas a un marco aceptor humano para producir un anticuerpo quimeérico o
humanizado,

b) unir el anticuerpo quimérico o humanizado a su antigeno,

c) determinar los restos del anticuerpo implicados directamente en la union al antigeno,

d) mutar uno o mas de los restos no implicados en la etapa (c) a una secuencia de linea germinal humana,
€) recuperar dicho anticuerpo.

En otro aspecto, los restos del anticuerpo implicados en la unién al antigeno pueden determinarse mediante
cristalografia, formacién de modelos de homologia, acoplamiento de proteinas, mutagénesis o cartografiado de
péptidos lineales. Por ejemplo, en uno de estos aspectos tal como se describen en la presente, se obtiene la
estructura cristalografica del cocristal de anticuerpo-antigeno y se determina que los restos implicados en la unién
estan entre aproximadamente 2-5 A.

La expresion no humana incluye cualquier anticuerpo que pueda ser mutado o sustituido de algun modo para que se
parezca mas a una secuencia de linea germinal humana. De esta manera se disminuye la probabilidad de
inmunogenicidad.

En aspecto, al menos una CDR se revierte a la linea germinal. En otro aspecto, al menos dos CDR se revierten a la
linea germinal. En otro aspecto, al menos 5 restos se revierten a la linea germinal, por ejemplo, al menos 7 o al
menos 8 o al menos 9 o al menos 10 restos se revierten a la linea germinal.

La transferencia de anticuerpos monoclonales no humanos, o sus fragmentos, a un aceptor humano a menudo se
basa ademas en la introduccién de cambios dentro del marco para reestablecer las interacciones de region CDR-
antigeno apropiadas y estos a menudo se denominan retromutaciones. En una realizacion descrita en la presente
son necesarias retromutaciones para reestablecer las interacciones de region CDR-antigeno apropiadas.

En una realizacién alternativa, el marco aceptor humano puede incorporarse a un anticuerpo con una o mas CDR no
humanas para producir un anticuerpo quimérico. En otra realizacién alternativa, la secuencia puede generarse
mediante oligosintesis.

Las CDR (o restos de la region hipervariable) del anticuerpo no humano se incorporan en VL y/o VH de los marcos
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aceptores no humanos. Por ejemplo, se pueden incorporar restos que se corresponden con restos de CDR de
Kabat, restos del bucle hipervariable de Chothia, los restos Abm y/o restos de contacto.

En una realizacion se describe un método para humanizar un anticuerpo, comprendiendo dicho métodos las etapas
de:

a) obtener un anticuerpo no humano que se une a un antigeno diana,
b) obtener la estructura cristalografica del cocristal de anticuerpo-antigeno,

c) determinar, hasta aproximadamente 2-5 A de la estructura cristalina, los restos del anticuerpo no humano
implicados directamente en la union al antigeno,

€) mutar uno o mas de los restos no implicados en la c) a un resto derivado de una secuencia humana,
f) recuperar dicho anticuerpo.

En otra realizacion de los métodos descritos en la presente, el anticuerpo o el fragmento de unién del anticuerpo
conserva la unién a su antigeno. Por ejemplo, el anticuerpo o el fragmento de union del anticuerpo conserva la unién
a su antigeno comparado con el anticuerpo no humano. Por ejemplo, el anticuerpo de la etapa f) tiene una afinidad
de unién (KD) dentro de 10 veces mas o mayor del anticuerpo no humano de la etapa a), por ejemplo, el anticuerpo
de la etapa f) tiene una afinidad de unién (KD) dentro de 3-5 veces mas o mayor del anticuerpo no humano de la
etapa a).

Por ejemplo, el anticuerpo o el fragmento de unién del anticuerpo conserva la unién a su antigeno dentro de 1000
nM del anticuerpo no humano cuando se mide mediante Biacore, o dentro de 100 nM del anticuerpo no humano
cuando se mide mediante Biacore. Por ejemplo, el anticuerpo o el fragmento de unién del anticuerpo conserva la
union a su antigeno dentro de 500 pM del anticuerpo no humano cuando se mide mediante Biacore, o dentro de 300
pM del anticuerpo no humano cuando se mide mediante Biacore, o dentro de 100 pM del anticuerpo no humano
cuando se mide mediante Biacore. Por ejemplo, el anticuerpo de la etapa f) se une a su antigeno con una afinidad
(KD) que es igual o menor que 400 pM, o igual o menor que 300 pM, o es igual o menor que 200 pM, o es igual o
menor que 140 pM.

En otra realizacion de los métodos descritos en la presente, el anticuerpo o el fragmento de unién del anticuerpo
conserva las mismas estructuras canonicas que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo no humano.

En otra realizacion, el anticuerpo no humano, o uno de sus fragmentos de anticuerpo, procede de un animal no
humano, por ejemplo, ratén, rata, conejo, camélido o tiburén.

En otra realizacion, el anticuerpo no humano, o uno de sus fragmentos de anticuerpo, procede de un raton.

En otra realizacion, el anticuerpo no humano, o uno de sus fragmentos de anticuerpo, es un anticuerpo monoclonal,
un anticuerpo policlonal o un anticuerpo multiespecifico, o puede ser un dominio variable Unico de una
inmunoglobulina, por ejemplo, un dominio variable Gnico de una inmunoglobulina de camélido o tiburén, o puede ser
un dominio que se deriva de un andamiaje de proteina que no procede de un anticuerpo ni es humana.

En otra realizacion, el anticuerpo no humano es un anticuerpo monoclonal.

En una realizacion de los métodos descritos en la presente, al menos 2 CDR no humanas se incorporan en la
secuencia aceptora humana, o al menos 3 CDR o al menos 4 CDR o al menos 5 o las 6 CDR se incorporan en la
secuencia aceptora humana.

En otra realizacion de los métodos descritos en la presente, los restos que se van a mutar a un resto derivado de
una secuencia humana que no estan implicados directamente en la unién al antigeno y que no son ya humanos
pueden ser restos en las CDR o en las regiones de marco o en ambos. En otra realizacion, al menos 1 CDR es
mutada a una secuencia de linea germinal humana, o al menos 2 CDR son mutadas, o al menos 3 CDR son
mutadas, o al menos 4 CDR son mutadas.

En otra realizacion, al menos 5 restos son mutados a una secuencia de linea germinal humana, o al menos 7 restos,
o al menos 10 restos, o al menos 15 restos, o al menos 20 restos, o al menos 40 restos, o al menos 60 restos son
mutados a la secuencia de linea germinal humana.

En otra realizacién de los métodos descritos en la presente, los restos del anticuerpo implicados directamente con la
union al antigeno se determinan hasta aproximadamente 2-5 A, o hasta aproximadamente 3-5 A, o hasta
aproximadamente 3-4 A, o hasta aproximadamente 3,5 A.

En otra realizacion de los métodos descritos en la presente, se proporciona un anticuerpo que puede obtenerse
mediante dicho método.
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Definiciones

La expresion "proteina de union a antigenos", tal como se emplea en la presente, se refiere a anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo y otras construcciones de proteinas que son capaces de unirse y neutralizar la OSM
humana.

Los términos Fv, Fc, Fd, Fab, o F(ab)2 se emplean con sus significados habituales (véase, por ejemplo, Harlow et
al., Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)).

El término "anticuerpo" se emplea en la presente en su sentido mas amplio y abarca especificamente anticuerpos
monoclonales (que incluyen anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos).

El término "anticuerpo monoclonal”, tal como se emplea en la presente, se refiere a un anticuerpo obtenido a partir
de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que puedan estar presentes en
cantidades muy pequefias. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos y se dirigen contra un Unico sitio de
union antigénico. Ademas, por contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales, que generalmente
incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se
dirige contra un uUnico determinante sobre el antigeno.

Un "anticuerpo quimérico" se refiere a un tipo de anticuerpo modificado en el que una porcién de la cadena pesada
y/o ligera es idéntica u homologa a las correspondiente secuencias en anticuerpos derivados de una clase o
subclase concreta de anticuerpo donante, mientras que el resto de la cadena o cadenas son idénticas u homoélogas
a las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de otra especie 0 que pertenecen a otra clase o
subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, con la condicién de que muestren la actividad
biolégica deseada (patente de EE. UU. n.° 4.816.567, y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855,
1984).

Un "anticuerpo humanizado" se refiere a un tipo de anticuerpo modificado cuyas CDR se derivan de una
inmunoglobulina donante no humana y el resto de las partes de la molécula derivadas de inmunoglobulinas
proceden de una o mas inmunoglobulinas humanas. Ademas, los restos soporte del marco pueden alterarse para
conservar la afinidad de union (véase, por ejemplo, Queen et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:10029-10032,
1989; Hodgson et al., Bio/Technology, 9:421, 1991). Un anticuerpo aceptor humano adecuado puede seleccionarse
de una base de datos convencional, por ejemplo, la base de datos KABAT®, la base de datos de Los Alamos y la
base de datos Swiss Protein, mediante homologia con las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos del
anticuerpo donante. Un anticuerpo humano caracterizado por tener homologia con las regiones de marco del
anticuerpo donante (sobre la base de los aminoacidos) puede ser adecuado para proporcionar una region constante
de cadena pesada y/o una region de marco variable de cadena pesada para la insercion de CDR donantes. Puede
seleccionarse un anticuerpo aceptor capaz de donar regiones de marco variables o constantes de cadena ligera de
una manera similar. Debe advertirse que no es necesario que las cadenas pesada y ligera del anticuerpo aceptor se
originen del mismo anticuerpo aceptor. La técnica anterior describe varias formas de producir dichos anticuerpos
humanizados; véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-0239400 y EP-A-054951.

"ldentidad" significa, para polinucleétidos y polipéptidos, segun sea el caso, la comparacion calculada empleando un
algoritmo proporcionado en los siguientes (1) y (2):

(1) La identidad para los polinucleétidos se calcula multiplicando el nimero total de nucleétidos en una secuencia
concreta por el numero entero que define el porcentaje de identidad dividido entre 100 y después restando ese
producto de dicho numero total de nucleétidos en dicha secuencia, o:

nn<xn-(xney),

en la que nn es el niumero de alteraciones de nucleétidos, xn es el nimero total de nucleétidos en una secuencia
concreta, y es 0,95 para 95%, 0,97 para 97% o 1,00 para 100%, y e es el simbolo del operador de la multiplicacion,
y en la que cualquier producto de xn € y que no sea un numero entero se redondea hacia abajo hasta el nimero
entero mas cercano antes de restarlo de xn. Las alteraciones de una secuencia polinucleotidica que codifica un
polipéptido pueden crear mutaciones sin sentido, de sentido erréneo o de desplazamiento de marco en esa
secuencia codificadora y, con ello, alterar el polipéptido codificado por el polinucleétido después de dichas
alteraciones.

(2) La identidad para los polipéptidos se calcula multiplicando el nimero total de aminoacidos por el numero entero
que define el porcentaje de identidad dividido entre 100 y después restando ese producto del dicho nimero total de
aminoacidos, o:

na<xa-(xaey),

en la que na es el numero de alteraciones de aminoacidos, xa es el numero total de aminoacidos en la secuencia, y
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es 0,95 para 95%, 0,97 para 97% o 1,00 para 100%, y e es el simbolo del operador de la multiplicacion, y en la que
cualquier producto de xa e y que no sea un numero entero se redondea hacia abajo hasta el nimero entero mas
cercano antes de restarlo de xa.

"Aislado" significa alterado "por la mano humana" de su estado natural, que ha sido cambiado o retirado de su
entorno original, o ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o un polipéptido que esta presente de modo natural en un
organismo vivo no esta "aislado", pero el mismo polinucledtido o polipéptido separado de los materiales coexistentes
en su estado natural esta "aislado”, que incluye, pero no se limita al caso en que dicho polinucleétido o polipéptido
se vuelve a introducir en una célula, incluso si la célula pertenece a la misma especie o tipo de la cual el
polinucleétido o el polipéptido ha sido separado.

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, los términos "comprende" y
"comprendiendo” incorpora "consiste en" y "consistiendo en". Es decir, estos términos pretenden transmitir la posible
inclusion de otros elementos o nimeros enteros que no se mencionan especificamente, cuando el contexto lo
permita.

La expresion "se une especificamente”, tal como se emplea a lo largo de la presente memoria descriptiva con
relacion a los anticuerpos de la invencion, significa que los anticuerpos se unen a la OSM humana (hOSM) sin que
se unan a ofras proteinas humanas o se unen a estas en una cantidad insignificante. Sin embargo, la expresion no
excluye el hecho de que los anticuerpos de la invencion también pueden presentar reactividad cruzada con otras
formas de OSM, por ejemplo, OSM de primate.

La expresion "interacciona directamente”, tal como se emplea a lo largo de la presente memoria descriptiva con
relacion a los anticuerpos de la invencion, significa que cuando la proteina de unién a antigenos se une a la OSM
humana (hOSM), esos restos especificos sobre la proteina de unién a antigenos estan dentro de 3,5 A de restos
especificos en la hOSM.

El término inhibe, tal como se emplea a lo largo de la presente memoria descriptiva con relacion a los anticuerpos de
la invencion, significa que la actividad biolégica de OSM se reduce en presencia de los anticuerpos de la presente
invencion en comparaciéon con la actividad de OSM en ausencia de dichos anticuerpos. La inhibicién puede ser
debida, aunque no se limita a uno o mas de bloquear la unién del ligando, evitar la activacion del receptor por el
ligando, infrarregular la OSM o afectar a la funcionalidad efectora. Los anticuerpos de la invencion pueden
neutralizar la OSM. Los niveles de neutralizacion pueden medirse de varias formas, por ejemplo, mediante el uso de
los ensayos indicados en los siguientes ejemplos, por ejemplo, en 2.2.1 en un ensayo de neutralizacion de células
KB. La OSM es capaz de inducir la liberacién de interleuquina 6 de las células KB a través de la sefializacion por el
complejo de Gp130/OSMR. En este ensayo, la neutralizacion de la OSM se mide evaluando la capacidad de
anticuerpos monoclonales anti-OSM para inhibir la produccién de IL-6.

Si un anticuerpo, o un fragmento de union al antigeno de este, es capaz de provocar la neutralizacion, entonces esto
es indicativo de la inhibicion de la interaccion entre la OSM humana y su receptor gp130. Los anticuerpos que se
considera que tienen actividad neutralizante frente a la OSM humana tendrian una CI50 menor que 10
microgramos/ml, o menor que 5 microgramos/ml, 0 menor que 2 microgramos/ml, o menor que 1 microgramo/ml, o
menor que 0,1 microgramos/ml en el ensayo de neutralizacién de células KB segun se indica en el ejemplo 2.2.1

Las "CDR" se definen como secuencias de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad de un
anticuerpo que son los dominios hipervariables de las cadenas pesada y ligera de una inmunoglobulina. Hay tres
CDR (o CDR regiones) de cadena pesada y tres de cadena ligera en la porcion variable de una inmunoglobulina. Por
tanto, las "CDR", tal como se emplean en la presente, pueden referirse a las tres CDR de cadena pesada, o las tres
CDR de cadena ligera (o ambas CDR de cadena pesada y de cadena ligera, si resulta apropiado).

Las CDR proporcionan la mayoria de los restos de contacto para la unién del anticuerpo al antigeno o epitopo. Las
CDR de interés en esta invencién se derivan de secuencias de cadena pesada y cadena ligera variables del
anticuerpo donante e incluyen analogos de las CDR naturales, en los que los analogos también comparten o
conservan la misma especificidad de unién al antigeno y/o capacidad neutralizante que el anticuerpo donante del
cual se derivan.

Las secuencias de CDR de los anticuerpos pueden determinarse mediante el sistema de numeracién de Kabat
(Kabat et al., Sequences of proteins of Immunological Interest, NIH, 1987) o, como alternativa, pueden determinarse
empleando el sistema de numeracion de Chothia (Al-Lazikani et al. (1997), JMB, 273, 927-948), el método de
definicion de contacto (MacCallum R.M., Martin A.C.R. y Thornton J.M. (1996), Journal of Molecular Biology, 262 (5),
732-745) o cualquier otro método establecido para numerar los restos en un anticuerpo y para determinar las CDR
conocido por los expertos en la técnica.

Otras convenciones de numeracion para las secuencias de CDR disponibles para los expertos en la técnica incluyen
los métodos "AbM" (University of Bath) y "de contacto" (University College London). Puede determinarse la region
solapante minima empleando al menos dos de los métodos de Kabat, Chothia, AbM y de contacto para proporcionar
una "unidad minima de unién". La unidad minima de unién puede ser una subporcién de una CDR.
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La siguiente tabla 1 representa una definiciéon empleando cada convencion de numeracion para cada CDR o unidad
de unién. En la tabla 1 se emplea el esquema de numeracion de Kabat para numerar la secuencia de aminoacidos
del dominio variable. Debe advertirse que algunas de las definiciones de CDR pueden variar dependiendo de la

publicacion individual usada.

CDR de Kabat | CDR de Chothia CDR de AbM CDR por contacto | Unidad minima de unién
H1 31-35/35A/35B | 26-32/33/34 26-35/35A/35B | 30-35/35A/35B 31-32
H2 50-65 52-56 50-58 47-58 52-56
H3 95-102 95-102 95-102 93-101 95-101
L1 24-34 24-34 24-34 30-36 30-34
L2 50-56 50-56 50-56 46-55 50-55
L3 89-97 89-97 89-97 89-96 89-96

A lo largo de esta memoria descriptiva, los restos aminoacidos en las secuencias de anticuerpos se numeran segun
el esquema de Kabat. De modo similar, los términos "CDR", "CDRL1", "CDRL2", "CDRL3", "CDRH1", "CDRH2",
"CDRH3" siguen el sistema de numeracion de Kabat, segun se indica en Kabat et al., Sequences of proteins of
Immunological Interest, NIH, 1987.

Los términos "VH" y "VL" se emplean en la presente para remitir al dominio variable de cadena pesada y el dominio
variable de cadena ligera, respectivamente, de un anticuerpo.

Tal como se emplea en la presente, el término "dominio" se refiere a una estructura de proteina plegada que tiene
una estructura terciaria independiente del resto de la proteina. En general, los dominios son responsables de las
propiedades funcionales discretas de las proteinas, y en muchos casos pueden afiadirse, retirarse o trasladarse a
otras proteinas sin pérdida de funcién del resto de la proteina y/o del dominio. Un "dominio variable unico de
anticuerpo” es un dominio polipeptidico plegado que comprende secuencias caracteristicas de dominios variables de
anticuerpos. Por tanto, incluye dominios variables y dominios variables modificados de anticuerpos completos, por
ejemplo, en los que uno o mas bucles han sido reemplazados por secuencias que no son caracteristicas de
dominios variables de anticuerpo, o dominios variables de anticuerpo que han sido truncados o que comprenden
extensiones N- o C-terminales, asi como fragmentos plegados de dominios variables que conservan al menos la
actividad de unidn y la especificidad del dominio de longitud completa.

La expresion "dominio variable unico de inmunoglobulina” se refiere a un dominio variable de anticuerpo (VH, VHH,
VL) que se une especificamente a un antigeno o epitopo independientemente de un dominio o region V diferente. Un
dominio variable Unico de inmunoglobulina puede estar presente en un formato (por ejemplo, homo- o
heteromultimero) con otro u otros dominios variables o regiones variables diferentes, en el que las otras regiones o
dominios no son necesarios para la uniéon al antigeno del dominio variable Unico de inmunoglobulina (es decir, el
dominio variable Unico de inmunoglobulina se une al antigeno independientemente de los dominios variables
adicionales). Un "anticuerpo de dominio" o "dAb" es igual a un "dominio variable Unico de inmunoglobulina" que es
capaz de unirse a un antigeno, tal como se emplea el término en la presente. Un dominio variable Unico de
inmunoglobulina puede ser un dominio variable de anticuerpo humano, pero también incluye dominios variables
Unicos de anticuerpos procedentes de otras especies, tales como dAb de VHH de roedores (por ejemplo, tal como
se describe en el documento WO 00/29004), de camélido y de tiburéon nodriza. Las VHH de camélido son
polipéptidos de dominio variable unico de inmunoglobulina que se derivan de especies que incluyen el camello, la
llama, la alpaca, el dromedario y el guanaco, que producen anticuerpos de cadena pesada naturalmente exentos de
cadenas ligeras. Estos dominios VHH pueden humanizarse segun técnicas convencionales disponibles en la técnica,
y esos dominios siguen considerandose "anticuerpos de dominio" segun la invencion. Tal como se emplea en la
presente, "VH" incluye dominios VHH. Los NARYV son otro tipo de dominio variable Unico de inmunoglobulina que se
identificaron en peces cartilaginosos, que incluyen el tiburén nodriza. Estos dominios también se denominan region
variable del receptor de antigeno nuevo (abreviado como V(NAR) o NARV). Para mas detalles, véase Mol. Immunol.,
44, 656-665 (2006), y el documento US20050043519A.

La expresion "dominio de unién al epitopo” se refiere a un dominio que se une especificamente a un antigeno o
epitopo independientemente de una regién o dominio V diferente, y puede ser un anticuerpo de dominio (dAb), por
ejemplo, un dominio variable Unico de inmunoglobulina humano, de camélido o de tiburén, o puede ser un dominio
que se deriva de un andamiaje seleccionado del grupo que consiste en CTLA-4 (evicuerpo); lipocalina; moléculas
derivadas de proteina A, tales como el dominio Z de proteina A (aficuerpo, SpA), dominio A (avimero/maxicuerpo);
proteinas de choque térmico, tales como GroEl y GroES; transferrina (transcuerpo); proteina de repeticion de
anquirina (DARPIn); aptamero de péptido; dominio de lectina de tipo C (tetranectina); y-cristalina humana y
ubiquitina humana (afilinas); dominios PDZ; dominios de tipo Kunitz de toxina de escorpion de inhibidores de
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proteasa humana; y fibronectina (adnectina), que se han sometido a modificacién de la proteina para obtener la
union a un ligando distinto al ligando natural.

CTLA-4 (antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos) es un receptor de la familia de CD28 expresado
principalmente sobre células T CD4+. Su dominio extracelular tiene un plegamiento de Ig similar al dominio variable.
Los bucles correspondientes a las CDR de los anticuerpos pueden sustituirse por una secuencia heteréloga para
conferir propiedades de unién diferentes. Las moléculas de CTLA-4 que han sido modificadas para presentar
diferentes especificidades de unién también se conocen como evicuerpos. Para mas detalles, véase Journal of
Immunological Methods, 248 (1-2), 31-45 (2001).

Las lipocalinas son una familia de proteinas extracelulares que transportan moléculas hidréfobas pequenas, tales
como esteroides, bilinas, retinoides y lipidos. Poseen una estructura secundaria de lamina ( rigida con una serie de
bucles en el extremo abierto de la estructura cénica que pueden modificarse para que se unan a antigenos diana
diferentes. Las anticalinas tienen un tamafo de entre 160-180 aminoacidos y se derivan de las lipocalinas. Para mas
detalles, véase Biochim. Biophys. Acta, 1482: 337-350 (2000), documento US7250297B1 y documento
US20070224633

Un aficuerpo es un andamiaje derivado de la proteina A de Staphylococcus aureus que puede modificarse para que
se una al antigeno. El dominio consiste en un haz de tres hélices de aproximadamente 58 aminoacidos. Se han
generado bancos mediante aleatorizacion de restos superficiales. Para mas detalles, véase Protein Eng. Des. Sel.,
17, 455-462 (2004), y el documento EP1641818A1.

Los avimeros son proteinas de multidominio derivadas de la familia de andamiajes de dominios A. Los dominios
nativos de aproximadamente 35 aminoacidos adoptan una estructura unida por enlaces disulfuro definida. La
diversidad se genera reordenando la variacion natural mostrada por la familia de dominios A. Para mas detalles,
véase Nature Biotechnology, 23(12), 1556-1561 (2005), y Expert Opinion on Investigational Drugs, 16(6), 909-917
(junio de 2007).

Una transferrina es una glicoproteina de transporte sérica monomeérica. Las transferrinas pueden modificarse para
que se unan a antigenos diana diferentes mediante la insercion de secuencias peptidicas en un bucle superficial
permisivo. Los ejemplos de andamiajes de transferrina modificados incluyen los transcuerpos. Para mas detalles,
véase J. Biol. Chem., 274, 24066-24073 (1999).

Las proteinas de repeticion de anquirina disefiadas ("Designed Ankyrin Repeat Proteins", DARPIn) se derivan de la
anquirina, que es una familia de proteinas que median en la unién de proteinas de la membrana integrales al
citoesqueleto. Un Unica repeticion de anquirina es un motivo de 33 restos que consiste en dos a-hélices y una vuelta
B. Pueden modificarse para que se unan a antigenos diana diferentes mediante la aleatorizacién de restos en la
primera a-hélice y una vuelta B de cada repeticion. Puede aumentarse su interfase de union aumentando el nimero
de modulos (un método de maduracion por afinidad). Para mas detalles, véase J. Mol. Biol., 332, 489-503
(2003); PNAS, 100(4), 1700-1705 (2003); y J. Mol. Biol., 369, 1015-1028 (2007); y el documento S20040132028A1.

La fibronectina es un andamiaje que puede modificarse para que se una a un antigeno. Las adnectinas consisten en
un esqueleto de la secuencia de aminoacidos natural del 10° dominio de las 15 unidades repetidas de la fibronectina
humana de tipo Ill (FN3). Pueden modificarse tres bucles en un extremo del "sandwich" § para permitir que la
adnectina reconozca especificamente una diana terapéutica de interés. Para mas detalles, véase Protein Eng. Des.
Sel., 18, 435-444 (2005), el documento US20080139791, el documento WO2005056764 y el documento
US6818418B1.

Los aptameros de péptidos son moléculas de reconocimiento combinatorio que consisten en una proteina de
andamiaje constante, generalmente tiorredoxina (TrxA), que contiene un bucle de péptido variable constrefiido
insertado en el sitio activo. Para mas detalles, véase Expert Opin. Biol. Ther., 5, 783-797 (2005).

Los microcuerpos se derivan de microproteinas naturales con una longitud de 25-50 aminoacidos que contienen 3-4
puentes de cisteina. Los ejemplos de microproteinas incluyen KalataB1, conotoxina y knottinas. Las microproteinas
tienen un bucle que puede modificarse para que incluya hasta 25 aminoacidos sin afectar al plegamiento global de la
microproteina. Para mas detalles de los dominios de knottina modificados, véase el documento W02008098796.

Otros dominios de unién a epitopos incluyen proteinas que se han empleado como andamiaje para obtener
diferentes propiedades de unién al antigeno diana, incluyendo y-cristalina humana y ubiquitina humana (afilinas),
dominios de tipo Kunitz de inhibidores de proteasa humana, dominios PDZ de la proteina de uniéon a Ras AF-6,
toxinas de escorpion (caribdotoxina), dominio de lectina de tipo C (tetranectinas) analizadas en el capitulo 7 - Non-
Antibody Scaffolds, de Handbook of Therapeutic Antibodies (2007, editado por Stefan Dubel), y Protein Science,
15:14-27 (2006). Los dominios de unién a epitopos de la presente invencion pueden derivarse de cualquiera de
estos dominios de proteina alternativos.

Tal como se emplea en la presente, la expresion "sitio de unién al antigeno" se refiere a un sitio sobre una proteina
que es capaz de unirse especificamente al antigeno, y puede ser un dominio Unico, por ejemplo, un dominio de
union al epitopo, o pueden ser dominios VH/VL apareados, tal como se encuentran en un anticuerpo convencional.
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En algunas realizaciones de la invencion, los dominios Fv monocatenarios (ScFv) pueden proporcionar sitios de
union al antigeno.

Los términos "mAbdAb" y "dAbmAb" se emplean en la presente para referirse a proteinas de union a antigenos,
segun se describe en la memoria descriptiva. Estos dos términos se pueden emplear de modo intercambiable y
pretenden tener el mismo significado empleado en la presente.

La expresion "proteina de union a antigenos", tal como se emplea en la presente, se refiere a anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo de dominio (dAb), ScFv, FAb, FAb2, y otras construcciones de
proteinas. Las moléculas de union a antigenos pueden comprender al menos un dominio variable de Ig, por ejemplo,
anticuerpos, anticuerpos de dominio (dAb), Fab, Fab', F(ab')2, Fv, ScFv, diacuerpos, mAbdAb, aficuerpos,
anticuerpos heteroconjugados o anticuerpos biespecificos. En una realizacion, la molécula de union a antigenos es
un anticuerpo. En otra realizacién, la molécula de unién a antigenos es un dAb, es decir, un dominio variable Unico
de inmunoglobulina, tal como un VH, VHH o VL que se une especificamente a un antigeno o epitopo
independientemente de un dominio o region V diferente. Las moléculas de unién a antigenos pueden ser capaces de
unirse a dos dianas, es decir, pueden ser proteinas de diana dual. Las moléculas de unién a antigenos pueden ser
una combinacioén de anticuerpos y fragmentos de unién a antigenos, tales como, por ejemplo, uno o mas anticuerpos
de dominio y/o uno o mas ScFv unidos a un anticuerpo monoclonal. Las moléculas de unién a antigenos también
pueden comprender un dominio que no es de Ig, por ejemplo, un dominio que se deriva de un andamiaje
seleccionado del grupo que consiste en CTLA-4 (evicuerpo); lipocalina; moléculas derivadas de proteina A, tales
como el dominio Z de proteina A (aficuerpo, SpA), dominio A (avimero/maxicuerpo); proteinas de choque térmico,
tales como GroEl y GroES; transferrina (transcuerpo); proteina de repeticion de anquirina (DARPIn); aptamero de
péptido; dominio de lectina de tipo C (tetranectina); y-cristalina humana y ubiquitina humana (afilinas); dominios
PDZ; dominios de tipo Kunitz de toxina de escorpion de inhibidores de proteasa humana; y fibronectina (adnectina),
que se han sometido a modificacion de la proteina para obtener la unién a OSM. Tal como se emplea en la presente,
una "proteina de unidén a antigenos" sera capaz de antagonizar y/o neutralizar la OSM humana. Ademas, una
proteina de unién a antigenos puede inhibir y/o bloquear la actividad de OSM uniéndose a la OSM y evitando que un
ligando natural se una y/o activando el receptor gp130.

La expresién "funcidon efectora”, tal como se emplea en la presente, se refiere a uno o mas de una actividad
citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), respuestas mediadas por una actividad
citotoxica dependiente del complemento (CDC), fagocitosis mediada por Fc y reciclaje de anticuerpos a través del
receptor de FcRn. Para los anticuerpos IgG, las funcionalidades efectoras, que incluyen ADCC y ADCP, son
mediadas por la interaccion de la regidon constante de cadena pesada con una familia de receptores de Fcy
presentes sobre la superficie de las células inmunoldgicas. En los seres humanos, estos incluyen FcyRI (CD64),
FcyRIl (CD32) y FcyRIll (CD16). La interacciéon entre la proteina de uniéon a antigenos unida al antigeno y la
formacion del complejo de Fc/Fcy induce una gama de efectos que incluyen citotoxicidad, activacion de células
inmunoldgicas, fagocitosis y liberacion de citoquinas inflamatorias.

Se cree que la interaccion entre la region constante de una proteina de unién a antigenos y diversos receptores de
Fc (FcR) media en las funciones efectoras de la proteina de union a antigenos. La funcionalidad efectora puede
producir unos efectos bioldgicos significativos, en particular, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), fijacion del complemento (citotoxicidad dependiente del complemento o CDC), y semivida/eliminacion de la
proteina de unién a antigenos. Habitualmente, la capacidad para mediar en la funcién efectora requiere la union de
la proteina de union a antigenos a un antigeno, y no todas las proteinas de unién a antigenos median en cada
funcion efectora.

La funcion efectora puede medirse de una serie de formas que incluyen, por ejemplo, a través de la union del FcyRIII
a células asesinas naturales o a través de la unién de FcyRIl a monocitos/macréfagos para medir la funcién efectora
de ADCC. Por ejemplo, una proteina de union a antigenos, tal como se describe en la presente, puede evaluarse
para la funcién efectora de ADCC en un ensayo de células asesinas naturales. Pueden encontrarse ejemplos de
dichos ensayos en Shields et al., 2001, The Journal of Biological Chemistry, vol. 276, pp. 6591-6604; Chappel et al.,
1993, The Journal of Biological Chemistry, vol. 268, pp. 25124-25131; Lazar et al., 2006, PNAS, 103, 4005-4010.
Los ejemplos de ensayos para determinar la funcion de CDC incluyen los descritos en 1995, J. Imm. Meth., 184:29-
38.

Algunos isotipos de regiones constantes humanas, en particular los isotipos IgG4 e IgG2, carecen
fundamentalmente de las funciones de a) activacion del complemento por medio de la via clasica; y b) citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos. Pueden realizarse diversas modificaciones de la region constante de cadena
pesada de las proteinas de union a antigenos dependiendo de la propiedad efectora deseada. Se ha indicado, en
diferentes publicaciones, que las regiones constantes de IgG1 que contienen mutaciones especificas reducen la
union a los receptores de Fc y, por tanto, reducen ADCC y CDC (Duncan et al., Nature, 1988, 332, 563-564; Lund et
al., J. Immunol., 1991, 147, 2657-2662; Chappel et al., PNAS, 1991, 88, 9036-9040; Burton y Woof, Adv. Immunol.,
1992, 51, 1-84; Morgan et al., Immunology, 1995, 86, 319-324; Hezareh et al., J. Virol., 2001, 75 (24), 12161-12168).

Una realizacién, tal como se describe en la presente, es una proteina de unién a antigenos que comprende una
region constante, de tal forma que la proteina de unién a antigenos tiene una ADCC y/o activacion del complemento
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o funcionalidad efectora reducidas. En esta realizacion, la region constante de cadena pesada puede comprender
una region constante naturalmente inutilizada del isotipo 1IgG2 o IgG4 o una region constante de IgG1 mutada. Se
describen ejemplos de modificaciones adecuadas en el documento EP0307434. Un ejemplo comprende
sustituciones de restos alanina en las posiciones 235 y 237 (numeracién segun el indice de la UE).

También se ha indicado que las regiones constantes de IgG1 humana que contienen mutaciones especificas o una
glicosilacion alterada en el resto Asn297 potencian la union a los receptores de Fc. En algunos casos, estas
mutaciones también han demostrado potenciar ADCC y CDC (Lazar et al., PNAS, 2006, 103, 4005-4010; Shields et
al., J. Biol. Chem., 2001, 276, 6591-6604; Nechansky et al., Mol. Immunol., 2007, 44, 1815-1817).

En una realizacion, tal como se describe en la presente, dichas mutaciones se producen en una o mas posiciones
seleccionadas de 239, 332 y 330 (IgG1), o las posiciones equivalentes en otros isotipos de I1gG. Los ejemplos de
mutaciones adecuadas son S239D e I1332E y A330L. En una realizacion, la proteina de union a antigenos descrita
en la presente esta mutada en las posiciones 239 y 332, por ejemplo, S239D e I1332E o, en otra realizacion, esta
mutada en tres 0 mas posiciones seleccionadas de 239 y 332 y 330, por ejemplo, S239D e I332E y A330L
(numeracioén segun el indice de la UE).

En una realizacion alternativa, se describe una proteina de unién a antigenos que comprende una regién constante
de cadena pesada con un perfil de glicosilacion alterado, de modo que la proteina de unién a antigenos presenta
una funcién efectora potenciada, por ejemplo, en la que la proteina de unidon a antigenos presenta una ADCC
potenciada o una CDC potenciada, o en la que presenta ambas funciones efectoras ADCC y CDC potenciadas. Los
ejemplos de metodologias adecuadas para producir proteinas de unién a antigenos con un perfil de glicosilacion
alterado se describen en los documentos W0O2003011878, W02006014679 y EP1229125, todos los cuales pueden
aplicarse a las proteinas de union a antigenos descritas.

La presente solicitud también describe un método para la produccién de una proteina de unién a antigenos que
comprende las etapas de:

a) cultivar una célula hospedante recombinante que comprende un vector de expresion que comprende el acido
nucleico aislado, segun se describe en la presente, en el que el gen FUT8 que codifica la alfa-1,6-fucosiltransferasa
ha sido inactivado en la célula hospedante recombinante; y

b) recuperar la proteina de union a antigenos.

Estos métodos para la produccion de proteinas de unidn a antigenos pueden realizarse, por ejemplo, empleando el
sistema tecnolégico POTELLIGENT™, disponible en BioWa, Inc. (Princeton, NJ), en el que células CHOK1SV que
carecen de una copia funcional del gen FUT8 producen anticuerpos monoclonales que presentan una actividad de
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) potenciada que es mayor con relacién a un
anticuerpo monoclonal idéntico producido en una célula con un gen FUT8 funcional. Los aspectos del sistema
tecnolégico POTELLIGENT™ se describen en los documentos US7214775, US6946292, WO0061739 vy
W00231240. Los expertos en la técnica también reconoceran otros sistemas apropiados.

En una realizacion, se describe una proteina de unién a antigenos que comprende una region constante de cadena
pesada quimérica, por ejemplo, una proteina de unién a antigenos que comprende una region constante de cadena
pesada quimérica con al menos un dominio CH2 procedente de IgG3, de modo que la proteina de unién a antigenos
tiene una funcion efectora potenciada, por ejemplo, en la que tiene funciones ADCC potenciadas o CDC
potenciadas, o ADCC y CDC potenciadas. En una de estas realizaciones, la proteina de union a antigenos puede
comprender un dominio CH2 procedente de IgG3, o ambos dominios CH2 pueden proceder de IgG3.

También se describe un método para producir una proteina de unién a antigenos que comprende las etapas de:

a) cultivar una célula hospedante recombinante que comprende un vector de expresion que comprende un acido
nucleico aislado, segun se describe en la presente, en el que el vector de expresion comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica un dominio Fc que presenta restos aminoacidos de dominios Fc de IgG1 e I1gG3; y

b) recuperar la proteina de union a antigenos.

Estos métodos para la produccion de proteinas de unidn a antigenos pueden realizarse, por ejemplo, empleando el
sistema tecnolégico COMPLEGENT™, disponible en BioWa, Inc. (Princeton, NJ) y Kyowa Hakko Kogyo (ahora
Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd.) Co., Ltd., en el que una célula hospedante recombinante que comprende un vector de
expresion en el que una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio Fc quimérico que contiene restos
aminoacidos del dominio Fc de IgG1 e IgG3 se expresa para producir una proteina de union a antigenos que tiene
una actividad de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) potenciada que es mayor con relacion a una
proteina de unién a antigenos por lo demas idéntica que carece de dicho dominio Fc quimérico. Los aspectos del
sistema tecnoldgico COMPLEGENT ™ se describen en los documentos W02007011041 y US20070148165. En una
realizacion alternativa, la actividad CDC puede aumentar introduciendo mutaciones especificas de secuencia en la
region Fc de una cadena de IgG. Los expertos en la técnica también reconoceran otros sistemas apropiados.
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Sera evidente para los expertos en la técnica que dichas modificaciones no solo pueden emplearse por si solas, sino
que también pueden usarse en combinacion entre si para potenciar aun mas la funcion efectora.
En la presente solicitud se describe una proteina de unién a antigenos que comprende una region constante de
cadena pesada que comprende una region constante de cadena pesada mutada y quimérica, por ejemplo, en la que
una proteina de unién a antigenos comprende al menos un dominio CH2 procedente de IgG3 y un dominio CH2
procedente de IgG1, en la que el dominio CH2 de IgG1 presenta una o mas mutaciones en posiciones
seleccionadas de 239 y 332 y 330 (por ejemplo, las mutaciones pueden seleccionarse de S239D y I332E y A330L),
de modo que la proteina de unién a antigenos presenta una funcién efectora potenciada, por ejemplo, en la que
presenta una o mas de las siguientes funciones, una ADCC potenciada o una CDC potenciada, por ejemplo, en la
que tiene una ADCC potenciada y una CDC potenciada. En una realizacion, el dominio CH2 de IgG1 presenta las
mutaciones S239D y I332E.

Se describe una proteina de unién a antigenos que comprende una regién constante de cadena pesada quimérica y
que presenta un perfil de glicosilacion alterado. En una de estas realizaciones, la region constante de cadena
pesada comprende al menos un dominio CH2 procedente de IgG3 y un dominio CH2 procedente de IgG1, y
presenta un perfil de glicosilacion alterado, de modo que la proporcién de fucosa a manosa es de 0,8:3 o menor, por
ejemplo, en la que la proteina de unién a antigenos esta desfucosilada de modo que dicha proteina de unién a
antigenos presenta una funcién efectora potenciada en comparacién con una proteina de unién a antigenos
equivalente con una region constante de cadena pesada de inmunoglobulina que carece de dichas mutaciones y
perfil de glicosilacion alterado, por ejemplo, en la que presenta una o mas de las siguientes funciones, una ADCC
potenciada o una CDC potenciada, por ejemplo, en la que tiene una ADCC potenciada y una CDC potenciada.

En una realizacion alternativa, la proteina de unién a antigenos tiene al menos un dominio CH2 de IgG3 y al menos
un dominio constante de cadena pesada procedente de IgG1, en la que ambos dominios CH2 de IgG se mutan
segun las limitaciones descritas en la presente.

En un aspecto se describe un método para producir una proteina de unién a antigenos descrita en la presente, que
comprende las etapas de:

a) cultivar una célula hospedante recombinante que contiene un vector de expresion que contiene un acido nucleico
aislado, segun se describe en la presente, y dicho vector de expresion comprende ademas una secuencia de acido
nucleico de Fc que codifica un dominio Fc quimérico que contiene restos aminoacidos del dominio Fc de IgG1 e
IgG3, y en el que el gen FUT8 que codifica la alfa-1,6-fucosiltransferasa ha sido inactivado en la célula hospedante
recombinante; y

b) recuperar la proteina de union a antigenos.

Estos métodos para la produccion de proteinas de unidn a antigenos pueden realizarse, por ejemplo, empleando el
sistema tecnolégico ACCRETAMAB™, disponible en BioWa, Inc. (Princeton, NJ), que combina los sistemas
tecnologicos POTELLIGENT™ y COMPLEGENT™ para producir una proteina de unién a antigenos que tiene
ambas actividades ADCC y CDC potenciadas que son mayores con relacién a un anticuerpo monoclonal por lo
demas idéntico que carece de un dominio Fc quimérico y que presenta fucosa en el oligosacarido.

En otra realizacion de la presente solicitud se describe una proteina de unién a antigenos que comprende una region
constante de cadena pesada mutada y quimérica, en la que dicha proteina de union a antigenos presenta un perfil
de dlicosilacion alterado, de tal forma que la proteina de unidon a antigenos presenta una funcidon efectora
potenciada, por ejemplo, en la que presenta una o mas de las siguientes funciones, una ADCC potenciada o una
CDC potenciada. En una realizacién, las mutaciones se seleccionan de las posiciones 239 y 332 y 330, por ejemplo,
las mutaciones se seleccionan de S239D e I1332E y A330L. En ofra realizacion, la region constante de cadena
pesada comprende al menos un dominio CH2 procedente de IgG3 y un dominio CH2 procedente de IgG1. En una
realizacion, la region constante de cadena pesada presenta un perfil de glicosilacion alterado, de modo que la
proporcion de fucosa a manosa es de 0,8:3 o menor, por ejemplo, la proteina de unidon a antigenos esta
desfucosilada, de modo que dicha proteina de unién a antigenos presenta una funcion efectora potenciada en
comparacion con una proteina de union a antigenos no quimérica equivalente o con una regiéon constante de cadena
pesada de inmunoglobulina que carece de dichas mutaciones y perfil de glicosilacién alterado.

Otro medio para modificar las proteinas de unién a antigenos descritas en la presente implica aumentar la semivida
in vivo de dichas proteinas mediante la modificacion del dominio constante de inmunoglobulina o el dominio de unién
de FcRn (receptor de Fc de neonato).

En mamiferos adultos, el FcRn, también conocido como receptor de Fc neonatal, desempeia un papel clave en el
mantenimiento de los niveles de anticuerpos en suero actuando como un receptor protector que se une y rescata a
anticuerpos del isotipo IgG de la degradacion. Las moléculas de IgG son endocitadas por células endoteliales vy, si
se unen a FcRn, son recicladas hacia la circulaciéon. Por contraste, las moléculas de IgG que no se unen a FcRn
entran en las células y son dirigidas a la via lisosémica, en donde son degradadas.

Se cree que el receptor FcRn esta implicado en la eliminacion de anticuerpos y en la transcitosis a través de tejidos
(véase Junghans R.P. (1997), Immunol. Res., 16, 29-57; y Ghetie et al. (2000), Annu. Rev. Immunol., 18, 739-766).
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Los restos de IgG1 humana que se ha determinado que interaccionan directamente con FcRn humano incluyen
l1e253, Ser254, Lys288, Thr307, GIn311, Asn434 y His435. Los cambios en cualquiera de estas posiciones descritas
en esta seccién podrian aumentar la semivida en suero y/o alterar propiedades efectoras de las proteinas de union a
antigenos.

Las proteinas de unidon a antigenos descritas en la presente pueden presentar modificaciones en los aminoacidos
que aumenten la afinidad del dominio constante, o uno de sus fragmentos, por el FcRn. El aumento de la semivida
de IgG terapéuticas y de diagndstico y otras moléculas bioactivas tiene muchos beneficios, que incluyen reducir la
cantidad y/o la frecuencia de dosificacion de estas moléculas. Por tanto, en una realizaciéon se describe una proteina
de unién a antigenos o una proteina de fusiéon que comprende todo o una porcién (una porcion de unién a FcRn) de
un dominio constante de IgG que presenta una o mas de estas modificaciones de aminoacidos, y una proteina que
no es IgG o una molécula que no es una proteina conjugada con dicho dominio constante de IgG modificado, en la
que la presencia del dominio constante de IgG modificado aumenta la semivida in vivo de la proteina de union a
antigenos.

La publicacion PCT n.° WO 00/42072 describe un polipéptido que comprende una regién Fc variante con una
afinidad de unién a FcRn alterada, comprendiendo dicho polipéptido una modificacién de aminoacido en una
cualquiera o mas de las posiciones de aminoacidos 238, 252, 253, 254, 255, 256, 265, 272, 286, 288, 303, 305, 307,
309, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 386, 388, 400, 413, 415, 424,433, 434,435, 436, 439, y 447
de la region Fc, en el que la numeracion de los restos en la region Fc sigue el indice de la UE (Kabat et al.). La
publicacion PCT n.° WO 02/060919 A2 describe una IgG modificada que comprende un dominio constante de IgG
que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos con relacion a un dominio constante de IgG de tipo
salvaje, en la que la IgG modificada tiene una semivida mayor comparada con la semivida de una IgG que presenta
el dominio constante de IgG de tipo salvaje, y en la que dichas una o mas modificaciones de aminoacidos se
producen en una o mas de las posiciones 251, 253, 255, 285-290, 308-314, 385-389, y 428-435.

Shields et al. (2001, J. Biol. Chem., 276:6591-604) emplean la mutagénesis de barrido de alanina para alterar restos
en la regiéon Fc de un anticuerpo de IgG1 humana y después se ensaya la union a FcRn humano. Las posiciones
que abrogan con eficacia la uniéon a FcRn cuando se cambian a alanina incluyen 1253, S254, H435, e Y436. Otras
posiciones muestran una reduccion menos pronunciada en la unién como sigue: E233-G236, R255, K288, L309,
S415, y H433. Varias posiciones de aminoacidos muestran una mejora en la unién a FcRn cuando se cambian a
alanina; de modo notable, entre estas se encuentran P238, T256, E272, V305, T307, Q311, D312, K317, D376,
E380, E382, S424, y N434. Muchas otras posiciones de aminoacidos muestran una ligera mejora (D265, N286,
V303, K360, Q362, y A378) o no producen cambios (S239, K246, K248, D249, M252, E258, T260, S267, H268,
S269, D270, K274, N276, Y278, D280, V282, E283, H285, T289, K290, R292, E293, E294, Q295, Y296, N297,
S298, R301, N315, E318, K320, K322, S324, K326, A327, P329, P331, E333, K334, T335, S337, K338, K340, Q342,
R344, E345, Q345, Q347, R356, M358, T359, K360, N361, Y373, S375, S383, N384, Q386, E388, N389, N390,
K392, L398, S400, D401, K414, R416, Q418, Q419, N421, V422, E430, T437, K439, S440, S442, S444,y K447) en
la unién a FcRn.

Se descubrio el efecto mas pronunciado para los variantes de combinacion con una unién mejorada a FcRn. A pH
6,0, el variante E380A/N434A muestra una unién mas de 8 veces mayor a FcRn, con relacion a la IgG1 nativa,
comparado con 2 veces mayor para E380A y 3,5 veces mayor para N434A. La adicion de T307A a esto produjo un
aumento en 12 veces en la unién con relacion a la IgG1 nativa. En una realizacion, la proteina de union a antigenos
descrita comprende las mutaciones E380A/N434A y presenta mayor union a FcRn.

Dall'Acqua et al. (2002, J. Immunol., 169:5171-5180) describen la mutagénesis aleatoria y la seleccidon de bancos de
presentacion de fagos de fragmentos Fc-bisagra de IgG1 humana contra FcRn de raton. Describieron la
mutagénesis aleatoria en las posiciones 251, 252, 254-256, 308, 309, 311, 312, 314, 385-387, 389, 428, 433,434,y
436. El aumento mayor en la estabilidad del complejo de FcRn humano-lgG1 se produjo tras sustituir restos
localizados en una banda a lo largo de la interfase de Fc-FcRn (M252, S254, T256, H433, N434, e Y436) y, en
menor grado, tras sustituir restos en la periferia, tales como V308, L309, Q311, G385, Q386, P387, y N389. El
variante con la mayor afinidad por FcRn se obtuvo combinando las mutaciones M252Y/S254T/T256E vy
H433K/N434F/Y436H, y mostré un aumento en 57 veces en la afinidad con relacion a la 1IgG1 de tipo salvaje. El
comportamiento in vivo de dicha IgG1 humana mutada mostré un aumento en casi 4 veces de la semivida en suero
en mono cynomolgus comparado con la IgG1 de tipo salvaje.

Se describe un variante de una proteina de unién a antigenos con unién optimizada a FcRn. En una realizacion
preferida, dicho variante de una proteina de union a antigenos comprende al menos una modificacion de aminoacido
en la region Fc de dicha proteina de unién a antigenos, en el que dicha modificacion se selecciona del grupo que
consiste en 226, 227, 228, 230, 231, 233, 234, 239, 241, 243, 246, 250, 252, 256, 259, 264, 265, 267, 269, 270, 276,
284, 285, 288, 289, 290, 291, 292, 294, 297, 298, 299, 301, 302, 303, 305, 307, 308, 309, 311, 315, 317, 320, 322,
325, 327, 330, 332, 334, 335, 338, 340, 342, 343, 345, 347, 350, 352, 354, 355, 356, 359, 360, 361, 362, 369, 370,
371, 375, 378, 380, 382, 384, 385, 386, 387, 389, 390, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401 403, 404,
408, 411, 412, 414, 415, 416, 418, 419, 420, 421, 422, 424, 426, 428, 433, 434, 438, 439, 440, 443, 444, 445, 446 y
447 de la region Fc comparado con dicho polipéptido parental, en la que la numeracion de los aminoacidos en la
region Fc sigue el indice de la UE en Kabat et al.
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En otro aspecto de la solicitud, las modificaciones descritas son M252Y/S254T/T256E. Ademas, diversas
publicaciones describen métodos para obtener moléculas fisiolégicamente activas cuyas semividas se modifican
introduciendo un polipéptido de unién a FcRn en las moléculas (documento WO 97/43316; patente de EE. UU. n.°
5.869.046; patente de EE. UU. n.° 5.747.035; documento WO 96/32478; documento WO 91/14438) o fusionando las
moléculas con anticuerpos cuyas afinidades de uniéon a FcRn se han conservado, pero las afinidades por otros
receptores de Fc se han reducido mucho (documento WO 99/43713) o fusionando dominios de unién a FcRn de
anticuerpos (documento WO 00/09560; patente de EE. UU. n.° 4.703.039).

Ademas, también se proporcionan métodos para producir una proteina de unién a antigenos con menor semivida
bioldgica. Una IgG variante en la que His435 esta mutado a alanina produce la pérdida selectiva de la union a FcRn
y una semivida en suero significativamente reducida (Firan et al., 2001, International Immunology, 13:993). La
patente de EE. UU. n.° 6.165.745 describe un método para producir una proteina de uniéon a antigenos con menor
semivida biolégica mediante la introduccién de una mutacién en el segmento de ADN que codifica la proteina de
union a antigenos. La mutacion incluye una sustitucion de aminoacido en la posicion 253, 310, 311, 433, o 434 del
dominio de bisagra-Fc.

La expresion "anticuerpo no humano o uno de sus fragmentos de anticuerpo”, tal como se emplea en la presente, se
refiere a anticuerpos, o sus fragmentos, que se originan de cualquier especie diferente de la especie humana, en la
que humano incluye anticuerpos quiméricos. La expresion "anticuerpo donante" se refiere a un anticuerpo
(monoclonal y/o recombinante) que aporta las secuencias de aminoacidos de sus dominios variables, CDR u otros
fragmentos funcionales, o sus analogos, a un primer compafiero de inmunoglobulina, para proporcionar una region
codificadora de inmunoglobulina alterada que produce un anticuerpo alterado expresado con la especificidad
antigénica y la actividad neutralizante caracteristica del anticuerpo donante.

La expresion "anticuerpo aceptor” se refiere a un anticuerpo (monoclonal y/o recombinante) heterélogo con respecto
al anticuerpo donante, que aporta todas (o cualquiera de sus porciones, pero preferiblemente todas) las secuencias
de aminoacidos que codifican sus regiones de marco de cadena pesada y/o ligera y/o sus regiones constantes de
cadena pesada y/o ligera al primer compafiero de inmunoglobulina. El anticuerpo humano es el anticuerpo aceptor.
La expresién "secuencia aceptora humana", tal como se emplea en la presente, se refiere a un marco de un
anticuerpo, o uno de sus fragmentos de anticuerpo, que comprende la secuencia de aminoacidos de un marco de
VH o VL derivado de un anticuerpo humano, o uno de sus fragmentos de anticuerpo, o un marco de secuencia
consenso humano en el que cual pueden incorporarse CDR de una especie no humana.

El término "incorporacion” de CDR o regiones hipervariables, tal como se emplea en la presente, incluye cualquier
medio mediante el cual las CDR no humanas se sitlan dentro del marco aceptor humano. Se apreciara que esto
puede lograrse de varias formas, por ejemplo, pueden generarse acidos nucleicos que codifican la secuencia de
aminoacidos deseada mutando los acidos nucleicos que codifican la secuencia de dominio variable no humana de
modo que sus restos de marco se cambian a restos del marco aceptor humano, o mutando un acido nucleico que
codifica la secuencia de dominio variable humana de modo que sus CDR se cambian a restos no humanos, o
sintetizando acidos nucleicos que codifiquen la secuencia deseada. En una realizacion, la secuencia final se genera
por ordenador.

La presente invencion se describira a continuacion solo como ejemplo. Las reivindicaciones adjuntas pueden incluir
una generalizacion de uno o mas de los siguientes ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Generacion y seleccion de anticuerpos monoclonales
1.1 Estrategia de inmunizacion

Se identificé el mAb anti-OSM humana S168110G08(1)1A09 ("10G8") a partir de hibridomas derivados de ratones
inmunizados con OSM humana glicosilada recombinante (K598). Se inmunizaron ratones SJL hembra (n = 2, Harlan,
Reino Unido, HOST SP06-06031) de modo convencional empleando un total de 10 yg de proteina por via
intraperitoneal con adyuvante similar a AS02. Las inmunizaciones de refuerzo se realizaron con 5 ug de proteina. Se
tomaron muestras de sangre después de cada refuerzo y se eligio el ratéon con la mejor respuesta (168#4) para la
fusion con hibridoma (R16092/177-198). Se retird el bazo, se disgregod y se realizd una fusion de células somaticas
inducida por PEG1500 con células de mieloma de ratén X63 AG8 653.GFP.Bcl-2.11 (BioCat 112754; R17209/58).
La fusion se cultivd en placas de 10 x 96 pocillos y 5 bandejas Nunc Omnitrays en metilcelulosa que contenia un
medio semisolido. Las colonias se escogieron del medio semisélido y se trasladaron a placas de 5 x 96 pocillos.

1.2 Estrategia de seleccion
1.2.1 Seleccién primaria

La seleccion primaria para los anticuerpos de apoyo anti-OSM se basé en la seleccion del material de hibridoma
capaz de unirse a OSM humana y, para seleccionar las moléculas anti-sitio |l, capaz de inhibir la uniéon de la OSM
humana y de cynomolgus al receptor gp130. Los sobrenadantes de hibridoma positivos de estas selecciones se
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analizaron mediante la cinética de la constante de disociacién de BIACore para seleccionar los hibridomas de mejor
unién.

Se recuperaron mas de 3000 clones de las fusiones, de los cuales 86 mostraron una unién apreciable a la OSM
humana mediante ELISA de unién. El andlisis de la actividad anti-sitio Il se realizé en hibridomas positivos mediante
ELISA de gp130 con OSM humana y de cynomolgus. Los clones de hibridoma que inhibieron la unién de la OSM
humana y de cynomolgus al gp13 humano se sometieron a un analisis de la cinética de la constante de disociacion
de BIACore. Los cuatro mejores clones que unieron la OSM humana mediante el andlisis de la constante de
disociacion, 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7, se monoclonaron y se volvieron a seleccionar. No se observé diferencia en la
actividad de union con BIACore y ELISA ni en la inhibicion de gp130 entre los monoclones de cada hibridoma. Los
clones hijos, 10G8.A9, 9G2.C1, 2B7.A6 y 3E3.A1 se crioconservaron y se emplearon para el aumento de escala sin
suero y la purificacion. Estos se sometieron a una seleccion secundaria.

1.2.2 Seleccion secundaria

La seleccion secundaria para clasificar los cuatro clones hijos, 10G8/A9, 9G2/C1, 2B7/A6 y 3E3/A1, incluyd un
analisis de la cinética de BIACore frente a OSM humana/de cynomolgus; ELISA de gp130 humano con OSM
humana/de cynomolgus; ensayo de neutralizacion de células KB con OSM humana/de cynomolgus. Ademas de
esto, se evalud la capacidad para neutralizar OSM humana derivada de neutréfilos endégena, la conservacion de la
capacidad de neutralizacion en suero AB humano al 25% vy la reactividad frente a LIF humano.

Analisis BIACore:

El analisis BIACore demostro que 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7 tenian afinidades mayores por la OSM humana que un
anticuerpo anti-OSM de ratén no competitivo alternativo (15E10) (tabla 1). EI 10G8 mostré la mayor afinidad por la
OSM humana (aproximadamente 550 pM) y de cynomolgus (aproximadamente 310 pM). Comparado con 15E10,
10G8 tiene una afinidad mayor en 8 veces/0,9 unidades logaritmicas por la OSM humana, y una afinidad mayor en
11 veces/1 unidad logaritmica por la OSM de cynomolgus. Ambos 10G8 y 9G2 mostraron mayor afinidad por la OSM
de OSM frente a la OSM humana.

Tabla 1: Cinética de BIACore - Cuatro anticuerpos principales de apoyo anti-OSM, 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7,
comparados con 15E10

mAb OosSM ka (constante de asociacion) | kd (constante de disociacion) KD nM

Humana 1,12E+05 6,14E-05 0,55
10G8

Cynomolgus 9,69E+04 2,99E-05 0,308

Humana 7,52E+04 1,21E-04 1,60
9G2

Cynomolgus 6,14E+04 4,76E-05 0,75

Humana 1,95E+05 2,53E-04 1,30
3E3

Cynomolgus 1,71E+05 5,60E-04 3,28

Humana 1,21E+05 2,54E-04 2,09
2B7

Cynomolgus 1,00E+05 9,33E-04 9,31

Humana 1,94E+05 8,69E-04 4,48
15E10

Cynomolgus 1,77E+05 5,97E-04 3,37

ELISA de gp130 humano:

El ELISA de gp130 humano emplea unos niveles relativamente altos de OSM (25 ng/ml), lo cual reduce su
capacidad para separar los anticuerpos de alta afinidad de los anticuerpos de baja afinidad, puesto que el ligando se
encuentra en exceso. Tras cuatro repeticiones de este ensayo, se demostré que 10G8 es el anticuerpo mas potente
para bloquear la unién de OSM humana y de cynomolgus al receptor gp130 en este ensayo (figura 1; tabla 2).
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Tabla 2: ELISA de gp130 humano - Resumen de cuatro repeticiones de un ELISA de gp130 humano para clasificar
la actividad de 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7 frente a la OSM humana y de cynomolgus. Se afiadié un anticuerpo de ratén
no competitivo 15E10 y un anticuerpo de trabajo de control negativo para fines comparativos.

glsasificacién de Anticuerpo OosSM hqmana, CI50 OSM de cynom_o_lgus_,’CISO promedio

M humana promedio pg/miDE Hg/mItDE (clasificacion OSM de cynomolgus)
1 10G8 0,06+0,01 (400 pM) 0,01+0,00 (1) (40 pM)

2 2B7 0,08+0,02 (533 pM) 0,14+0,04 (6) (993 pM)

3 9G2 0,16+0,04 (1,1 nM) 0,03+0,04 (4) (200 pM)

4 15E10 0,19+0,07 (1,3 nM) 0,03+0,05 (3) (200 pM)

5 3E3 0,19+0,04 (1,3 nM) 0,06+0,07 (5) (400 pM)

El ensayo de gp130 humano se repitié en presencia de suero AB humano al 25%. Dos repeticiones de este ensayo
demostraron que los cuatro anticuerpos principales 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7, junto con 15E10, conservaron su
capacidad para bloquear la union de OSM humana y de cynomolgus a gp130 (los datos no se muestran).

Ensayo de neutralizacion de células KB:

La OSM induce la liberacion de IL-6 desde células KB (una linea de células epiteliales humana que expresa el
ARNmM para los receptores de OSM y gp130). Brevemente, células KB se estimularon con OSM 1 ng/ml +/-
diferentes concentraciones de anticuerpos durante 16-18 horas a 37 °C, y la IL6 liberada se controlé mediante
ELISA. El ensayo de neutralizacion de células KB emplea una cantidad reducida de OSM comparado con el ensayo
de gp130 (1 ng/ml frente a 25 ng/ml). Esto hace que sea un ensayo mas discriminante para separar los
neutralizadores de alta afinidad de los neutralizadores de baja afinidad. Comparado con el anticuerpo 15E10, 10G8
fue mas potente en 15 veces/1,2 unidades logaritmicas contra la OSM humana en el ensayo de neutralizacion de
células KB. A partir de tres repeticiones del ensayo, 10G8 se clasificd en primer lugar en todas las repeticiones,
dando un valor promedio de CI50 de 8 ng/ml frente a la OSM humana, y de 6 ng/ml frente a la de cynomolgus (figura
2; tabla 3). En este ensayo, 9G2 se clasificd en segundo lugar, con una CI50 de 18 ng/ml y 15ng/ml contra la OSM
humana y de cynomolgus, respectivamente.

Tabla 3: Ensayo de neutralizacion de células KB - Resumen de tres repeticiones de un ensayo de neutralizacion de
células KB para clasificar la actividad de 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7 frente a la OSM humana y de cynomolgus. Se
afnadi6 el anticuerpo 15E10 para fines comparativos. Se empleé el anticuerpo de trabajo como control negativo.

Clasificacion de Anticuerpo OosSM hqmana, CI50 OSM_qe cyr’mmolgus, CI50 promedio pg/mitDE
OSM humana promedio pg/miDE (clasificacion OSM de cynomolgus)

1 10G8 0,008+0,003 (53 pM) 0,006+0,002 (1) (40 pM)

2 9G2 0,018+0,008 (120 pM) 0,015+0,006 (2) (100 pM)

3 2B7 0,049+0,003 (327 pM) 0,34410,186 (6) (2,3 nM)

4 3E3 0,054+0,034 (360 pM) 0,150+0,013 (5) (1 nM)

5 15E10 0,27940,161(1,9 nM) 0,035+0,013 (4) (233 pM)

En presencia de suero AB humano al 25%, 10G8, 9G2 y 3E3 conservaron su capacidad para neutralizar la OSM
humana y de cynomolgus (figura 3). 15E10 y 2B7 no pudieron producir curvas ajustadas de una calidad suficiente
para calcular los valores de CI50. Al igual que con el ensayo de células KB séricas no humanas, el anticuerpo mas
potente fue 10G8, y 9G2 se clasificé en segundo lugar. Se observé cierta disminucion en la actividad en presencia
del suero AB al 25%. Hasta cierto punto, esto puede ser debido a que el suero de AB interfiere con la lectura de este
ensayo. Se observaron unos niveles de fondo de IL-6 mas altos en este ensayo que en el suero no humano.

OSM humana enddgena (ensayo de gp130):

Los cuatro anticuerpos principales, 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7, asi como el anticuerpo 15E10, inhibieron la OSM
humana enddgena procedente de cuatro donantes distintos (figura 4). Esta OSM nativa fue generada mediante la
estimulacion con GM-CSF de neutréfilos humanos sanos.
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Reactividad de LIF humano (ensayo de neutralizacion de células KB):

El LIF humano es el miembro de la familia de IL-6 mas cercano a la OSM humana. Estudios iniciales han
demostrado que no se produce reactividad entre 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7 y el LIF humano, lo cual indica que estos
anticuerpos son especificos de OSM (figura 5).

Reactividad de OSM de mono titi (ensayo de neutralizacion de células KB):

Se demostré que las cuatro moléculas principales, 10G8, 9G2, 3E3 y 2B7, neutralizaban la OSM de mono titi en el
ensayo de neutralizacion de células KB (figura 6). 15E10 y un panel de otros tres anticuerpos anti-OSM humana,
10D3DLE, OM4.11.17 y OM4.11.31, tampoco neutralizaron la OSM de mono titi.

Tras dos repeticiones del ensayo, 10G8 fue el neutralizador mas potente de OSM de mono titi, siendo 9G2 el
segundo.

1.2.3 Anticuerpos monoclonales seleccionados para la progresion

De los cuatro anticuerpos, se eligi6 10G8 como anticuerpo principal para la quimerizacion basandose en que se
clasificé el primero en los todos los ensayos comentados anteriormente. También se seleccioné 9G2 para la
quimerizacion como molécula de apoyo en el caso de presentarse dificultades durante la humanizacién.

1.3 Modificacion de anticuerpos y seleccion de la serie de anticuerpos principales
1.3.2 Secuencias de la region variable

Los genes variables de los cuatro anticuerpos monoclonales seleccionados, 2B7, 3E3, 9G2 y 10G8, se aislaron y
secuenciaron en paralelo para poder generar los correspondientes anticuerpos quiméricos. Se extrajo el ARN total
de los sedimentos de células de hibridoma. Las secuencias codificadoras de los genes V de cadena pesada y ligera
se amplificaron mediante RT-PCR o 5'RACE y después se clonaron con TA para el andlisis de la secuencia. La
amplificacion de los genes V se realizd por duplicado para cada anticuerpo para permitir la posterior verificacion de
las secuencias correctas de dos reacciones independientes. Se obtuvo la secuencia de las cadenas variable pesada
y variable ligera de los 4 clones de hibridoma. El alineamiento de las secuencias de proteina demostré que los
anticuerpos tienen un alto grado de identidad de secuencia en las regiones de cadena variable pesada y ligera
(figuras 7 y 8). Las secuencias de las regiones variables de cadena pesada vy ligera de estos anticuerpos se indican
en SEQ ID NO:26-48. Véase la tabla A.

La comparacion de la secuencia entre los cuatro anticuerpos monoclonales principales y el anticuerpo 15E10 mostré
solo 50-60% de identidad con las cadenas ligera (figura 9) o pesada (figura 10). Esto indica que estos anticuerpos se
unen a epitopos distintos de los reconocidos por el anticuerpo 15E10.

1.3.3 Clonacién de anticuerpos
1.3.3.1 Construccién de quimeras

Ambos 10G8 y 9G2 se generaron como anticuerpos quiméricos injertando las regiones VH y VL de ratén descritas
anteriormente en regiones constantes kappa humanas y gamma 1 Fc de tipo salvaje humana, respectivamente. Los
anticuerpos quiméricos se emplearon para confirmar la funcionalidad de las regiones V de ratén clonadas y se
purificaron y usaron como referencia cuando se ensayan construcciones humanizadas. Se disefiaron cebadores de
PCR basandose en las secuencias de ADN 5'y 3' determinadas en 2.3.1 para que incluyesen los sitios de restriccion
necesarios para la clonacion en los vectores de expresion de mamifero RIx y pTT5. También se disefiaron
cebadores para reemplazar la secuencia sefial nativa por la secuencia sefial Campath. Se disefiaron sitios Hind Il y
Spe | para enmarcar al dominio Vy y permitir la clonacion en un vector Rld o pTT5 modificado que contiene la region
y1 C humana. La introduccion de un sitio Spe | en la secuencia del marco 4 produjo un Unico cambio de aminoacido
en FR4 en la posicion 108. Para la region VH de 9G2, un sitio Spel interno esta presente en el extremo 5' de la
secuencia de ADN, y se disefi¢ un cebador de PCR para la quimera de 9G2 para eliminar este sitio Spel interno. Se
disefiaron sitios Hind Ill y BsiWI para enmarcar al dominio V_y permitir la clonacion en un vector Rid o pTT5
modificado que contiene la region kK C humana.

Los clones con las secuencias de Vy y V| correctas se identificaron y se prepararon plasmidos para la expresion en
células CHO o HEK.

1.3.3.2 Expresién de quimeras

Los plasmidos RId y RIn que codifican los dominios V4y V. de 10G8 y 9G2 quiméricos se cotransfectaron,
respectivamente, en células CHOE1A mediante electroporacion y se expresaron en un cultivo celular policlonal. Los
plasmidos pTT que codifican los dominios V4 y Vi de 10G8 y 9G2 quiméricos se cotransfectaron en células HEK293
empleando una metodologia de transfeccion de lipidos para permitir la expresion episémica transitoria, ya que la
transfeccion en el sistema de expresion episémico puede producir potencialmente cantidades de mg del anticuerpo.
Los anticuerpos quiméricos (10G8c y 9G2c) producidos se purificaron de los sobrenadantes del cultivo celular
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mediante una cromatografia de afinidad sobre proteina A-Sepharose. Se comprobé la calidad de los anticuerpos
purificados mediante analisis de SDS-PAGE y cromatografia de exclusion molecular.

1.3.3.3 Datos del ensayo de unién
ELISA de unién de OSM humana:

Ambas quimeras de 10G8 y 9G2 se unieron con éxito a la OSM humana en un grado mayor que la quimera de
15E10 (15E10c) (figura 11). Se realizé un ELISA directo en el que la OSM humana fue revestida a 1 yg/ml, y los
anticuerpos unidos se detectaron empleando anti-lgG humana.

Analisis BIACore:

El analisis BIACore demostré que habia poca o ninguna pérdida de la union a OSM humana o de cynomolgus en las
moléculas 10G8 y 9G2 quiméricas comparadas con los anticuerpos parentales de raton (tabla 4). La quimera de
10G8 se clasifico en primer lugar (654 pM), por delante de la quimera de 9G2 (1,33 nM). Todos los anticuerpos
mostraron una mayor afinidad por la OSM de cynomolgus frente a la OSM humana.

Tabla 4: Cinética de BIACore - Cinética de unién de los anticuerpos 10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2.

OSM de cynomolgus OSM humana
Ka (M-1.s-1) Kd (s-1) KD (nM) Ka (M-1.s-1) Kd (s-1) KD (nM)
%‘é’gera de 2,37E+5 114E-4 | 0,480 2,33E+5 1,52E-4 0,654
10G8 de ratén 9.69e+4 2.99e-5 0,308 1.12e+5 6.14e-5 0.549
Quimera de 9G2 | 1,27E+5 9,99E-5 0,787 1,26E+5 1,68E-4 1,333
9G2 de ratén 6,14e+4 4,76e-5 0,775 7,52e+4 1,21e-4 1,60

1.3.3.4 Datos del ensayo funcional
ELISA de gp130 humano:

El ELISA de gp130 humano emplea unos niveles relativamente altos de OSM (25 ng/ml), lo cual reduce su
capacidad para separar los anticuerpos de alta afinidad de los anticuerpos de baja afinidad, puesto que el ligando se
encuentra en exceso. Tras tres repeticiones de este ensayo, se demostré que la quimera de 10G8 es el anticuerpo
mas eficaz para inhibir a union de OSM humana y de cynomolgus al receptor gp130. Los valores del 10G8 parental
de raton y de la quimera de 10G8 fueron muy similares en este ensayo (figura 12; tabla 5). No se observé una
diferencia significativa entre 9G2 y su quimera.

Tabla 5: ELISA de gp130 humano - Resumen de tres repeticiones de un ELISA de gp130 humano para clasificar la
actividad de 10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2 frente a la OSM humana y de cynomolgus. Se afiadié
el anticuerpo 15E10 para fines comparativos. Se empled un anticuerpo de trabajo como control negativo.

Clasificacion de Anticuerpo OSM humana, CI50 OSM de cynomolgus, CI50 promedio pg/mi*DE
OSM humana P promedio pg/miDE (clasificacion OSM de cynomolgus)

1 ?&‘é’gera de | 0,037+0,035 (247 pM) | 0,016+0,015 (1) (107 pM)

2 9G2 0,038+0,004 (253 pM) 0,049+0,059 (5) (327 pM)

3 10G8 0,044+0,034 (293 pM) 0,017+0,013 (2) (113 pM)

4 gg'zmera de | 0,078+0,102 (520 pM) | 0,028+0,033 (3) (187 pM)

5 15E10 0,25040,403 (1,7 nM) 0,071+0,096 (6) (473 pM)

El ensayo de gp130 humano se repitid en presencia de suero AB humano para la OSM humana y de cynomolgus.
Todas las moléculas conservaron su actividad en suero al 25%. Frente a la OSM humana y de cynomolgus, la
quimera de 10G8 y el 10G8 parental de ratdén se clasificaron en primer y segundo lugar, respectivamente. Los
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valores de CI50 de estos dos anticuerpos fueron similares. No se observd una diferencia significativa entre la
quimera de 9G2, que se clasificd en tercer lugar, y su anticuerpo parental de raton (los datos no se muestran).

Ensayo de neutralizacion de células KB:

El 10G8 parental de ratén se comporté de una manera similar a la quimera (figura 13; tabla 6). El 9G2 parental de
raton y la quimera se clasificaron en tercer y cuarto lugar, respectivamente, en este ensayo.

Tabla 6: Ensayo de neutralizacion de células KB - Resumen de tres repeticiones de un ensayo de neutralizacion de
células KB para clasificar la actividad de 10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2 frente a la OSM humana y
de cynomolgus. Se afiadi6 el anticuerpo 15E10 para fines comparativos. Se emple6 un anticuerpo de trabajo como
control negativo.

Clasificacion de Anticuerpo OSM humana, CI50 OSM de cynomolgus, CI50 promedio pg/mi*DE
OSM humana P promedio pg/mi*DE (clasificacion OSM de cynomolgus)

1 %‘é’gera de | 0,021£0,008 (140 pM) | 0,008£0,007 (1) (53 pM)

2 9G2 0,054+0,066 (360 pM) 0,03410,047 (3) (227 pM)

3 10G8 0,16310,197 (1,1 nM) 0,046+0,025 (4) (307 pM)

4 ggizme’a de | 023140287 (1,5nM) | 0,031£0,008 (2) (207 pM)

5 15E10 Fuera de alcance 0,057+0,036 (5) (380 pM)

En presencia de suero AB humano al 25%, 10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2 conservaron su
capacidad para neutralizar la OSM humana y de cynomolgus (figura 14). Se observé cierta disminucion en la
actividad en presencia del suero AB al 25%. Aunque los valores de CI50 no pudieron calcularse con una
concentracion inicial del anticuerpo de 1 pg/ml, se observé un claro efecto de neutralizaciéon de la titulacion para
todos los anticuerpos, excepto el control negativo no relacionado. Esta disminucion en la actividad puede ser debida,
hasta cierto punto, a que el suero de AB interfiere con la lectura de este ensayo. Se observaron unos niveles de
fondo de IL-6 mas altos en este ensayo que en el suero no humano.

OSM humana enddégena (ensayo de gp130):

10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2 inhibieron la OSM humana enddgena procedente de dos donantes
distintos (figura 15). En estos dos donantes, 10G8 y quimera de 10G8 se clasificaron conjuntamente en primer lugar,
y 9G2 y su quimera se clasificaron en tercer y cuarto lugar, respectivamente (tabla 7). Esta OSM nativa fue generada
mediante la estimulacién con GM-CSF de neutréfilos humanos sanos.

Tabla 7: Ensayo de OSM y gp130 endégenos humanos - Resumen de dos donantes de neutrdfilos en el ELISA de
gp130 para evaluar la actividad de 10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2 frente a la OSM humana
enddgena. Se empled un anticuerpo de trabajo como control negativo.

Clasificacion mAb CI150 pg/mi+DE
1= 10G8 0,00940,001 (60 pM)
1= Quimera de 10G8 0,009+0,000 (60 pM)

Quimera de 9G2 0,017+0,001 (113 pM)

E =Y )

9G2 0,020+0,004 (133 pM)

Reactividad de LIF humano (ensayo de neutralizacion de células KB):

El LIF humano es el miembro de la familia de IL-6 mas cercano a la OSM humana. Tres repeticiones del ensayo de
células KB de LIF humano demostraron que 10G8, quimera de 10G8, 9G2 y quimera de 9G2 no neutralizaban el LIF
humano. Un anticuerpo anti-LIF humano disponible en el mercado si neutralizé el LIF en este ensayo (figura 16).
Esto demuestra que estos anticuerpos son especificos de OSM.
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Ejemplo 2: Humanizacion
2.1.1 Estrategia de humanizacion de la cadena pesada

Tras el analisis BLAST de las bases de datos de la linea germinal del gen V humano, la linea germinal humana
IGHV3_7, que presenta 74% de identidad (incluyendo las CDR) con la secuencia de la cadena pesada variable de
10G8, se selecciond como el marco aceptor preferido para la humanizacion. La region V de la linea germinal se
combind por ordenador con un FR4 adecuado, en este caso el minigén JH2 (Kabat, vol. Il), basandose en la similitud
de secuencia. Los seis primeros restos del minigén JH2 se encuentran dentro de la region CDR3, que es
reemplazada por la CDR entrante procedente del anticuerpo donante. Se generaron tres variantes de cadena
pesada humanizados basandose en la comparacion de las secuencias y el posible impacto sobre la funcion del
anticuerpo. La construccion HO es un injerto directo de las CDR de ratén procedentes de 10G8 (empleando la
definicion de Kabat) en el marco aceptor humano seleccionado anteriormente. Las construcciones H1 y H2 se basan
en HO, y ambas incorporan una mutacion en el marco adicional que es diferente en cada construccion (posiciones 2
y 105, respectivamente).

2.1.2 Humanizacién de la cadena ligera

Tras el analisis BLAST de las bases de datos de la linea germinal del gen V humano, la linea germinal humana
IGKV4_1, que presenta 64% de identidad (incluyendo las CDR) con la secuencia de la cadena ligera variable de
10G8, se selecciond como el marco aceptor preferido para la humanizacion. La region V de la linea germinal se
combiné por ordenador con un FR4 adecuado, en este caso el minigén 4 de la region J kappa (Kabat, vol. 1),
basandose en la similitud de secuencia. Los dos primeros restos del minigén JK-4 se encuentran dentro de la region
CDR3 y son idénticos a los Ultimos dos restos en la CDR3 de la cadena ligera de 10G8 de raton. Se generaron cinco
variantes de cadena ligera humanizados basandose en la comparacion de las secuencias y el posible impacto sobre
la funcion del anticuerpo. La construccion LO es un injerto directo de las CDR de ratén procedentes de 10G8
(empleando la definicion de Kabat) en el marco aceptor humano seleccionado anteriormente. Las construcciones L1,
L2 y L3 se basan en LO, y cada una incorpora una mutacién en el marco adicional que es diferente en cada
construccion (posiciones 46, 84 y 103, respectivamente). La construccion L4 incorpora las tres retromutaciones
anteriores.

2.1.3 Construccion de vectores humanizados

Las secuencias de ADN de las regiones variables humanizadas se optimizaron empleando el programa informatico
LETO 1.0 (Entelechon GmbH) y se sintetizaron de novo mediante la unién de oligonucleétidos solapantes y una
amplificacion por PCR. Los cebadores incluyen sitios de restriccion para la clonacion en vectores de expresion de
mamifero, y secuencias sefial de inmunoglobulina para la secrecion. Las regiones pesadas variables humanizadas
HO-H2 se clonaron en vectores de expresion de mamifero que contenian la region constante gamma 1 humana
empleando Hindlll y Spel. En paralelo, las regiones ligeras variables humanizadas LO-L4 se clonaron en vectores de
expresion de mamifero que contenian la regiéon constante kappa humana empleando Hindlll y BsiWI.

2.1.4 Seleccioén inicial del panel de variantes humanizados

Para seleccionar y estrechar el panel de variantes humanizados (3 de cadena pesada x 5 de cadena ligera = 15), los
anticuerpos se expresaron en células HEK y se evaluaron mediante ensayos BIACore, ELISA y funcionales.

2.2 Bioensayos de anticuerpos 10G8 humanizados: quimeras contra mAb humanizados
2.2.1 Seleccion secundaria

La seleccion secundaria para clasificar los anticuerpos 10G8 humanizados, listados en la tabla 9, incluy6 un analisis
de la cinética de BIACore frente a OSM humana; ELISA de gp130 humano con OSM humana/de cynomolgus;
ensayo de neutralizacion de células KB con OSM humana/de cynomolgus. Ademas de esto, se evalud la capacidad
para bloquear la unién de gp130 en suero AB humano al 25%.

Analisis BIACore:

El analisis BIACore con los sobrenadantes de la transfecciéon demostré que los variantes humanizados L1 y L4
tenian afinidades mayores por la OSM humana que los variantes humanizados LO, L2 y L3 (tabla 8). Estas
mutaciones de la cadena ligera mejoran la afinidad comparado con el injerto directo por si solo (HOLO) y la quimera
de 10G8. Los variantes de cadena pesada, H1 y H2, producen poco impacto sobre la afinidad de los anticuerpos
frente al injerto directo, HO.

El analisis de los variantes L1 y L4 purificados y aumentados de escala demostrd que existian muy pocas diferencias
entre las afinidades de estos mAb por OSM humana y de cynomolgus (tabla 9).
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Tabla 8: Cinética de BIACore - Cinética de unién de la OSM humana de quince sobrenadantes de transfeccion de
anticuerpos 10G8 humanizados de apoyo anti-OSM comparada con la quimera de 10G8

Ka (M-1.5-1) Kd (s-1) KD (nM)
HOLO 3,69E+5 1,60E-4 0,435
HOL2 3,65E+5 1,37E-4 | 0,375

HOL3 3,74E+5 1,45E-4 0,388

HIL2 |  365E+5 |  163E4 0,445

H1L3 3,71E+5 1,27E-4 0,344

H2L2 | 3,68E+5 " 1,42E-4 0,387
H2L3 3,76E+5 1,50E-4 0,398

sobrenadante de 2,52E+5 1,03E-4 0,407
quimera de 10G8

quimera de 10G8 2,57E+5 1,05E-4 0,407

purificada

Tabla 9: Cinética de BIACore - Cinética de union a OSM humana y de cynomolgus de los lotes purificados de los
anticuerpos variantes L1 y L4 de 10G8 humanizados anti-OSM comparada con la quimera de 10G8

OSM de cynomolgus OSM humana
Ka (M-1.s-1) | Kd (s-1) KD (nM) Ka (M-1.s-1) | Kd (s-1) KD (nM)

HoL1 4,26E+5 1,07E-4 0,251 3,87E+5 1,37E-4 0,355
H1L1 4,28E+5 1,10E-4 0,258 3,75E+5 1,66E-4 0,443
H2L1 4,14E+5 1,24E-4 0,299 3,83E+5 1,40E-4 0,365
HoL4 4,18E+5 1,01E-4 0,242 3,74E+5 1,40E-4 0,374
H1L4 4,21E+5 1,11E-4 0,264 3,65E+5 1,35E-4 0,370
H2L4 4,41E+5 9,01E-5 0,205 3,80E+5 1,35E-4 0,356
Quimera de 10G8 | 2,53E+5 9,95E-5 0,394 2,41E+5 1,25E-4 0,518
15E10h 5,26E+5 3,10E-4 0,590 4,29E+5 6,15E-4 1,43

Ensayo de neutralizacion de células KB:
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El ensayo de neutralizacion de células KB emplea una cantidad reducida de OSM comparado con el ensayo de
gp130 (1 ng/ml frente a 25 ng/ml). Esto hace que sea un ensayo mas discriminante para separar los neutralizadores
de alta afinidad de los neutralizadores de baja afinidad. Una seleccion con el ensayo de células KB de las
construcciones de los variantes HO, H1, H2, LO, L1, L2, L3 y L4 iniciales muestra la superioridad de las
construcciones L1 (los datos no se muestran). Estas, junto con los variantes L4 que tuvieron una buena actuacién en
los analisis BIACore, se produjeron en lotes mas grandes para posteriores analisis. A partir de tres repeticiones del
ensayo, los variantes L1 de 10G8 humanizados se clasificaron en primer lugar, dando un valor promedio de CI50 de
14 ng/ml frente a la OSM humana, y de 10 ng/ml frente a la de cynomolgus (figura 17; tabla 10).

Tabla 10: Ensayo de neutralizacion de células KB - Resumen de tres repeticiones de un ensayo de neutralizacion de
células KB para clasificar la actividad de los variantes L1 y L4 de 10G8 humanizados frente a la OSM humana y de
cynomolgus

glsasificacién de Anticuerpo OosSM hqmana, CI50 OSM_qe cyr’mmolgus, CI50 promedio pg/mitDE
M humana promedio pg/mizDE (clasificacion OSM de cynomolgus)
1 H1L1 0,013+0,001 (83 pM) 0,01040,002 (3) (67 pM)
2 H2L1 0,014+0,007 (93 pM) 0,01340,003 (6) (14 pM)
3 HoL1 0,015+0,009 (102 pM) 0,007+0,002 (1) (21 pM)
4 H1L4 0,016+0,015 (107 pM) 0,011+0,007 (4) (10 pM)
5 HoL4 0,018+0,012 (118 pM) 0,01240,009 (5) (49 pM)
6 H2L4 0,022+0,015 (147 pM) 0,01610,015 (7) (58 pM)
7 Quimera de 0,022+0,022 (144 pM)
10G8 0,008+0,005 (2) (100 pM)

Los variantes L1 de 10G8 humanizados se seleccionaron para su posterior ensayo puesto que mostraron mayor
actividad biologica en el ensayo de células KB, comparados con los variantes L4. Los variantes L4 tienen un
rendimiento de produccion muy bajo en el sistema CHO-E1a y esto los excluy6 de posteriores analisis.

ELISA de gp130 humano:

El ELISA de gp130 humano emplea unos niveles relativamente altos de OSM (25 ng/ml), lo cual reduce su
capacidad para separar los anticuerpos de alta afinidad de los anticuerpos de baja afinidad, puesto que el ligando se
encuentra en exceso. Tras dos repeticiones de este ensayo con los variantes L1 de 10G8 humanizados, se
demostré que los tres variantes son equipotentes para bloquear la unién de OSM humana y de cynomolgus al
receptor gp130 en este ensayo (figura 18).

El ensayo de gp130 humano se repitié en presencia de suero AB humano al 25%. Dos repeticiones de este ensayo
demostraron que todos los anticuerpos, los variantes HOL1, H1L1 y H2L1 de 10G8 humanizados, conservaron su
capacidad para bloquear la unién de OSM humana y de cynomolgus a gp130 (los datos no se muestran).

2.3 Aislamiento de los fragmentos Fab y cristalizacion del complejo 10G8 mAb-OSM
2.3.2 Generacion de los fragmentos Fab

Se generaron fragmentos Fab a partir del anticuerpo parental 10G8 mediante digestion con papaina inmovilizada
sobre esferas (Pierce 20341) durante 20 h a 37 °C en un tamp6n que contenia tampén fosfato 20 mM, pH 7, EDTA
10 mM vy L-cisteina 10 mM. Tras la digestion, las esferas se retiraron empleando una columna de plastico
desechable, después se retiraron los fragmentos Fc y el anticuerpo no digerido contaminante de los fragmentos Fab
empleando una cromatografia de tipo proteina A (MabSelect, GE Healthcare 17-5438-03). La fraccion no unida, que
contenia los fragmentos Fab, se volvid a purificar empleando una cromatografia de exclusion molecular (SEC)
Superdex 200pg (SEC) (GE Healthcare 17-1069-01) empleando HEPES 25 mM, pH 7,7, tampén NaCl 150 mM
como fase movil. El complejo se preparé6 mezclando 11,5 mg de Fab purificados (GRITS30249) con 5,75 mg de
OSM recombinante (GRITS23122) a una proporcion molar de 1:1 durante 1,5 h a 4 °C. El complejo después se
purificé del material no complejado empleando SEC Superdex 200pg. El complejo resuelto se concentré hasta 44
mg/ml de proteinas totales (rendimiento de 9,2 mg) empleando un dispositivo de concentracion centrifuga equipado
con una membrana de 10 de valor de corte de peso molecular (Vivaspin VS2002). Los componentes del complejo se
validaron empleando una secuenciacién N-terminal, espectrometria de masas y SDS-PAGE. La actividad de unién
funcional a OSM de los fragmentos Fab se confirmé empleando el ensayo de inhibicion de gp130 (los datos no se
muestran).
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2.3.2 Cristalizacién del complejo 10G8-OSM

Los fragmentos Fab de 10G8 OSM se complejaron con OSM, y esto se cristalizé a 20 °C empleando PEG3500
como precipitado. La cristalizacion se optimizd, se envidé para su analisis a the European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF) y se resolvié la estructura a 3,5 A. El mAb 10G8 se une a las hélices B y C de OSM con buena
complementariedad superficial y bloquean el sitio Il de OSM para impedir la unién al receptor gp130 solo por
impedimento estérico, sin interaccion directa con ningun resto del sitio Il. Los unicos restos directamente implicados
en la union (distancia menor de 5 A), cuando se resolvieron a 3,5 A, se ilustran en la tabla 11y en la figura 19. La
cadena ligera fue la responsable de la mayor parte de este efecto bloqueante. Cuatro CDR se unieron a las hélices
B y C de OSM, CDRH2, H3 yCDRL1 y L3, directamente o a través de interacciones con mediacion del agua. No se
produjo una distorsion significativa en la molécula de OSM tras la uniéon al mAb 10G8. Puesto que dos de las CDR
no eran de uniéon, CDRH1 y L2, se prepararon variantes del anticuerpo en los que una o ambas se revirtieron a la
secuencia humana. Esto puede conducir a una molécula menos inmunogénica que el injerto humanizado directo.

Tabla 11

Restos Resto Atomo | Restos de anticuerpo (L = cadena Resto Atomo Distancia en
de OSM | (tipo) ligera, H = cadena pesada) (tipo) Angstroms
A 82(LEV) H 104(THR) | CG2 3,45
A 82(LEV) 0] H 104(THR) | CG2 3,47
A 83(HIS). CA H 59(TYR) OH 3,20
A 83(HIS). CB H 59(TYR) OH 3,37
A 83(HIS). CE1 H 103(THR). | CG2 3,43
A 83(HIS). NE2 H 106(TRP). | CH2 3,44
A 83(HIS). CD2 H 59(TYR). | OH 3,30
A 83(HIS). C H 59(TYR). | OH 3,26
A 83(HIS). 0] H 59(TYR). | OH 2,62
A 84(ARG). | NH1 H 57(PHE). | CE1 3,47
A 90(GLN). | OE1 H 60(TYR). | O 3,30
A 90(GLN). NE2 H 65(ARG). | NH2 3,08
A 94(LYS). Nz H 62(ASP). | OD2 3,38
A 115(ARG). | NE H 104(THR). | OG1 3,19
A 115(ARG). | NH2 H 105(PHE). | CD1 3,49
A 115(ARG). | NH2 H 105(PHE). | CE1 3,25
A 115(ARG). | NH2 H 104(THR). | O 3,21
A 122(ARG). | NH2 H 103(THR). | OG1 3,14
A 152(THR). | OG1 H 58(THR). | OG1 3,19
A 112(GLN). | O L 96(ARG). | NH2 3,08
A 115(ARG). | NH2 L 96(ARG). | O 3,30
A 123(ASN). | CG 34(TYR). | OH 3,18
A 123(ASN). | ND2 L 34(TYR). | OH 2,56
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2.3.3
2.3.4 Anticuerpo 10G8 humanizado: Sustituciones de CDR humanas

La estructura cristalina resuelta en el laboratorio del mAb 10G8 anti-OSM complejado con OSM indicé que CDRH1 y
CDRL2 no estan implicadas directamente en la unién al antigeno. Se seleccionaron CDR de lineas germinales
humanas para reemplazar a estas CDR de linea germinal de ratén. Se ensayaron dos secuencias CDRH1 y dos
secuencias CDRL2 de linea germinal humana para determinar sus efectos sobre la unién al antigeno. Para ambas
CDR de cadena pesada y ligera, se ensayaron las secuencias del marco aceptor de la linea germinal humana
original (IGHV3_7 y IGKV4_1, respectivamente) y también se seleccionaron otras dos secuencias de linea germinal
humana basandose en la homologia del marco flanqueante y las CDR (IGHV3_23 and IGKV1_5). Las secuencias de
CDRH1 y CDRL2 de la linea germinal humana se intercambiaron por las respectivas CDR de ratén en las regiones V
HO y L1 humanizadas. Las nuevas regiones V se sintetizaron de novo mediante la uniéon de oligonucleétidos
solapantes y una amplificacion por PCR como se indica en la seccion 1.1.4.

2.4 Bioensayos de anticuerpos 10G8 humanizados: mAb HOL1 10G8 humanizado frente a mAb 10G8 humanizado
con CDR de no unién humanizadas

2.4.1 Seleccion secundaria
Analisis BIACore:

Un analisis BIACore de los sobrenadantes de transfeccion procedentes de las diversas construcciones CDRH1 y
CDRL2 de HOL1 10G8 humanizadas demostré que el tnico anticuerpo que conservaba integramente la afinidad por
OSM humana del mAb precandidato fue la molécula HO(IGHV3_23)L1 (tabla 12). Esta construccion, junto con otras
dos moléculas con los siguientes mejores valores de KD, HOL1(IGKV4_1) y HO(IGHV3_23)L1(IGK4_1), se
aumentaron de escala y se purificaron para su posterior estudio.

Tabla 12: Cinética de BIACore - Cinética de unién a OSM humana y de cynomolgus de los sobrenadantes de
transfeccion de anticuerpos variantes de CDRH1 y CDRH2 de HOL1 10G8 comparada con la quimera de 10G8

OSM de cynomolgus OSM humana
Ka (M-1.s-1) Kd (s-1) KD (nM) Ka (M-1.s-1) Kd (s-1) KD (nM)
HO IGHV3_7 3,37E+7 0,8146 24,2 9,10E+4 9,67 10,6
+L1
HO IGHV3_23 3,52E+5 1,09E-4 0,310 3,61E+5 1,58E-4 0,437
+L1
HO+L1 1,50E+5 2,12E-4 1,41 1,61E+5 2,21E-4 1,37
IGKV4_1
HO+L1 6,75E+4 5,57E-4 8,26 6,87E+4 6,40E-4 9,33
IGKV1_5
HO IGHV3_7 5,07E+4 1,77E-3 34,9 3,68E+4 1,63E-3 44,4
+L1 IGKV4_1
HO IGHV3 7 nivel de captura bajo nivel de captura bajo
+L1 IGKV1_5
HO IGHV3_23 1,52E+5 2,23E-4 1,47 1,59E+5 2,47E-4 1,56
+L1 IGKV4_1
HO IGHV3_23 6,67E+4 5,93E-4 8,89 7,11E+4 6,60E-4 9,27
+L1 IGKV1_5
HO +L1 3,45E+5 1,04E-4 0,301 3,32E+5 1,53E-4 0,461
HOL1 3,38E+5 1,15E-4 0,341 3,40E+5 1,51E-4 0,445
purificado

Ensayo de neutralizacion de células KB:

El ensayo de neutralizacion de células KB demostré que la construcciéon 10G8 HO(IGHV3_23)L1 humanizada
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(denominada HO('CDRH1)L1) muestra una potencia muy similar al mAb de 10G8 HOL1 humanizado parental
(denominado HOL1). Cualquier reversion del CDRL2 de no union a la secuencia humana mostré una disminucion en
la actividad de neutralizacion, tal como puede observarse a partir de los datos para los anticuerpos HOL1(IGKV4_1)
(denominado HOL1(huCDRL2)) y HO(IGHV3_23)L1(IGK4_1) (denominado HO(huCDRH1)L1(huCDRL2)) (figura 20,
tabla 13).

Tabla 13: Ensayo de neutralizacion de células KB - Resumen de tres repeticiones de un ensayo de neutralizaciéon de
células KB para clasificar la actividad de los variantes CDRH1 y CDRL2 de HOL1 10G8 humanizados frente a la
OSM humana y de cynomolgus

Clasificacion OSM humana, CI50 | OSM de cynomolgus, CI50 promedio
de OSM Anticuerpo promedio Hg/mItDE (clasificacion OSM de
humana Hg/miItDE cynomolgus)

1 HO(huCDRH1)L1 0,008+0,005 (53 pM) | 0,007+0,000 (1) (47 pM)

2 HoLA1 0,009+0,002 (60 pM) | 0,007+0,002 (2) (47 pM)

3 HOL1(huCDRL2) gﬁf“ﬂom (360 | 1,081£0,004 (4) (540 pM)

4 HO(huCDRH1)L1(huCDRL2) 23)77*0’038 (5131 0,1140,045 (5) (760 pM)

A partir de estos datos se eligio el 10G8 HO(huCDRH1)L1 humanizado como el principal mAb precandidato para la
caracterizacion completa.

2.5 Bioensayos de anticuerpos 10G8 humanizados: mAb 10G8 HO(IGHV3_23)L1 humanizado
2.5.1 Seleccion secundaria
Analisis BIACore:

El analisis BIACore se realiz6 sobre el mAb HO(IGHV3_23)L1 purificado y se clasifico frente a la quimera de 10G8 y
el mAb parental 10G8 HOL1 humanizado. Existe poca o ninguna diferencia entre el mAb HO(IGHV3_23)L1 y el mAb
HOL1 parental en la afinidad por OSM humana y de cynomolgus (tabla 6). EI mAb HO(IGHV3_23)L1 tiene un afinidad
mayor en 6,5 veces (0,8 unidades logaritmicas) por la OSM humana comparado con un anticuerpo humanizado anti-
OSM no competitivo alternativo 15E10h. Se empled un lote nuevo de OSM para este estudio, que produjo unos
valores de KD menor, aunque las diferencias entre los variantes humanizados y el anticuerpo no competitivo
siguieron siendo las mismas.

Tabla 14: Cinética de BIACore - Cinética de union a OSM humana y de cynomolgus del mAb HO(IGHV3_23)L1
purificado comparada con la quimera de 10G8 y comparada con el mAb parental 10G8 HOL1 humanizado y con un
anticuerpo humanizado anti-OSM no competitivo alternativo 15E10h.

OSM de cynomolgus OSM humana
Ka (M-1.s-1) | Kd (s-1) KD (nM) | Ka (M-1.s-1) | Kd (s-1) | KD (nM)
Quimera de 10G8 2,50E+05 6,63E-05 266 4,27E+05 7,87E-05 | 184
HO (CDRH1 IGHV3_23) L1 4,23E+05 8,39E-05 199 7,09E+05 9,65E-05 | 136
HoL1 4,27E+05 8,31E-05 195 7,12E+05 8,90E-05 | 125
15E10h 5,07E+05 3,24E-04 640 7,36E+05 6,49E-04 | 882

Analisis Kinexa

Se emple6 un ensayo de afinidad en fase de disolucion Kinexa (Sapidyne Instruments 3200) para determinar la
afinidad global del anticuerpo anti-OSM HO(huCDRH1)L1 y 15E10 humanizado (un anticuerpo de OSM no
relacionado) por la OSM humana, de macaco cynomolgus, de macaco rhesus y de mono titi (tabla 15). Se anadio
15E10 humanizado para fines comparativos.

Se prepararon esferas de OSM por adsorcion (esferas de poli(metacrilato de metilo)-PMMA) o acoplamiento de
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amina (esferas de NHS-Sepharose activada). La gama de moléculas de OSM estudiadas necesita la generacion de
esferas revestidas con diferentes concentraciones de OSM. Para la porcién en fase de disolucion del ensayo, se
incubd una concentracion fijada del anticuerpo con una gama amplia de concentraciones de OSM y se dejé que se
alcanzase el equilibrio mediante una incubacién a temperatura ambiente durante al menos 2 h antes de comenzar
con el analisis. Después las esferas de OSM se emplearon para determinar la cantidad de anticuerpo libre presente
en las muestras en fase de disolucion por medio de la unién del anticuerpo libre a la matriz de esferas de OSM y
después se detecté empleando un anticuerpo secundario adecuado (antihumano o antirratéon, dependiendo de la
construccién ensayada) marcado con un tinte fluorescente. Las curvas de unién se ajustaron empleando el
programa informatico de analisis Kinexa Pro inherente al aparato. Después se compilaron multiples ejecuciones
empleando concentraciones iniciales variables del anticuerpo y se analizaron empleando el programa informatico de
analisis de n-curvas para producir una determinacion de la afinidad mas precisa.

HO(huCDRH1)L1 muestra una mayor afinidad por la OSM humana, tal como habia sido previamente evaluado
mediante el analisis Biacore. A diferencia de Biacore, en el que el anticuerpo se une a la superficie de un chip,
Kinexa emplea el ligando y anticuerpo libre en una fase fluida para evaluar la afinidad, lo cual es mas parecido al
estado natural.

Tabla 15: Cinética de Kinexa - Cinética de union a OSM humana, de cynomolgus, de rhesus y de titi del anticuerpo
de apoyo anti-OSM purificado HO(huCDRH1)L1 y 15E10 humanizado

Construccion Antigeno KD (pM) 95% alto (pM) 95% bajo (pM)
HO(huCDRH1)L1 OSM humana 38 62 22
HO(huCDRH1)L1 OSM de cynomolgus | 53 82 31
HO(huCDRH1)L1 OSM de mono titi 21 31 14
HO(huCDRH1)L1 OSM de rhesus 122 161 90

15E10 humanizado OSM humana 727 1000 499

15E10 humanizado OSM de cynomolgus | 102 157 61

15E10 humanizado OSM de mono titi **6100 468000 <225

15E10 humanizado OSM de rhesus 102 181 52

** La afinidad es muy baja por la OSM de titi, lo cual significa que, para un experimento conducido con receptores,
seria necesario mas de 40 nM del anticuerpo para emplear cantidades de uM de OSM.

La conclusion global es que la unidn del 15E10 humanizado a la OSM de mono titi es significativamente mas baja
que a la OSM humana.

ELISA de gp130 humano:

El ELISA de gp130 humano emplea un exceso de OSM (25 ng/ml), lo cual reduce su capacidad para separar los
anticuerpos de alta afinidad de los anticuerpos de baja afinidad. Tras tres repeticiones del ensayo de gp130 se
confirmoé que el 10G8 parental de ratéon, la quimera de 10G8, el 10G8 HOL1 parental humanizado (HOL1) y
HO(huCDRH1)L1 eran potentes para bloquear la union de OSM humana y de cynomolgus al receptor gp130 en este
ensayo (figura 21). Debido a los altos niveles del antigeno en este ensayo, no pudo discernirse una clasificacion
clara.

El ensayo de gp130 humano se repiti6 en presencia de suero AB humano al 25% y de fluido sinovial reunido
humano al 25%. Tres repeticiones de este ensayo para cada matriz demostraron que todos los anticuerpos, el 10G8
parental de ratén, la quimera de 10G8, el 10G8 HOL1 parental humanizado (HOL1) y HO(huCDRH1)L1, junto con
15E10h, conservaron su capacidad para bloquear la unién de OSM humana y de cynomolgus a gp130 (los datos no
se muestran).

Ensayo de neutralizacion de células KB:

El ensayo de neutralizacion de células KB ES un ensayo mas discriminante para separar los neutralizadores de alta
afinidad de los neutralizadores de baja afinidad que el ensayo de gp130, debido a los bajos niveles de OSM
utilizados (1 ng/ml). A partir de tres repeticiones del ensayo, (HO(huCDRH1)L1 produjo un valor promedio de IC50 de
30 ng/ml frente a la OSM humana, de 41 ng/ml frente a la OSM de cynomolgus, y de 36 ng/ml frente a la OSM de
mono titi (figura 22; tabla 17).
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Tabla 17: Ensayo de neutralizacion de células KB - Resumen de tres repeticiones de un ensayo de neutralizaciéon de
células KB para clasificar la actividad de HO(huCDRH1)L1 frente a la OSM humana, de cynomolgus y de mono ftiti.

Se afiadié 15E10h para fines comparativos.

OSM de cvnomolaus OSM de mono titi,
Clasificacion ynomoigus, IC50 promedio
. OSM humana, CI50 CI50 promedio
de OSM Anticuerpo . e Hg/mItDE
promedio pg/mi*DE Hg/mItDE (clasificacion e .
humana (clasificacion OSM
OSM de cynomolgus) oy
de mono titi)
0,0017+0,0006 (3) (11 0,0017+0,0003 (1)
1 10G8 0,0026+0,0009 (17 pM
A7PM) 1 o) (11 pM)
0,0014+0,0003 (2) (9 0,0017+0,0008 (2)
2 HoL1 0,0028+0,0004 (19 pM
(9PM) 1 o) (11 pM)
0,0041+0,0025 (4) (27 0,0036+0,0024 (3)
3 (HO(huCDRH1)L1 | 0,0030+0,0015 (20 pM) M) (24 pM)
. 0,0011+0,0004 (1) (7 0,0271+0,0450 (4)
4 Quimera de 10G8 | 0,0052+0,0064 (35 pM) M) (181 pM)
5 15E10h 0,039110,0207 (261 pM) gi\(ﬂ);)5410,0020 (5) (36 Sin neutralizacion

En presencia de suero AB humano al 25% o de fluido sinovial reunido al 25%, (HO(huCDRH1)L1 y 15E10h
conservaron su capacidad para neutralizar la OSM humana y de cynomolgus (figura 23). Se observd una
disminucion en la actividad en presencia del suero AB al 25% o del fluido sinovial reunido al 25%. Lo mas probable
es que esto sea debido a que estas matrices interfieren con la lectura de este ensayo. Se observaron unos niveles
de fondo de IL-6 mas altos en este ensayo que en el ensayo normal.

A diferencia de 15E10h, HO(huCDRH1)L1 ha demostrado neutralizar la OSM de mono titi en el ensayo de
neutralizacion de células KB. Un panel de otros tres anticuerpos anti-OSM humana, 10D3DLE, OM4.11.17 y
OM4.11.31, tampoco neutralizé la OSM de mono titi.

Ensayo de OSM y gp130 endégenos humanos:

El anticuerpo parental de raton 10G8, la quimera de 10G8, el parental 10G8 HOL1 humanizado (HOL1) y
HO(huCDRH1)L1, asi como 15E10h, inhibieron la OSM humana enddgena procedente de cuatro donantes distintos
(figura 24). A partir de los resultados de estos cuatro donantes se observd muy poca diferencia entre el mAb parental
HOL1 y el mAb HO(huCDRH1)L1; estos obtuvieron una clasificacion mas alta que el parental de ratén 10G8 y su
quimera (tabla 18). HO(huCDRH1)L1 tiene una potencia aproximadamente 12 veces (1,09 unidades logaritmicas)
mayor que 15E10h. La OSM nativa fue generada mediante la estimulacién con GM-CSF de neutrdéfilos humanos
sanos.

Tabla 18: Ensayo de OSM y gp130 endégenos humanos - Resumen de cuatro donantes de neutrdfilos en el ELISA
de gp130 para evaluar la actividad del 10G8 parental de ratén, 10G8 Ch, el parental 10G8 HOL1 humanizado (HOL1)
y HO(huCDRH1)L1 frente a la OSM humana endégena. Se afiadid 15E10h con fines comparativos. Se empled un
anticuerpo no relacionado como control negativo.

Clasificacion mAb CI150 pg/mi+DE

1 HoL1 0,0058+0,0019 (39 pM)
2 HO(huCDRH1)L1 0,0062+0,0023 (41 pM)
3 10G8 0,0090+0,0020 (60 pM)
4 Quimera de 10G8 0,0091+0,0004 (61 pM)
5 15E10h 0,0760+0,0181 (507 pM)

Reactividad de LIF humano (ensayo de neutralizacion de células KB):

El LIF humano es el miembro de la familia de IL-6 mas cercano a la OSM humana. Tres repeticiones del ensayo de
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células KB de LIF humano demostraron que el 10G8 parental de ratén, la quimera de 10G8, el parental 10G8 HOL1
humanizado (HOL1) y HO(huCDRH1)L1 o 15E10h no neutralizaban el LIF humano. Se afiadié 15E10h para fines
comparativos. Un anticuerpo anti-LIF humano disponible en el mercado si neutralizé el LIF en este ensayo (figura
25). Esto demuestra que estos anticuerpos son especificos de OSM.

Ensayo de hepatocitos humanos primarios:

Los hepatocitos primarios humanos son sensibles a la OSM y liberan proteinas de la fase aguda, tales como SAA y
CRP, en respuesta a la estimulacion con OSM. HO(huCDRH1)L1 inhibe la liberacion de SAA (figura 26)y
CRP (figura 27) inducida por OSM en hepatocitos de una manera dependiente de la dosis en tres donantes distintos.
Se afadié 15E10 humanizado como comparacion.

Se realizaron ensayos equivalentes empleando otros tipos de células humanas primarias. Estas incluyen células
endoteliales de vena umbilical humanas, fibroblastos humanos, tales como sinoviocitos de pacientes con artritis
reumatoide, fibroblastos de pulmén humanos procedentes de donantes sanos y pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica (los datos no se muestran). Al igual que en los ensayos previos, HO(huCDRH1)L1 mostré6 una mejor
neutralizacion de OSM frente a 15E10 humanizado. La diferencia en nimero de veces en la potencia entre
HO(huCDRH1)L1 y 15E10 humanizado varia dependiendo de la linea celular y de la concentracion de OSM.

2.6 Caracterizacion biofisica

Se realizé un perfil biofisico basico de HO(huCDRH1)L1 junto con el mAb parental 10G8 HOL1 humanizado. Los
anticuerpos se sometieron a estreses ambientales, tales como:

- Temperatura, mediante una incubacién durante 14 dias a4 °C o 37 °C;
- Cinco ciclos de congelacion-descongelacion;
- Desaminacion forzada, mediante una incubacion con bicarbonato de amonio al 1% a 37 °C durante 48 horas.

Ninguno de los anticuerpos mostré una pérdida en la alteracion biofisica ni una pérdida en la actividad después de
los estreses mencionados anteriormente.

2.6 CDRH3 variantes de anticuerpos humanizados
2. 6.1 Construccion de CDRH3 variantes de anticuerpos humanizados

Se realiz¢ la sustitucién de cada resto de CDRH3 (SEQ ID NO:3) por un resto aminoacido alternativo empleando la
secuencia de longitud completa de la cadena pesada HO (IGHV3_23) SEQ ID NO:75 (secuencia variable: SEQ ID
NO:74) en un plasmido pTT (National Research Council Canada, con un sitio de clonacion multiple (MCS)
modificado) como molécula base. Se empled la técnica de mutagénesis especifica dirigida a sitio (SDM), por la cual
se disefiaron oligonucledtidos que portan la secuencia NNK (N = A/T/G/C; K= G o T) en la posicién de sustitucion
del aminoacido. Se empled una reaccion en cadena con polimerasa (PCR) para generar nuevos plasmidos que
contienen el cambio y se us6 la secuenciacion del ADN para identificar los clones con los cambios en los
aminoacidos. De esta forma se aislaron variantes que contenian entre 10 y 17 aminoacidos diferentes en cada una
de las 12 posiciones de CDRH3. Se produjeron anticuerpos variantes de CDRH3 cotransfectando vectores pTT que
comprenden un variante HO (IGHV3_23) con la cadena ligera L1 (SEQ ID NO:72) y se ensayaron los sobrenadantes
para la union.

Se generaron 164 variantes de CDRH3 y se ensayaron con los siguientes analisis (véase 2.6.2 y 2.6.3).
2.6.2 Expresioén de los variantes de CDRH3 en células HEK 293 6E

Los plasmidos pTT que codifican los variantes de CDRH3 de cadena pesada (HO (IGHV3_23)) y la cadena ligera L1
se cotransfectaron de forma transitoria en células HEK 293 6E y se expresaron a pequefia escala para producir
anticuerpos. Los anticuerpos se evaluaron directamente del sobrenadante del cultivo de tejido.

2.6.3 Analisis cinético de los sobrenadantes de cultivo de tejido del variante de CDRH3

Se realizaron los analisis cinéticos iniciales para la seleccion de CDRH3 en un ProteOn XPR36 (Biorad Laboratories)
y se seleccionaron ciertos sobrenadantes para un andlisis cinético mas preciso en un BiaCore T100.

Para el analisis ProteOn, anti-lgG humana (GE Healthcare/Biacore BR-1008-39) se acoplé a un chip GLM (Biorad
Laboratories 176-5012) mediante acoplamiento de amina primaria. Los variantes de CDRH3 se capturaron
directamente sobre esta superficie y se hizo pasar OSM humana recombinante sobre la superficie de los anticuerpos
capturados a 256, 64, 16, 4 y 1 nM, con inyeccion de tampon solo (es decir, 0 nM) empleado para duplicar la
referencia en las curvas de unién. Tras el acontecimiento de unién de OSM, las superficies de captura se
regeneraron con MgCl; 3 M. La regeneracion elimina el anticuerpo previamente capturado que ya esta listo para otro
ciclo de captura y analisis de la unién. Los datos después se ajustaron al modelo de 1:1 (con transporte de masas)
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inherente al programa informatico de analisis ProteOn. El ensayo se realiz6 empleando HBS-EP (Biacore/GE-
Healthcare BR-1006-69) y la temperatura del analisis fue de 25 °C.

Se empled un método similar para el analisis de las construcciones empleando un Biacore T100. Se acoplé anti-IlgG
humana (GE Healthcare/Biacore BR-1008-39) a un chip CM5 (GE Healthcare/Biacore BR-1006-68) mediante
acoplamiento de aminas primarias. Los anticuerpos fueron capturados sobre esta superficie y se hizo pasar OSM
humana recombinante sobre la superficie de los anticuerpos capturados a 256, 64, 16, 4 y 1 nM, con inyeccion de
tampon solo (es decir, 0 nM) empleado para duplicar la referencia en las curvas de union. La regeneracion se realizé
empleado pulsos de MgCl; 3 M o acido fosforico 100 mM o empleando ambos reactivos. Los datos se ajustaron al
modelo de 1:1 inherente al programa informatico de analisis Biacore T100. El ensayo se realizé empleando HBS-EP
(Biacore/GE-Healthcare BR-1006-69) y la temperatura del analisis fue de 25 °C.

Véase la figura 33 para los resultados de los datos de union.

Resumen de las secuencias (tabla A)

Descripcion Secuencias de | Secuencia del
aminoacidos polinucledtido

CDRH1 de 10G8 SEQ ID NO:1 n/a

CDRH2 de 10G8 SEQIDNO:2 | n/a

CDRH3 de 10G8 SEQIDNO:3 | n/a

CDRL1 de 10G8 SEQIDNO:4 | n/a

CDRL2 de 10G8 SEQIDNO:5 | n/a

CDRL3 de 10G8 SEQID NO:6 | n/a

CDRH1 de 3E3 SEQID NO:7 | n/a

CDRH2 de 3E3 SEQID NO:8 | n/a

CDRH3 de 3E3 SEQIDNO:9 | n/a

CDRL1 de 3E3 SEQID NO:10 | n/a

CDRL2 de 3E3 SEQID NO:11 | n/a

CDRL3 de 3E3 SEQID NO:12 | n/a

CDRH1 de 2B7 SEQID NO:13 | n/a

CDRH2 de 2B7 SEQID NO:14 | n/a

CDRH3 de 2B7 SEQID NO:15 | n/a

CDRL1 de 2B7 SEQID NO:16 | n/a

CDRL2 de 2B7 SEQID NO:17 | n/a

CDRL3 de 2B7 SEQID NO:18 | n/a

CDRH1 de 9G2 SEQID NO:19 | n/a

CDRH2 de 9G2 SEQ ID NO:20 | n/a

CDRH3 de 9G2 SEQID NO:21 | n/a

CDRL1 de 9G2 SEQID NO:22 | n/a

CDRL2 de 9G2 SEQID NO:23 | n/a

CDRL3 de 9G2 SEQID NO:24 | n/a

Domino Vy de 10G8 (murino) SEQ ID NO:26 | SEQ ID NO:25
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Domino V. de 10G8 (murino) SEQ ID NO:28 | SEQ ID NO:27
Domino Vy de 3E3 (murino) SEQ ID NO:30 | SEQ ID NO:29
Domino V. de 3E3 (murino) SEQ ID NO:32 | SEQ ID NO:31
Domino Vy de 2B7 (murino) SEQ ID NO:34 | SEQ ID NO:33
Dominio V. de 2B7 (murino) SEQ ID NO:36 | SEQ ID NO:35
Dominio Vy de 9G2 (murino) SEQ ID NO:38 | SEQ ID NO:37
Dominio V. de 9G2 (murino) SEQ ID NO:40 | SEQ ID NO:39
Dominio Vi de 10G8 (quimera) SEQ ID NO:42 | SEQ ID NO:41
Dominio V. de 10G8 (quimera) SEQ ID NO:44 | SEQ ID NO:43
Dominio V4 de 9G2 (quimera) SEQ ID NO:46 | SEQ ID NO:45
Dominio V. de 9G2 (quimera) SEQ ID NO:48 | SEQ ID NO:47
Secuencia de nucleétidos de la cadena pesada variable del aceptor de linea | SEQ ID NO:50 | SEQ ID NO:49
germinal humana IGHV3_7

Secuencia de nucledtidos de la cadena ligera variable del aceptor de linea | SEQ ID NO:52 | SEQ ID NO:51
germinal humana IGKV4_1

Vy de 10G8 humanizado HO (la secuencia de nucledtidos se sometié a | SEQ ID NO:54 | SEQ ID NO:53
optimizacion de codones con LETO)

Vy de 10G8 humanizado H1 (la secuencia de nucledtidos se sometié a | SEQ ID NO:56 | SEQ ID NO:55
optimizacion de codones con LETO)

Vy de 10G8 humanizado H2 (la secuencia de nucledtidos se sometié a | SEQ ID NO:58 | SEQ ID NO:57
optimizacion de codones con LETO)

V_. de 10G8 humanizado LO (la secuencia de nucledtidos se sometié a | SEQ ID NO:60 | SEQ ID NO:59
optimizacion de codones con LETO)

V_. de 10G8 humanizado L1 (la secuencia de nucledtidos se sometié a | SEQ ID NO:62 | SEQ ID NO:61
optimizacion de codones con LETO)

V_. de 10G8 humanizado L2 (la secuencia de nucledtidos se sometié a | SEQ ID NO:64 | SEQ ID NO:63
optimizacion de codones con LETO)

V,. de 10G8 humanizado L3 (la secuencia de nucledtidos se sometié a | SEQ ID NO:66 | SEQ ID NO:65
optimizacion de codones con LETO)

V_. de 10G8 humanizado L4 (la secuencia de nucledtidos se sometié a | SEQ ID NO:68 | SEQ ID NO:67
optimizacion de codones con LETO)

Cadena pesada HO madura (la secuencia de nucleétidos se someti6 a | SEQ ID NO:70 | SEQ ID NO:69
optimizacion de codones con LETO)

Cadena ligera L1 madura (la secuencia de nucledtidos se sometid6 a | SEQ ID NO:72 | SEQ ID NO:71
optimizacion de codones con LETO)

Variante de VH humanizado HO (CDRH1 de IGHV3_23) (la secuencia de | SEQ ID NO:74 | SEQ ID NO:73
nucledtidos se sometié a optimizacion de codones con LETO)

Cadena pesada HO (CDRH1 de IGHV3_23) madura (la secuencia de | SEQ ID NO:76 | SEQ ID NO:75
nucledtidos se sometié a optimizacion de codones con LETO)

CDRH1 de la cadena pesada de la linea germinal humana IGHV3_23 SEQ ID NO:77 | n/a

CDRL2 de la cadena ligera de la linea germinal humana IGKV1_5 SEQ ID NO:78 | n/a

Cadena pesada de 15E10h SEQID NO:79 | n/a
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Cadena ligera de 15E10h SEQ ID NO:80 | n/a
VH B3 de 15E10 humanizado SEQ ID NO:81 | n/a
VL L2 de 15E10 humanizado SEQ ID NO:82 | n/a
OSM humana SEQ ID NO:84 | SEQ ID NO:83

Listado de secuencias

SEQ ID NO:1 CDRH1 de 10G8
NYAMS

SEQ ID NO:2 CDRH2 de 10G8
TISDGGSFTYYLDNVRG

SEQ ID NO:3 CDRH3 de 10G8
DVGHTTFWYFDV

SEQ ID NO:4 CDRL1 de 10G8
RASKSVSAAGYNFMH

SEQID NO:5 CDRL2 de 10G8
YASNLES

SEQ ID NO:6 CDRL3 de 10G8
LHSREFPFT

SEQ ID NO:7 CDRH1 de 3E3
SYAMS

SEQ ID NO:8 CDRH2 de 3E3
TISDGGSFTYYFANIQG

SEQ ID NO:9 CDRH3 de 3E3
DVGLTTFWYFDV

SEQ ID NO:10 CDRL1 de 3E3
RASKSVSPSGYDFMH

SEQID NO:11 CDRL2 de 3E3
YASELES

SEQID NO:12 CDRL3 de 3E3
QHSREFPFT

SEQ ID NO:13 CDRH1 de 2B7
NYAMS

SEQ ID NO:4 CDRH2 de 2B7
TISDGGGYTYYLDNGQG

SEQ ID NO:15 CDRH3 de 2B7
DVGLTTFWYFDV

SEQ ID NO:16 CDRL1 de 2B7
RASKSVSPSSYNFMH

SEQID NO:17 CDRL2 de 2B7
YASNLES

SEQ ID NO:18 CDRL3 de 2B7
QHSREFPFT
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SEQ ID NO:19 CDRH1 de 9G2
NYAMS

SEQ ID NO:20 CDRH2 de 9G2
TISDGGSFTYYLDNVKG

SEQ ID NO:21 CDRH3 de 9G2
DVGHTTFWYFDV

SEQ ID NO:22 CDRL1 de 9G2
RASKSVSASGYNFMH

SEQ ID NO:23 CDRL2 de 9G2
YASNLES

SEQ ID NO:24 CDRL3 de 9G2
QHSREFPFT

SEQ ID NO:25 Secuencia de nucleétidos de Vi de 10G8
GAAATGCAACTGGTGGAGTCTGGGGAAGGCTTAGTGGAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCC

TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAA
GAGCCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGATGGTGGTAGTTTCACCTACTATCTAGACAATGTAA
GGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACAACCTGTATTTGCAAATGAGCCATTTG
AAGTCTGACGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAGAGATGTGGGACATACTACCTTTTGGTACTT
CGATGTCTGGGGCTCAGGGACCGCGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID NO:26 Secuencia de aminoacidos de Vi de 10G8
EMQLVESGEGLVEPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSWVRQTPEKSLEWVATISDGGSFTYYLDNVRG
RFTISRDNAKNNLYLQMSHLKSDDTAMYYCARDVGHTTFWYFDVWGSGTAVTVSS

SEQ ID NO:27 Secuencia de nucleétidos de V. de 10G8
GACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGTTTTCTTAGTTGTATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTC
CTGTAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTGCAGCTGGCTATAATTTCATGCACTGGTACCAACAGAAA

CCAGGACAGCCGCCCAAAGTCCTCATCAAGTATGCATCCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCA
GGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGG

ATGCTGTAACATATTACTGTCTGCACAGTAGGGAGTTTCCGTTCACGTTCGGAGGGGGGACCAA
CCTGGAAATAAAA

SEQ ID NO:28 Secuencia de aminoacidos de V. de 10G8
DIVLTQSPVFLVVSLGQRATISCRASKSVSAAGYNFMHWYQQKPGQPPKVLIKYASNLESGVPARFS
GSGSGTDFTLNIHPVEEEDAVTYYCLHSREFPFTFGGGTNLEIK

SEQ ID NO:29 Secuencia de nucleétidos de Vi de 3E3
GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTTAGTGAAACCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCC
TGTGTACCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGTTATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAA
GAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGATGGTGGTAGTTTCACCTACTATTTTGCCAATATAC
AGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATACCAAGAACAACCTATACCTGCAAATGAACCATCTG
AAGTCTGAGGACGCAGGCATGTATTACTGTGCAAGAGATGTGGGCCTTACTACGTTTTGGTATTT
CGATGTCTGGGGCACAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID NO:30 Secuencia de aminoacidos de Vu de 3E3

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCVPSGFTFSSYAMSWVYRQTPEKRLEWVATISDGGSFTYYFANIQG
RFTISRDNTKNNLYLOQMNHLKSEDAGMYYCARDVGLTTFWYFDVWGTGTTVTVSS

SEQ ID NO:31 Secuencia de nucleétidos de V. de 3E3
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GACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGCTTCCTTAACTATATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTC
CTGCAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTCCATCTGGCTATGATTTCATGCACTGGTATCAACAGAAG
CCAGGACAGCCGCCCAAACTCCTCATCAAGTATGCATCCGAACTAGAATCTGGGGTCCCTGGCA
GGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGATTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAAGAAGA
TGCTGCAACATATTTCTGTCAGCACAGTAGGGAGTTTCCGTTCACGTTCGGAGGGGGGACCAAG
CTGGAAATAAAA

SEQ ID NO:32 Secuencia de aminoacidos de V. de 3E3
DIVLTQSPASLTISLGQRATISCRASKSVSPSGYDFMHWYQQKPGQPPKLLIKYASELESGVPGRFSG
SGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYFCQHSREFPFTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:33 Secuencia de nucleétidos de Vi de 2B7
GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAACCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAA
GAGGCTGGAGTGGGTCGCGACCATTAGTGATGGTGGTGGTTACACCTACTATTTAGACAATGGA
CAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACAACCTGTACCTGCAGATGAGCCATC
TGAAGTCTGAGGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAGAGATGTGGGACTTACTACGTTTTGGTAC
TTCGATGTCTGGGGCACAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID NO:34 Secuencia de aminoacidos de Vi de 2B7
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSWVRQTPEKRLEWVATISDGGGYTYYLDNGQ
GRFTISRDNAKNNLYLQMSHLKSEDTAMYYCARDVGLTTFWYFDVWGTGTTVTVSS

SEQ ID NO:35 Secuencia de nucleétidos de V. de 2B7
GACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGTTTCCTTAGTTATATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTC
CTGCAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTCCATCTAGCTATAATTTCATGCACTGGTACCAACAGAGAC
CAGGACAGCCGCCCAAACTCCTCATCACGTATGCTTCCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCAG
GTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAAGAGGAT
GCTGCAACATATTACTGTCAGCACAGTAGGGAGTTTCCGTTCACGTTCGGAGGGGGGACCAGGC
TGGAAATAAAA

SEQ ID NO:36 Secuencia de aminoacidos de V. de 2B7
DIVLTQSPVSLVISLGQRATISCRASKSVSPSSYNFMHWYQQRPGQPPKLLITYASNLESGVPARFSG
SGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQHSREFPFTFGGGTRLEIK

SEQ ID NO:37 Secuencia de nucleétidos de Vi de 9G2
GAAGTACAACTAGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGGAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAA
GAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGATGGTGGTAGTTTCACCTACTATCTAGACAATGTAA
AGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACAACCTGTATTTGCAAATGAGCCATTTG
AAGTCTGACGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAGAGATGTGGGACATACTACGTTTTGGTACTT
CGATGTCTGGGGCACAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID NO:38 Secuencia de aminoacidos de V4 de 9G2
EVQLVESGGGLVEPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSWVRQTPEKRLEWVATISDGGSFTYYLDNVKG
RFTISRDNAKNNLYLQMSHLKSDDTAMYYCARDVGHTTFWYFDVWGTGTTVTVSS

SEQ ID NO:39 Secuencia de nucleétidos de V. de 9G2
GACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGTTTTCTTAGTTATATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTC
CTGCAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTGCATCTGGCTATAATTTCATGCACTGGTACCAACAGAAAC
CAGGACAGCCGCCCAAAGTCCTCATCAAGTATGCATCCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCAG
GTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGAT
GCTGTAACATATTACTGTCAGCACAGTAGGGAGTTTCCGTTCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGC
TGGAAATAAAA
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SEQ ID NO:40 Secuencia de aminoacidos de V. de 9G2
DIVLTQSPVFLVISLGQRATISCRASKSVSASGYNFMHWYQQKPGQPPKVLIKYASNLESGVPARFSG

SGSGTDFTLNIHPVEEEDAVTYYCQHSREFPFTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:41 Secuencia de nucleétidos de Vu de la quimera de 10G8
GAAATGCAACTGGTGGAGTCTGGGGAAGGCTTAGTGGAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAA
GAGCCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGATGGTGGTAGTTTCACCTACTATCTAGACAATGTAA
GGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACAACCTGTATTTGCAAATGAGCCATTTG
AAGTCTGACGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAGAGATGTGGGACATACTACCTTTTGGTACTT
CGATGTCTGGGGCTCAGGGACACTAGTGACCGTGTCCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGT
GTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGG
TGAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGCG
TGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACCG
TGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACAC
CAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGTGACAAGACCCACACCTGCC cceecTaeee
TGCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCTAAGGACACCCT
GATGATCAGCAGAACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGATGTGAGCCACGAGGACCCTGA
GGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAGGGA
GGAGCAGTACAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCT
GAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCTATCGAGAAAACC
ATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCAGAGAT
GAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTG
GACAGCGATGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGAGCAGATGGCAGCAG
GGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACACCCAGAAGAGCC
TGAGCCTGTCCCCTGGCAAG

SEQ ID NO:42 Secuencia de aminoacidos de Vi de la quimera de 10G8
EMQLVESGEGLVEPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSWVRQTPEKSLEWVATISDGGSFTYYLDNVRG
RFTISRDNAKNNLYLQMSHLKSDDTAMYYCARDVGHTTFWYFDVWGSGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:43 Secuencia de nucleétidos de V. de la quimera de 10G8
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GACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGTTTTCTTAGTTGTATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTC
CTGTAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTGCAGCTGGCTATAATTTCATGCACTGGTACCAACAGAAA
CCAGGACAGCCGCCCAAAGTCCTCATCAAGTATGCATCCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCA
GGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGG
ATGCTGTAACATATTACTGTCTGCACAGTAGGGAGTTTCCGTTCACGTTCGGAGGGGGGACCAA
CCTGGAAATAAAACGTACGGTGGCCGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAG
CTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAG
GTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTGACCGAGCA
GGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGA
GAAGCACAAGGTGTACGCCTGTGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAG
CTTCAACCGGGGCGAGTGC

SEQ ID NO:44 Secuencia de aminoacidos de V. de la quimera de 10G8
DIVLTQSPVFLVVSLGQRATISCRASKSVSAAGYNFMHWYQQKPGQPPKVLIKYASNLESGVPARFS
GSGSGTDFTLNIHPVEEEDAVTYYCLHSREFPFTFGGGTNLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:45 Secuencia de nucleétidos de Vi de la quimera de 9G2
GAAGTACAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGGAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAA
GAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGATGGTGGTAGTTTCACCTACTATCTAGACAATGTAA
AGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACAACCTGTATTTGCAAATGAGCCATTTG
AAGTCTGACGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAGAGATGTGGGACATACTACGTTTTGGTACTT
CGATGTCTGGGGCACAGGGACACTAGTGACCGTGTCCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGT
GTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGG
TGAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGCG
TGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACCG

TGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACAC
CAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGTGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCC
TGCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCTAAGGACACCCT
GATGATCAGCAGAACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGATGTGAGCCACGAGGACCCTGA
GGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAGGGA
GGAGCAGTACAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCT
GAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCTATCGAGAAAACC
ATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCAGAGAT
GAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTG
GACAGCGATGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGAGCAGATGGCAGCAG
GGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACACCCAGAAGAGCC
TGAGCCTGTCCCCTGGCAAG

SEQ ID NO:46 Secuencia de aminoacidos de VH de la quimera de 9G2
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EVQLVESGGGLVEPGGSLKLSCAASGFTFSNYAMSWVRQTPEKRLEWVATISDGGSFTYYLDNVKG
RFTISRDNAKNNLYLQMSHLKSDDTAMYYCARDVGHTTFWYFDVWGTGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:47 Secuencia de nucleétidos de V. de la quimera de 9G2
GACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGTTTTCTTAGTTATATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTC
CTGCAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTGCATCTGGCTATAATTTCATGCACTGGTACCAACAGAAAC
CAGGACAGCCGCCCAAAGTCCTCATCAAGTATGCATCCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCAG
GTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGAT
GCTGTAACATATTACTGTCAGCACAGTAGGGAGTTTCCGTTCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGC
TGGAAATAAAACGTACGGTGGCCGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGATGAGCAGCT
GAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGT
GCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGG
ACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGA
AGCACAAGGTGTACGCCTGTGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCT
TCAACCGGGGCGAGTGC

SEQ ID NO:48 Secuencia de aminoacidos de V. de la quimera de 9G2
DIVLTQSPVFLVISLGQRATISCRASKSVSASGYNFMHWYQQKPGQPPKVLIKYASNLESGVPARFSG

SGSGTDFTLNIHPVEEEDAVTYYCQHSREFPFTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASY
VCLLNNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:49 Secuencia de nucleétidos de Vi del aceptor de linea germinal humana IGHV3_7
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTC

CTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGTAGCTATTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGG
AAGGGGCTGGAGTGGGTGGCCAACATAAAGCAAGATGGAAGTGAGAAATACTATGTGGACTCTG
TGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAG
CCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGA

SEQ ID NO:50 Secuencia de aminoacidos de Vu del aceptor de linea germinal humana IGHV3_7
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKYYVDSVK
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR

SEQ ID NO:51 Secuencia de nucleétidos de VL del aceptor de linea germinal humana IGKV4_1
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCA
ACTGCAAGTCCAGCCAGAGTGTTTTATACAGCTCCAACAATAAGAACTACTTAGCTTGGTACCAG
CAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCC
CTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGC
TGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCAGCAATATTATAGTACT

SEQ ID NO:52 Secuencia de aminoacidos de V. del aceptor de linea germinal humana IGKV4_1
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDR
FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYST

SEQ ID NO:53 Secuencia de nucleétidos de Vi de 10G8 humanizado HO con optimizaciéon de codones con
LETO
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GAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTCCAGCCCGGCGGGAGCCTGAGACTCTC
TTGCGCCGCTAGCGGCTTCACCTTCAGCAACTACGCCATGAGCTGGGTGAGGCAGGCCCCCGG
CAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCACCATCAGCGACGGCGGCAGCTTCACCTACTATCTGGACAA
CGTGAGGGGCAGGTTCACCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAGATGAA
CAGCCTGAGGGCCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGACGTCGGCCACACCACCTT
CTGGTACTTCGACGTCTGGGGCAGGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

SEQ ID NO:54 Secuencia de aminoacidos de V4 de 10G8 humanizado HO
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVATISDGGSFTYYLDNVR
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDVGHTTFWYFDVWGRGTLVTVSS

SEQ ID NO:55 Secuencia de nucleétidos de Vi de 10G8 humanizado H1 con optimizaciéon de codones con

LETO
GAGATGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTCCAGCCCGGCGGGAGCCTGAGACTCTC

TTGCGCCGCTAGCGGCTTCACCTTCAGCAACTACGCCATGAGCTGGGTGAGGCAGGCCCCCGG
CAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCACCATCAGCGACGGCGGCAGCTTCACCTACTATCTGGACAA
CGTGAGGGGCAGGTTCACCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAGATGAA
CAGCCTGAGGGCCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGACGTCGGCCACACCACCTT
CTGGTACTTCGACGTCTGGGGCAGGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

SEQ ID NO:56 Secuencia de aminoacidos de Vi1 de 10G8 humanizado H1
EMQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVATISDGGSFTYYLDNVR
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDVGHTTFWYFDVWGRGTLVTVSS

SEQ ID NO:57 Secuencia de nucleétidos de V4 de 10G8 humanizado H2 con optimizaciéon de codones con

LETO
GAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTCCAGCCCGGCGGGAGCCTGAGACTCTC

TTGCGCCGCTAGCGGCTTCACCTTCAGCAACTACGCCATGAGCTGGGTGAGGCAGGCCCCCGG
CAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCACCATCAGCGACGGCGGCAGCTTCACCTACTATCTGGACAA
CGTGAGGGGCAGGTTCACCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAGATGAA

CAGCCTGAGGGCCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGACGTCGGCCACACCACCTT
CTGGTACTTCGACGTCTGGGGCTCCGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

SEQ ID NO:58 Secuencia de aminoacidos de Vi de 10G8 humanizado H2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVATISDGGSFTYYLDNVR

GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDVGHTTFWYFDVWGSGTLVTVSS
SEQ ID NO:59 Secuencia de nucleétidos de VL de 10G8 humanizado L0 con optimizaciéon de codones con

LETO
GACATCGTGATGACTCAGAGCCCCGATAGCCTGGCCGTGAGCCTGGGCGAAAGGGCCACCATC

AACTGCAGGGCCAGCAAGAGCGTGAGCGCTGCCGGCTACAACTTCATGCACTGGTACCAGCAG
AAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACGCCTCCAACCTGGAGAGCGGCGTGCCA

GACAGGTTCAGCGGATCTGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGGCC
GAGGACGTCGCCGTGTACTACTGCCTGCACAGCAGGGAGTTCCCCTTCACCTTTGGCGGCGGC
ACCAAGGTGGAGATCAAG

SEQ ID NO:60 Secuencia de aminoacidos de V. de 10G8 humanizado L0
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSAAGYNFMHWYQQKPGQPPKLLIYYASNLESGVPDRFS

GSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCLHSREFPFTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:61 Secuencia de nucleétidos de VL de 10G8 humanizado L1 con optimizaciéon de codones con
LETO
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GACATCGTGATGACTCAGAGCCCCGATAGCCTGGCCGTGAGCCTGGGCGAAAGGGCCACCATC
AACTGCAGGGCCAGCAAGAGCGTGAGCGCTGCCGGCTACAACTTCATGCACTGGTACCAGCAG
AAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGGTGCTGATCTACTACGCCTCCAACCTGGAGAGCGGCGTGCCA
GACAGGTTCAGCGGATCTGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGGCC
GAGGACGTCGCCGTGTACTACTGCCTGCACAGCAGGGAGTTCCCCTTCACCTTTGGCGGCGGC
ACCAAGGTGGAGATCAAG

SEQ ID NO:62 Secuencia de aminoacidos de V. de 10G8 humanizado L1
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSAAGYNFMHWYQQKPGQPPKVLIYYASNLESGVPDRFS
GSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCLHSREFPFTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:63 Secuencia de nucleétidos de VL de 10G8 humanizado L2 con optimizaciéon de codones con

LETO
GACATCGTGATGACTCAGAGCCCCGATAGCCTGGCCGTGAGCCTGGGCGAAAGGGCCACCATC

AACTGCAGGGCCAGCAAGAGCGTGAGCGCTGCCGGCTACAACTTCATGCACTGGTACCAGCAG
AAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACGCCTCCAACCTGGAGAGCGGCGTGCCA
GACAGGTTCAGCGGATCTGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGGCC
GAGGACGTCGTGGTGTACTACTGCCTGCACAGCAGGGAGTTCCCCTTCACCTTTGGCGGCGGC
ACCAAGGTGGAGATCAAG

SEQ ID NO:64 Secuencia de aminoacidos de V. de 10G8 humanizado L2
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSAAGYNFMHWYQQKPGQPPKLLIYYASNLESGVPDRFS
GSGSGTDFTLTISSLQAEDVVVYYCLHSREFPFTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:65 Secuencia de nucleétidos de V. de 10G8 humanizado L3 con optimizacion de codones con

LETO
GACATCGTGATGACTCAGAGCCCCGATAGCCTGGCCGTGAGCCTGGGCGAAAGGGCCACCATC

AACTGCAGGGCCAGCAAGAGCGTGAGCGCTGCCGGCTACAACTTCATGCACTGGTACCAGCAG

AAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACGCCTCCAACCTGGAGAGCGGCGTGCCA
GACAGGTTCAGCGGATCTGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGGCC
GAGGACGTCGCCGTGTACTACTGCCTGCACAGCAGGGAGTTCCCCTTCACCTTTGGCGGCGGC
ACCAACGTGGAGATCAAG

SEQ ID NO:66 Secuencia de aminoacidos de V. de 10G8 humanizado L3
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSAAGYNFMHWYQQKPGQPPKLLIYYASNLESGVPDRFS
GSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCLHSREFPFTFGGGTNVEIK

SEQ ID NO:67 Secuencia de nucleétidos de VL de 10G8 humanizado L4 con optimizaciéon de codones con

LETO
GACATCGTGATGACTCAGAGCCCCGATAGCCTGGCCGTGAGCCTGGGCGAAAGGGCCACCATC

AACTGCAGGGCCAGCAAGAGCGTGAGCGCTGCCGGCTACAACTTCATGCACTGGTACCAGCAG
AAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGGTGCTGATCTACTACGCCTCCAACCTGGAGAGCGGCGTGCCA
GACAGGTTCAGCGGATCTGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGGCC
GAGGACGTCGTGGTGTACTACTGCCTGCACAGCAGGGAGTTCCCCTTCACCTTTGGCGGCGGC
ACCAACGTGGAGATCAAG

SEQ ID NO:68 Secuencia de aminoacidos de V. de 10G8 humanizado L4
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSAAGYNFMHWYQQKPGQPPKVLIYYASNLESGVPDRFS
GSGSGTDFTLTISSLQAEDVVVYYCLHSREFPFTFGGGTNVEIK

SEQ ID NO:69 Secuencia de nucleétidos de cadena pesada H0 madura con optimizacion de codones con
LETO
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GAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTCCAGCCCGGCGGGAGCCTGAGACTCTC
TTGCGCCGCTAGCGGCTTCACCTTCAGCAACTACGCCATGAGCTGGGTGAGGCAGGCCCCCGG
CAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCACCATCAGCGACGGCGGCAGCTTCACCTACTATCTGGACAA
CGTGAGGGGCAGGTTCACCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAGATGAA
CAGCCTGAGGGCCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGACGTCGGCCACACCACCTT
CTGGTACTTCGACGTCTGGGGCAGGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGCGCCAGCACCAAGGG
CCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGG
GCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCAGCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGTGACAAGACCCACACCTGC
CCCCCCTGCCCTGCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCT
AAGGACACCCTGATGATCAGCAGAACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGATGTGAGCCAC
GAGGACCCTGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACC

AAGCCCAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCAC
CAGGATTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCTA
TCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCC
CTAGCAGAGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCC
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCC
CCCTGTGCTGGACAGCGATGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGAGCAGA
TGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACACC
CAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCTGGCAAG

SEQ ID NO:70 Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada HO madura
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVATISDGGSFTYYLDNVR
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDVGHTTFWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:71 Secuencia de nucleétidos de cadena ligera L1 con optimizacién de codones con LETO

GACATCGTGATGACTCAGAGCCCCGATAGCCTGGCCGTGAGCCTGGGCGAAAGGGCCACCATC
AACTGCAGGGCCAGCAAGAGCGTGAGCGCTGCCGGCTACAACTTCATGCACTGGTACCAGCAG
AAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGGTGCTGATCTACTACGCCTCCAACCTGGAGAGCGGCGTGCCA
GACAGGTTCAGCGGATCTGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGGCC
GAGGACGTCGCCGTGTACTACTGCCTGCACAGCAGGGAGTTCCCCTTCACCTTTGGCGGCGGC
ACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGTGGCCGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGAT
GAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAG
GCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTGAC
CGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGA
CTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGTGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGAC
CAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGC

SEQ ID NO:72 Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera L1 madura
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DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSAAGYNFMHWYQQKPGQPPKVLIYYASNLESGVPDRFS
GSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCLHSREFPFTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:73 Secuencia de nucleétidos de Vi del variante humanizado HO (CDRH1 de IGHV3_23) con

optimizacion de codones con LETO
GAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTCCAGCCCGGCGGGAGCCTGAGACTCTC

TTGCGCCGCTAGCGGCTTCACCTTCAGCAGCTACGCCATGAGCTGGGTGAGGCAGGCCCCCGG
CAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCACCATCAGCGACGGCGGCAGCTTCACCTACTATCTGGACAA
CGTGAGGGGCAGGTTCACCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAGATGAA
CAGCCTGAGGGCCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGACGTCGGCCACACCACCTT
CTGGTACTTCGACGTCTGGGGCAGGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGC

SEQ ID NO:74 Secuencia de aminoacidos de Vi del variante HO (CDRH1 de IGHV3_23)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVATISDGGSFTYYLDNVR
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDVGHTTFWYFDVWGRGTLVTVSS

SEQ ID NO:75 Secuencia de nucleétidos de cadena pesada HO madura (CDRH1 de IGHV3_23) con

optimizacion de codones con LETO
GAGGTGCAGCTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTCCAGCCCGGCGGGAGCCTGAGACTCTC

TTGCGCCGCTAGCGGCTTCACCTTCAGCAGCTACGCCATGAGCTGGGTGAGGCAGGCCCCCGG
CAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCACCATCAGCGACGGCGGCAGCTTCACCTACTATCTGGACAA
CGTGAGGGGCAGGTTCACCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAGATGAA
CAGCCTGAGGGCCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGACGTCGGCCACACCACCTT
CTGGTACTTCGACGTCTGGGGCAGGGGCACACTAGTGACCGTGTCCAGCGCCAGCACCAAGGG
CCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGG
GCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCAGCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGTGACAAGACCCACACCTGC
CCCCCCTGCCCTGCCCCCGAGCTGCTGGGAGGCCCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCT
AAGGACACCCTGATGATCAGCAGAACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGATGTGAGCCAC
GAGGACCCTGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAATGCCAAGACC
AAGCCCAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCAC
CAGGATTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCTA
TCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCC
CTAGCAGAGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCC
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCC
CCCTGTGCTGGACAGCGATGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGAGCAGA
TGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACACC
CAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCTGGCAAG

SEQ ID NO:76 Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada HO madura (CDRH1 de IGHV3_23)
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVATISDGGSFTYYLDNVR

GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDVGHTTFWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:77 CDRH1 de la cadena pesada de la linea germinal humana IGHV3_23
SYAMS

SEQ ID NO:78 CDRL2 de la cadena ligera de la linea germinal humana IGKV1_5
KASSLES

SEQ ID NO:79 Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada humanizada de 15E10:
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWVAVIWRGGSTDYNAAFM
SRFTISKDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKSPNSNFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:80 Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera humanizada de 15E10:
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSGSSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIEDTSNLASGIPARFSGSGSGT
DYTLTISNLEPEDFAVYYCQQWSSYPPTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:81 VH B3 de 15E10 humanizado
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWVAVIWRGGSTDYNAAFM

SRFTISKDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKSPNSNFYWYFDVWGRGTLYV (TVSS)

SEQID NO:82 VL L2 de 15E10 humanizado
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSGSSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIEDTSNLASGIPARFSGSGSGT

DYTLTISNLEPEDFAVYYCQQWSSYPPTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO:83 Secuencia polinucleotidica de la OSM humana

57



10

15

20

25

ES 2 681949 T3

ATGGGGGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTC
CTGTTTCCAAGCATGGCGAGCATGGCGGCTATAGGCAGCTGCTCGAAAGAG
TACCGCGTGCTCCTTGGCCAGCTCCAGAAGCAGACAGATCTCATGCAGGAC
ACCAGCAGACTCCTGGACCCCTATATACGTATCCAAGGCCTGGATGTTCCT
AAACTGAGAGAGCACTGCAGGGAGCGCCCCGGGGCCTTCCCCAGTGAGGAG
ACCCTGAGGGGGCTGGGCAGGCGGGGCTTCCTGCAGACCCTCAATGCCACA
CTGGGCTGCGTCCTGCACAGACTGGCCGACTTAGAGCAGCGCCTCCCCAAG
GCCCAGGATTTGGAGAGGTCTGGGCTGAACATCGAGGACTTGGAGAAGCTG
CAGATGGCGAGGCCGAACATCCTCGGGCTCAGGAACAACATCTACTGCATG
GCCCAGCTGCTGGACAACTCAGACACGGCTGAGCCCACGAAGGCTGGCCGG
GGGGCCTCTCAGCCGCCCACCCCCACCCCTGCCTCGGATGCTTTTCAGCGC
AAGCTGGAGGGCTGCAGGTTCCTGCATGGCTACCATCGCTTCATGCACTCA
GTGGGGCGGGTCTTCAGCAAGTGGGGGGAGAGCCCGAACCGGAGCCGGAGA
CACAGCCCCCACCAGGCCCTGAGGAAGGGGGTGCGCAGGACCAGACCCTCC
AGGAAAGGCAAGAGACTCATGACCAGGGGACAGCTGCCCCGGTAG

SEQ ID NO:84 Secuencia de aminoacidos de la OSM humana
MGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAAIGSCSKEYRVLLGQLQKQTDLMQD
TSRLLDPYIRIQGLDVPKLREHCRERPGAFPSEETLRGLGRRGFLQTLNAT
LGCVLHRLADLEQRLPKAQDLERSGLNIEDLEKLQMARPNILGLRNNIYCM
AQLLDNSDTAEPTKAGRGASQPPTPTPASDAFQRKLEGCRFLHGYHRFMHS
VGRVFSKWGESPNRSRRHSPHQALRKGVRRTRPSRKGKRLMTRGQLPR.

Listado de secuencias

<110> Glaxo Group Limited

<120> Proteinas de unién a antigeno
<130> PB63694

<160> 84

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
<211>5
<212> PRT
<213> Murina

<400> 1
Asn Tyr Ala Met Ser
1 5

<210> 2
<211>17
<212> PRT
<213> Murina

<400> 2

Thr Ile Ser Asp Gly Gly Ser Phe Thr Tyr Tyr Leu Asp Asn Val Arg

1 5 10 15
Gly

<210> 3
<211>12
<212> PRT
<213> Murina

<400> 3
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Asp Val Gly His Thr Thr Phe Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 4
<211>15
<212> PRT
<213> Murina

<400> 4
Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Ala Ala Gly Tyr Asn Phe Met His
1 5 10 15

<210>5
<211>7
<212> PRT
<213> Murina

<400> 5
Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1 5

<210> 6
<211>9
<212> PRT
<213> Murina

<400> 6
Leu His Ser Arg Glu Phe Pro Phe Thr
1 5

<210>7
<211>5
<212> PRT
<213> Murina

<400>7
Ser Tyr Ala Met Ser
1 5

<210> 8
<211>17
<212> PRT
<213> Murina

<400> 8

Thr Ile Ser Asp Gly Gly Ser Phe Thr Tyr Tyr Phe Ala Asn Ile Gln
1 5 10 15

Gly

<210>9
<211>12
<212> PRT
<213> Murina

<400> 9
Asp Val Gly Leu Thr Thr Phe Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 10
<211>15
<212> PRT
<213> Murina

<400> 10
Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Pro Ser Gly Tyr Asp Phe Met His
1 5 10 15

<210> 11
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<211>7
<212> PRT
<213> Murina

<400> 11
Tyr Ala Ser
1

<210> 12
<211>9
<212> PRT
<213> Murina

<400> 12
Gln His Ser
1

<210> 13
<211>5
<212> PRT
<213> Murina

<400> 13
Asn Tyr Ala

1

<210> 14
<211>17
<212> PRT
<213> Murina

<400> 14

Thr Ile Ser
1

Gly

<210> 15
<211>12
<212> PRT
<213> Murina

<400> 15
Asp Val Gly
1

<210> 16
<211>15
<212> PRT
<213> Murina

<400> 16
Arg Ala Ser
1

<210> 17
<211>7
<212> PRT
<213> Murina

<400> 17
Tyr Ala Ser
1

<210> 18
<211>9
<212> PRT
<213> Murina

<400> 18

Glu Leu
5

Arg Glu

Met Ser
5

Asp Gly
5

Leu Thr
5

Lys Ser

Asn Leu
5

ES 2 681949 T3

Glu Ser

Phe Pro Phe Thr

Gly Gly Tyr Thr Tyr Tyr Leu Asp Asn Gly Gln

Thr Phe Trp Tyr Phe Asp Val

10

10

15

Val Ser Pro Ser Ser Tyr Asn Phe Met His

Glu Ser

10

60
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Gln His Ser
1

<210> 19
<211>5
<212> PRT
<213> Murina

<400> 19
Asn Tyr Ala
1

<210> 20
<211>17
<212> PRT
<213> Murina

<400> 20

Thr Ile Ser
1

Gly

<210> 21
<211>12
<212> PRT
<213> Murina

<400> 21
Asp Val Gly
1

<210> 22
<211>15
<212> PRT
<213> Murina

<400> 22
Arg Ala Ser
1

<210> 23
<211>7
<212> PRT
<213> Murina

<400> 23
Tyr Ala Ser
1

<210> 24
<211>9
<212> PRT
<213> Murina

<400> 24
Gln His Ser
1

<210> 25
<211> 363
<212> ADN
<213> Murino

<400> 25

Arg Glu

Met Ser
5

Asp Gly

His Thr
5

Lys Ser

Asn Leu
5

Arg Glu

ES 2 681949 T3

Phe Pro Phe Thr

Gly Ser Phe Thr Tyr Tyr Leu Asp Asn Val Lys

Thr Phe Trp Tyr Phe Asp Val

10

10

15

Val Ser Ala Ser Gly Tyr Asn Phe Met His

Glu Ser

Phe Pro Phe Thr

10

61
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gaaatgcaac tggtggagtc tggggaaggc
tecctgtgecag cctetggatt cactttcecagt
ccggaaaaga gcctggagtg ggtcgcaacc
ctagacaatg taaggggccg attcaccatce
ttgcaaatga gccatttgaa gtctgacgac
ggacatacta ccttttggta cttcgatgtc
tca
<210> 26
<211> 121
<212> PRT
<213> Murina
<400> 26
Glu Met Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr
35 40
Ala Thr Ile Ser Asp Gly Gly Ser
50 55
Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Ser His Leu Lys Ser
85
Ala Arg Asp Val Gly His Thr Thr
100
Ser Gly Thr Ala Val Thr Val Ser
115 120
<210> 27
<211> 333
<212> ADN
<213> Murino
<400> 27
gacattgtgc tgacacagtc tcctgttttc
atctcctgta gggccagcaa aagtgtcagt
caacagaaac caggacagcc gcccaaagtc
ggggtccectg ccaggttcag tggcagtggg
cctgtggagg aggaggatgc tgtaacatat
acgtteggag gggggaccaa cctggaaata
<210> 28
<211> 111
<212> PRT
<213> Murina
<400> 28
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg
20
Gly Tyr Asn Phe Met His Trp Tyr
35 40
Lys Val Leu Ile Lys Tyr Ala Ser
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70
Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Val
85
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly
100
<210> 29
<211> 363
<212> ADN

<213> Murino

<400> 29

ES 2 681949 T3

ttagtggagce
aactatgcca
attagtgatg
tccagagaca
acagccatgt

tggggctcag

Glu Gly
10

Gly

Leu

Ser Phe

Pro Glu Lys

Phe Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Asp Asp
90
Phe Trp
105

Ser

Tyr

ttagttgtat
gcagcetgget
ctcatcaagt
tctgggacag
tactgtctge
aaa

Val Phe
10

Ser

Leu

Ala
25
Gln

Lys

Gln Lys

Asn Leu Glu

Thr Phe
75

Tyr

Asp
Thr Tyr
90

Thr

Gly Asn

105

ctggagggtc
tgtcttgggt

gtggtagttt
atgccaagaa

attactgtge
ggaccgcggt

Val Glu

Thr Phe
Leu
45
Leu

Ser

Tyr
60
Lys Asn

Ala Met

Phe Asp

Pro
Ser
Glu
Asp
Asn
Tyr

Val

cctgaaactc
tcgccagact
cacctactat
caacctgtat
aagagatgtg
caccgtctce

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Asn Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

110

ctctggggca
ataatttcat
atgcatccaa
acttcaccct
acagtaggga

val val

Ser Val
30
Pro Gly
45
Ser Gly

Thr Leu

Cys Leu

Leu Glu

Ser

Ser

Gln

Val

Asn

His

Ile

gagggccacc
gcactggtac
cctagaatct
caacatccat
gtttccgtte

Leu
15
Ala

Gly
Ala

Pro Pro

Pro Ala

Ile His
80
Ser Arg
95

Lys

110

62

60

120
180
240
300
360
363

60

120
180
240
300
333
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gaagtgcagc tggtggagtc tgggggagac
tecctgtgtac cctetggatt cactttcecagt
ccggaaaaga ggctggagtg ggtcgcaacc
tttgccaata tacagggccg attcaccatc
ctgcaaatga accatctgaa gtctgaggac
ggccttacta cgttttggta tttcgatgtc
tca
<210> 30
<211>121
<212> PRT
<213> Murina
<400> 30
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Val Pro
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr
35 40
Ala Thr Ile Ser Asp Gly Gly Ser
50 55
Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn His Leu Lys Ser
85
Ala Arg Asp Val Gly Leu Thr Thr
100
Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
115 120
<210> 31
<211> 333
<212> ADN
<213> Murino
<400> 31
gacattgtgce tgacacagtc tcectgettece
atctcctgeca gggccagcaa aagtgtcagt
caacagaagc caggacagcc gcccaaactc
ggggtccctg gecaggttcag tggcagtggg
cctgtggagyg aagaagatge tgcaacatat
acgttcggag gggggaccaa gctggaaata
<210> 32
<211> 111
<212> PRT
<213> Murina
<400> 32
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg
20
Gly Tyr Asp Phe Met His Trp Tyr
35 40
Lys Leu Leu Ile Lys Tyr Ala Ser
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70
Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala
85
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly
100
<210> 33
<211> 364
<212> ADN

<213> Murino

<400> 33

ES 2 681949 T3

ttagtgaaac
agttatgcca
attagtgatg
tccagagaca
gcaggcatgt
tggggcacag

Gly Asp Leu
10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Glu Lys

Phe Thr Tyr
Thr
75

Ala

Asp Asn

Glu Asp
90
Phe Trp
105

Ser

Tyr

ttaactatat
ccatctgget
ctcatcaagt
tctgggacag
ttetgteage
aaa

Ala Ser Leu
10

Ala Ser

25

Gln

Lys

Gln Lys

Glu Leu Glu

Thr Phe
75
Phe

Asp
Thr Tyr
90
Gly Thr
105

Lys

ctggagggtc
tgtcttgggt

gtggtagttt
ataccaagaa
attactgtge

ggaccacggt

Val Lys

Thr Phe
Leu
45
Phe

Arg

Tyr
60
Lys Asn

Gly Met

Phe Asp

Pro
Ser
Glu
Ala
Asn
Tyr

Val

cctgaaactc
tcgccagact
cacctactat
caacctatac
aagagatgtg
caccgtctce

Gly
15
Ser

Gly
Tyr

Trp Val

Asn Ile

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

110

ctctggggca
atgatttcat
atgcatccga
atttcaccct
acagtaggga

Thr Ile

Ser Val
30
Pro Gly
45
Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Leu Glu

Ser

Ser

Gln

Val

Asn

His

Ile

gagggccacc
gcactggtat
actagaatct
caacatccat
gtttecgtte

Leu
15
Pro

Gly
Ser

Pro Pro

Pro Gly

Ile His
80
Ser Arg
95

Lys

110

63

60

120
180
240
300
360
363

60

120
180
240
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gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggce
tecctgtgecag cctetggatt cactttcagt
ccggaaaaga ggctggagtg ggtcgcgacc
ttagacaatg gacagggccg attcaccatc
ctgcagatga gccatctgaa gtctgaggac
ggacttacta cgttttggta ccttcgatgt
ctca
<210> 34
<211> 121
<212> PRT
<213> Murina
<400> 34
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr
35 40
Ala Thr Ile Ser Asp Gly Gly Gly
50 55
Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Ser His Leu Lys Ser
85
Ala Arg Asp Val Gly Leu Thr Thr
100
Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
115 120
<210> 35
<211> 333
<212> ADN
<213> Murino
<400> 35
gacattgtgc tgacacagtc tcctgtttcc
atctcctgeca gggccagcaa aagtgtcagt
caacagagac caggacagcc gcccaaactce
ggggtccctg ccaggttcag tggcagtggg
cctgtggagg aagaggatgce tgcaacatat
acgttcggag gggggaccag gctggaaata
<210> 36
<211> 111
<212> PRT
<213> Murina
<400> 36
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg
20
Ser Tyr Asn Phe Met His Trp Tyr
35 40
Lys Leu Leu Ile Thr Tyr Ala Ser
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70
Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala
85
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly
100
<210> 37
<211> 363
<212> ADN

<213> Murino

ES 2 681949 T3

ttagtgaaac
aactatgcca
attagtgatg
tccagagaca
acagccatgt
ctggggcaca

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25
Pro

Glu Lys

Tyr Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Phe Trp Tyr
105

Ser

ttagttatat
ccatctaget
ctcatcacgt
tctgggacag
tactgtcagce
aaa

Val Ser Leu
10

Ala Ser

25

Gln

Lys

Gln Arg

Asn Leu Glu

Thr Phe
75

Tyr

Asp
Thr Tyr
90
Gly Thr
105

Arg

ctggagggtc
tgtcttgggt

gtggtggtta
atgccaagaa
attactgtge
gggaccacgg

Val Lys

Thr Phe

30
Leu
45
Leu

Arg

Tyr
60
Lys Asn

Ala Met

Phe Asp

110

ctctggggca
ataatttcat
atgcttccecaa
acttcaccct
acagtaggga

val Ile

Ser Val
30
Pro Gly
45
Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Leu Glu

Pro
Ser
Glu
Asp
Asn
Tyr

Vval

Ser
Ser
Gln
Val
Asn
His

Ile

cctgaaactce
tcgccagact
cacctactat
caacctgtac
aagagatgtg
tcaccgtctce

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Asn Gly

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

gagggccacc
gcactggtac
cctagaatct
caacatccat
gtttcegtte

Leu
15
Pro

Gly
Ser

Pro Pro

Pro Ala

Ile His
80
Ser Arg
95

Lys

110

64

60

120
180
240
300
360
364

60

120
180
240
300
333



10

15

20

25

<400> 37
gaagtacaac tagtggagtc tgggggaggc ttagtggagc
tecctgtgecag cctetggatt cactttcagt aactatgceca
ccggaaaaga ggctggagtg ggtcgcaacc attagtgatg
ctagacaatg taaagggccg attcaccatc tccagagaca
ttgcaaatga gccatttgaa gtctgacgac acagccatgt
ggacatacta cgttttggta cttcgatgtc tggggcacag
tca
<210> 38
<211>121
<212> PRT
<213> Murina
<400> 38
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys
35 40
Ala Thr Ile Ser Asp Gly Gly Ser Phe Thr Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Ser His Leu Lys Ser Asp Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Val Gly His Thr Thr Phe Trp Tyr
100 105
Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 39
<211> 333
<212> ADN
<213> Murino
<400> 39
gacattgtgc tgacacagtc tcctgttttc ttagttatat
atctcectgeca gggccagcaa aagtgtcagt gcatctgget
caacagaaac caggacagcc gcccaaagtc ctcatcaagt
ggggtccctg ccaggttcag tggcagtggg tctgggacag
cctgtggagg aggaggatgce tgtaacatat tactgtcage
acgttcggag gggggaccaa gctggaaata aaa
<210> 40
<211> 111
<212> PRT
<213> Murina
<400> 40
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Val Phe Leu
1 5 10
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys
20 25
Gly Tyr Asn Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Lys Val Leu Ile Lys Tyr Ala Ser Asn Leu Glu
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70 75
Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Val Thr Tyr Tyr
85 90
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 41
<211> 1353
<212> ADN

<213> Chimera

ES 2 681949 T3

ctggagggtc
tgtcttgggt

gtggtagttt
atgccaagaa
attactgtge
ggaccacggt

val Glu

Thr Phe

30
Glu

Leu
45
Leu

Arg

Tyr
60
Lys Asn

Ala Met

Phe Asp

Pro

Ser

Asp
Asn
Tyr

val

cctgaaactc
tcgccagact
cacctactat
caacctgtat
aagagatgtg
caccgtctce

Gly
15
Asn

Gly

Tyr

Trp Val

Asn Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

110

ctctggggca
ataatttcat
atgcatccaa
acttcaccct
acagtaggga

val Ile

Ser Val
30
Pro Gly
45
Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Leu Glu

Ser

Ser

Gln

Val

Asn

His

Ile

gagggccacc
gcactggtac
cctagaatct
caacatccat
gtttcegtte

Leu
15
Ala

Gly
Ser

Pro Pro

Pro Ala

Ile His
80
Ser Arg
95

Lys

110

65

60

120
180
240
300
360
363

60

120
180
240
300
333



<400> 41

gaaatgcaac
tcctgtgeag
ccggaaaaga
ctagacaatg
ttgcaaatga
ggacatacta
agcgccagca

ggcggcacag
tcctggaaca
agcggcctgt
acctacatct
cccaagagct
ggcececcageyg
cccgaggtga
tggtacgtgg
aacagcacct
aaggagtaca
agcaaggcca
gagctgacca
atcgcegtgg
gtgctggaca
tggcagcagg
acccagaaga

<210> 42
<211> 451
<212> PRT

tggtggagtc
cctetggatt
gcetggagtyg
taaggggccg
gccatttgaa
ccttttggta
ccaagggccc

ccgecetggg
gcggageccet
acagcctgag
gtaacgtgaa
gtgacaagac
tgtteectgtt
cctgtgtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgtaaggt
agggccagcec
agaaccaggt
agtgggagag
gcgatggeag
gcaacgtgtt
gcctgagecet

<213> Chimera

<400> 42

tggggaaggc
cactttcagt

ggtcgcaacce
attcaccatc
gtctgacgac
cttcgatgte
cagcgtgtte

ctgcctggtg
gaccagcggce
cagcgtggtg
ccacaagccce
ccacacctge
ccececcaag
ggtggatgtg
ggtgcacaat
gtcegtgetg
gtccaacaag
cagagagccc
gtcecectgace
caacggccag
cttettecetg
cagctgctcce
gtececectgge

ES 2 681949 T3

ttagtggagc
aactatgcca
attagtgatg
tccagagaca
acagccatgt

tggggctcag
ccectggecee

aaggactact
gtgcacacct
accgtgccca
agcaacacca
cccceectgee
cctaaggaca
agccacgagg
gccaagacca
accgtgcetge
gcecetgectyg
caggtgtaca
tgcctggtga
cccgagaaca
tacagcaagce
gtgatgcacg
aag

ctggagggtc
tgtcttgggt
gtggtagttt
atgccaagaa
attactgtge
ggacactagt
ccagcagcaa

tccecgaace
teeceegeegt
gcagcagcct
aggtggacaa
ctgecececcecega
ccctgatgat
accctgaggt
agcccaggga
accaggattg
ccectatega
ccetgecccece
agggcttcta
actacaagac
tgaccgtgga
aggccctgcea

66

cctgaaactc
tcgeccagact
cacctactat
caacctgtat
aagagatgtg
gaccgtgtce
gagcaccagce

ggtgaccgtg
gctgecagage
gggcacccag
gaaggtggag
gctgetggga
cagcagaacce
gaagttcaac
ggagcagtac
gctgaacggce
gaaaaccatc
tagcagagat
ccccagcgac
cacccceccecect
caagagcaga
caatcactac

60

120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



Glu Met Gln
1
Ser Leu Lys

Ala Met Ser
35
Ala Thr Ile
50
Arg Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Ser Gly Thr
115
Val Phe Pro
130
Ala Leu Gly
145
Ser Trp Asn

Val Leu Gln

Pro Ser Ser
195
Lys Pro Ser
210
Asp Lys Thr
225
Gly Pro Ser

Ile Ser Arg

Glu Asp Pro
275
His Asn Ala
290
Arg Val Val
305

Lys Glu Tyr
Glu Lys Thr

Tyr Thr Leu
355
Leu Thr Cys
370
Trp Glu Ser
385
Val Leu Asp

Asp Lys Ser

His Glu Ala

435

Pro Gly Lys
450

<210> 43
<211> 654
<212> ADN
<213> Chimera

<400> 43

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Ser
vVal
100
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
180
Ser
Asn
His
Val
Thr
260
Glu
Lys

Ser

Lys
Ile
340
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

420
Leu

val
Ser
Val
Asp
Thr
His
85

Gly
Val
Ala
Leu
Gly
165
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe
245
Pro
Val
Thr
Val
Cys
325
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
405

Trp

His

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
His
Thr
Pro
val
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
230
Leu
Glu
Lys
Lys

Leu
310

Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
390
Gly

Gln

Asn

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Lys
Thr
val
Ser
135
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
215
Pro
Phe
val
Phe
Pro
295
Thr
Val
Ala
Arg
Gly
375
Pro
Ser

Gln

His

Gly
Ala
Thr
40

Ser
Arg
Ser
Thr
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln
200
Asp
Pro
Pro
Thr
Asn
280
Arg

Val

Ser
Lys
Asp
360
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
440

ES 2 681949 T3

Glu
Ser
25

Pro
Phe
Asp
Asp
Phe
105
Ser
Lys
Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Cys
Pro
Cys
265
Trp
Glu

Leu

Asn
Gly
345
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

425
Thr

Gly
10

Gly
Glu
Thr
Asn
Asp
90

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Lys
Pro
Lys
250
val
Tyr
Glu
His
Lys
330
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
410

val

Gln

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr
Tyr
Ser
Thr
Pro
155
Val
Ser
Ile
Val
Ala
235
Pro
Val
Val

Gln

Gln
315

Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
395
Tyr

Phe

Lys

Val
Thr
Ser
Tyr
60

Lys
Ala
Phe
Thr
Ser
140
Glu
His
Ser
Cys
Glu
220
Pro
Lys
val
Asp
Tyr
300
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
380
Lys
Ser

Ser

Ser

67

Glu
Phe
Leu
45

Leu
Asn
Met
Asp
Lys
125
Gly
Pro
Thr
Val
Asn
205
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
285

Asn

Trp

Pro
Glu
Asn
365
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
445

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Asn
Tyr
Vval
110
Gly
Gly
Vval
Phe
Val
190
Val
Lys
Leu
Thr
Val
270
Vval

Ser

Leu

Ala
Pro
350
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

430
Ser

Gly
15

Asn
Trp
Asn
Leu
Tyr
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asn
Ser
Leu
Leu
255
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
335
Gln
Val
Val
Pro
Thr
415

Val

Leu

Gly
Tyr
Val
vVal
Tyr
80

Cys
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
Val
His
Cys
Gly
240
Met
His
val
Tyr

Gly
320

Ile
Val
Ser
Glu
Pro
400
val

Met

Ser



10

gacattgtgce
atctcctgta
caacagaaac
ggggtccctg
cctgtggagg
acgttcggag
atcttccccec
aacaacttet
ggcaacagcce
agcaccctga
acccaccagg

<210> 44
<211> 218
<212> PRT

tgacacagtc
gggccagcaa
caggacagcce
ccaggttcag
aggaggatgc
gggggaccaa
ccagcgatga
accceccggga
aggagagcgt
ccctgagcaa
gcctgtcecag

<213> Chimera

<400> 44
Asp
1
Gln Arg
Gly Tyr

35
Val
50
Phe

Lys

Arg
65
Pro Val

Glu Phe

Thr vVal

Leu Lys
130
Pro Arg
145
Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210> 45
<211> 1353
<212> ADN

Ile Val Leu
Ala
Asn
Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
115

Ser

Glu

Ser
Leu
val

195
Lys

Thr

Thr
20
Phe

Ile
Met

Ile Lys

Gly Ser

Glu Glu
85

Phe Thr
100
Ala Pro

Gly Thr

Ala Lys

Gln
Ser
His
Tyr
Gly
Asp
Phe
Ser
Ala

Val

tcctgtttte
aagtgtcagt
gcccaaagtce
tggcagtggg
tgtaacatat
cctggaaata
gcagctgaag
ggccaaggtyg
gaccgagcag
ggccgactac
ccecegtgace

Ser Pro

Cys Arg

Trp Tyr
40
Ala Ser
55
Ser Gly

Ala Val

Gly Gly

Val Phe
120
Ser Val
135

Gln Trp

150

Gln Glu
165
Ser Ser
180
Tyr Ala

Ser Phe

<213> Chimera

<400> 45

Ser
Thr
Cys

Asn

Vval Thr

Leu Thr

Glu Val
200
Arg Gly
215

Val
Ala
Gln
Asn
Thr
Thr
Gly
105
Ile

Val

Lys

Glu
Leu
185
Thr

Glu
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ttagttgtat
gcagctggcet
ctcatcaagt
tctgggacag
tactgtctge
aaacgtacgg
agcggcaccg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaagcaca
aagagcttca

Phe
10
Ser Lys

Gln Lys

Leu
Phe

75
Tyr

Asp

Tyr
90
Thr Asn

Phe Pro

Cys Leu

Val Asp
155
Gln
170
Ser Lys
His

Cys

Leu

Glu

Asp

Gln

ctctggggca
ataatttcat
atgcatccaa
acttcaccct
acagtaggga
tggcecgecce
ccagcgtggt
tggacaatge
actccaccta
aggtgtacge
accggggcga

Val val

Ser Val

Pro Gly
45
Ser Gly
60
Thr Leu

Cys Leu

Leu Glu
Ser
125
Asn

Pro

Leu
140

Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp

Ser
Ser
Gln
Val
Asn
His
Ile
110
Asp
Asn

Leu

Asp

Tyr

gagggccacce
gcactggtac
cctagaatct
caacatccat
gtttcegtte
cagcgtgttce
gtgtctgcetg
cctgeagage
cagcctgage
ctgtgaggtg
gtge

Leu
15
Ala

Gly
Ala
Pro Pro
Pro Ala
Ile His
Ser

95
Lys

Arg
Arg

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser
160
Ser Thr
175

Glu Lys

190

Leu
205

Gly

68

Ser

Ser Pro

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
654



gaagtacaac
tcctgtgecag
ccggaaaaga
ctagacaatg
ttgcaaatga
ggacatacta
agcgccagca
ggcggcacag
tcctggaaca
agcggectgt
acctacatct
cccaagagcet
ggccccageg
cccgaggtga
tggtacgtgg
aacagcacct
aaggagtaca
agcaaggcca
gagctgacca
atcgccgtgg
gtgctggaca
tggcagcagg
acccagaaga

<210> 46
<211> 451
<212> PRT

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
taaagggccg
gccatttgaa
cgttttggta
ccaagggccce
ccgecctggg
gcggagcecect
acagcctgag
gtaacgtgaa
gtgacaagac
tgttcectgtt
cctgtgtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgtaaggt
agggccagcce
agaaccaggt
agtgggagag
gcgatggcag
gcaacgtgtt
gcctgagecet

<213> Chimera

<400> 46

Glu vVal Gln

1
Ser Leu
Ala Met

35
Ala Thr
50
Lys Gly
65
Leu Gln

Ala Arg

Thr Gly

Lys
Ser
Ile
Arg
Met
Asp

Thr
115

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Asp

Phe Thr
His
85
Gly

Ser

Val
100

Leu Val

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
His

Thr

tgggggaggc
cactttcagt

ggtcgcaacce
attcaccatc
gtctgacgac
cttcgatgtce
cagcgtgttce
ctgecctggtg
gaccagcggce
cagcgtggtg
ccacaagccce
ccacacctge
cccccecccaag
ggtggatgtg
ggtgcacaat
gtcegtgetg
gtccaacaag
cagagagccce
gtccctgacc
caacggccag
cttcttectg
cagctgctce
gtececectgge

Ser Gly

Ala Ala

Gln Thr
40
Gly Ser
55
Ser Arg

Lys Ser

Thr Thr

Val Ser

120

Gly
Ser
25

Pro
Phe
Asp
Asp
Phe

105
Ser

ES 2 681949 T3

ttagtggagce
aactatgcca
attagtgatg
tccagagaca
acagccatgt
tggggcacag
ccectggece
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccca
agcaacacca
cccceectgee
cctaaggaca
agccacgagg
gccaagacca
accgtgetge
gccctgectg
caggtgtaca
tgcctggtga
cccgagaaca
tacagcaagce
gtgatgcacg
aag

Gly Leu
10
Gly Phe

Glu Lys

Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asn
Asp
Trp Tyr

Ala Ser

ctggagggtc
tgtcttgggt

gtggtagttt
atgccaagaa
attactgtgce
ggacactagt
ccagcagcaa
tccececgaace
tcececegeegt
gcagcagcct
aggtggacaa
ctgeececcecega
ccctgatgat
accctgaggt
agcccaggga
accaggattg
cccctatcga
ccctgececeee
agggcttcta
actacaagac
tgaccgtgga
aggccctgea

Val Glu

Thr Phe

30
Leu
45
Leu

Arg

Tyr
60
Lys Asn

Ala Met

Phe Asp

Pro
Ser
Glu
Asp
Asn
Tyr

Val

cctgaaactc
tcgeccagact
cacctactat
caacctgtat
aagagatgtg
gaccgtgtce
gagcaccagc
ggtgaccgtg
gctgcagage
gggcacccag
gaaggtggag
gctgetggga
cagcagaacc
gaagttcaac
ggagcagtac
gctgaacgge
gaaaaccatc
tagcagagat
ccccagcgac
cacccceccecect
caagagcaga
caatcactac

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Asn Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

110

Thr Lys

125

69

Gly

Pro Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



10

Val Phe
130
Ala Leu
145
Ser Trp

Val Leu

Pro Ser

Pro
Gly
Asn
Gln

Ser

Leu Ala

Cys Leu

Pro

val

Ser Ser
135

Lys Asp

150

Ser Gly
165
Ser Ser
180

Ser Leu

195

Pro
210
Lys

Lys

Asp
225
Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp

Ser
Thr
Ser
Arg

Pro

Asn Thr

His Thr

Ala
Gly
Gly
Lys

Cys

Leu Thr

Leu Tyr

Thr Gln
200
Val Asp
215

Pro Pro

230

Val Phe
245
Thr Pro
260

Glu Val

275

Asn
290
Val

His

Arg
305
Lys Glu

Glu Lys

Tyr Thr

Ala
val
Tyr
Thr

Leu

Lys Thr

Ser Val

Leu
Glu
Lys
Lys

Leu

Phe Pro

Val Thr

Phe Asn
280
Pro Arg
295

Thr Vval

310

Lys Cys
325
Ile Ser
340

Pro Pro

355

Thr
370
Glu

Leu

Trp
385
Val Leu

Asp Lys

His Glu

Cys
Ser
Asp
Ser

Ala

Leu Val

Asn Gly

Lys
Lys
Ser
Lys

Gln

Val Ser

Ala Lys

Arg Asp
360
Gly Phe
375

Pro Glu

390

Ser Asp
405
Arg Trp
420

Leu His

435

Pro Gly

450

<210> 47
<211> 654
<212> ADN

Lys

<213> Chimera

<400> 47
gacattgtgce
atctcctgea
caacagaaac
ggggtccctg
cctgtggagg
acgttcggag
atcttccccec
aacaacttet
ggcaacagcce
agcaccctga
acccaccagg

<210> 48
<211> 218
<212> PRT

tgacacagtc
gggccagcaa
caggacagcce
ccaggttcag
aggaggatgc
gggggaccaa
ccagcgatga
accceccggga
aggagagcgt
ccctgagcaa
gcctgtcecag

<213> Chimera

<400> 48

Gly
Gln

Asn

Ser Phe

Gln Gly

His Tyr
440

tcctgtttte
aagtgtcagt
gcccaaagtce
tggcagtggg
tgtaacatat
gctggaaata
gcagctgaag
ggccaaggtyg
gaccgagcag
ggccgactac
ccecegtgace

ES 2 681949 T3

Lys Ser Thr

Phe Pro
155
vVal

Tyr
Ser Gly
170
Ser Leu Ser
185
Thr

Tyr Ile

Lys Lys Val
Ala
235

Pro

Cys Pro

Pro Lys
250
Cys Val Vval
265
Trp

Tyr Val

Glu Glu Gln
Gln
315

Ala

Leu His

Asn Lys
330
Gly Gln Pro
345
Glu

Leu Thr

Tyr Pro Ser

Asn Asn Tyr

395

Phe Leu Tyr
410

Asn Val Phe

425

Thr

Gln Lys

ttagttatat
gcatctggcet
ctcatcaagt
tctgggacag
tactgtcage
aaacgtacgg
agcggcaccg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaagcaca
aagagcttca

Ser
140
Glu

Gly
Pro
His Thr

Ser Val

Gly
Val
Phe

Vval

Thr Ala

Thr val
160
Pro Ala
175

Thr val

190

Asn
205
Pro

Cys

Glu
220
Pro Glu

Lys Asp

Val Asp

Val
Lys
Leu
Thr

Val

Asn His

Ser Cys

Leu Gly
240
Leu Met
255

Ser His

270

Asp Gly
285
Tyr Asn
300
Asp Trp

Leu Pro

Arg Glu

val

Ser

Leu

Ala

Pro

Glu Val

Thr Tyr

Asn Gly
320
Pro Ile
335

Gln Val

350

Asn
365
Ile

Lys

Asp
380
Lys Thr

Ser Lys

Ser Cys

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

Val Ser

Val Glu

Pro Pro
400
Thr Vval
415

Val Met

430

Leu
445

Ser

ctctggggca
ataatttcat
atgcatccaa
acttcaccct
acagtaggga
tggcecgecce
ccagcgtggt
tggacaatge
actccaccta
aggtgtacge
accggggcga

70

Ser

Leu Ser

gagggccacce
gcactggtac
cctagaatct
caacatccat
gtttcegtte
cagcgtgttce
gtgtctgcetg
cctgeagage
cagcctgage
ctgtgaggtg
gtge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
654



ES 2 681949 T3

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Val Phe Leu Val Ile Ser Leu Gly

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Ala Ser
20 25 30
Gly Tyr Asn Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45
Lys Val Leu Ile Lys Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His
65 70 75 80
Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Val Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 90 95
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105 110
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120 125
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155 160
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170 175
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 49

<211> 294

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 49

gaggtgcage tggtggagtc tgggggaggce ttggtccage ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctcetggatt cacctttagt agctattgga tgagetgggt ccgeccagget 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtggccaac ataaagcaag atggaagtga gaaatactat 180
gtggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctcactgtat 240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtge gaga 294
<210> 50
<211>98
<212> PRT
<213> Human
<400> 50
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Asn Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60
Lys 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 Arg
<210> 51
<211> 300
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 51

71
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15

20

ES 2 681949 T3

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc ctggetgtgt
atcaactgca agtccagcca gagtgtttta tacagctcca
tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct aagctgctca
gaatccgggg tccctgaccg attcagtgge agegggtcectg
atcagcagcce tgcaggetga agatgtggeca gtttattact
<210> 52
<211>100
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 52
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr
50 55
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70 75
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85 90
Tyr Tyr Ser Thr
100
<210> 53
<211> 363
<212> ADN
<213> Artifical Sequence
<220>
<223> Homo Sapiens and Mus musculus
<400> 53
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggcggce ctggtccagce
tcttgegeeg ctageggett caccttcage aactacgceca
cccggcaagg gectggagtg ggtggeccace atcagegacg
ctggacaacg tgaggggcag gttcaccatc agcagggaca
ctgcagatga acagcctgag ggccgaggat accgccgtgt
ggccacacca ccttectggta cttegacgte tggggcaggg
agc
<210> 54
<211>121
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo Sapiens and Mus musculus
<400> 54
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Thr Ile Ser Asp Gly Gly Ser Phe Thr Tyr
50 55
Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Val Gly His Thr Thr Phe Trp Tyr
100 105
Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 55

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggce
ggacagattt
gtcagcaata

Ala Val

Ser Val
30
Gln Lys
45
Arg Glu
60
Asp Phe

Tyr Tyr

ccggcgggag
tgagctgggt
gcggecagett
acgccaagaa
actactgecgce
gcacactagt

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45
Tyr Leu
60
Lys Asn

Ala Vval

Phe Asp

Ser
Leu
Pro
Ser
Thr

Cys

Pro
Ser
Glu
Asp
Ser
Tyr

Val

gagggccacc 60

ctacttagcet

120

atctacccgg 180
cactctcacc 240

ttatagtact

Leu
15
Tyr

Gly
Ser
Gly Gln
Gly Val
Leu Thr

Gln
95

Gln

cctgagactc
gaggcaggcc
cacctactat
cagcctgtac
cagggacgtc
gaccgtgtce

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Asn Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

110

72

300

60

120
180
240
300
360
363
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<211> 363
<212> ADN
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 55
gagatgcagc tggtggaaag cggcggcggce
tcttgegeeg ctageggett caccttcecage
cccggcaagg gectggagtg ggtggecace
ctggacaacg tgaggggcag gttcaccatc
ctgcagatga acagcctgag ggccgaggat
ggccacacca ccttectggta cttegacgte
agc
<210> 56
<211>121
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 56
Glu Met Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Thr Ile Ser Asp Gly Gly Ser
50 55
Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Asp Val Gly His Thr Thr
100
Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120
<210> 57
<211> 363
<212> ADN
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo Sapiens and Mus musculus
<400> 57
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggcggce
tcttgegeeg ctageggett caccttcecage
cccggcaagg gectggagtg ggtggecace
ctggacaacg tgaggggcag gttcaccatc
ctgcagatga acagcctgag ggccgaggat
ggccacacca ccttetggta cttegacgte
agc
<210> 58
<211>121
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 58

ES 2 681949 T3

ctggtccagce
aactacgcca
atcagcgacg
agcagggaca
accgccgtgt
tggggcaggg

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Phe Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Phe Trp
105

Ser

Tyr

ctggtccagce
aactacgcca
atcagcgacg
agcagggaca
accgccgtgt
tggggctceg

ccggcgggag
tgagctgggt
gcggecagett
acgccaagaa
actactgcgce
gcacactagt

Val Gln

Thr Phe
Leu
45
Leu

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Phe Asp

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr

Val

cctgagactc
gaggcaggcc
cacctactat
cagcctgtac
cagggacgtc
gaccgtgtce

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Asn Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

110

ccggcgggag
tgagctgggt
gcggecagett
acgccaagaa
actactgcgce
gcacactagt

73

cctgagactc
gaggcaggcc
cacctactat
cagcctgtac
cagggacgtc
gaccgtgtce

60

120
180
240
300
360
363

60

120
180
240
300
360
363
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Glu
1
Ser

Val
Leu
Ala Met
35
Ala Thr
50
Arg Gly
65
Leu Gln

Ala Arg

Ser Gly

Gln
Arg
Ser
Ile
Arg
Met
Asp

Thr

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Asp

Phe Thr

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
Gly Gly

Ile Ser

Gly
Ala

Ala
40
Ser
55

Arg

70

Ser
85
Gly

Asn

Val
100

Leu Val

115

<210> 59
<211> 333
<212> ADN

<213> Artificial Sequence

<220>

Leu Arg
His Thr

Thr Val

Ala

Thr

Ser
120

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 59

gacatcgtga
atcaactgca
cagcagaagc
ggcgtgecag
agcctgcagg
acctttggeg

<210> 60
<211> 111
<212> PRT

tgactcagag
gggccagcaa
ccggecagec
acaggttcag
ccgaggacgt
gcggcaccaa

<213> Artificial Sequence

<220>

cceccgatage
gagcgtgage
ccccaagetg
cggatctgge
cgcegtgtac
ggtggagatc

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 60
Asp Ile
1
Glu Arg
Gly Tyr

35
Leu
50
Phe

Lys

Arg
65

Ser Leu

Glu Phe

<210> 61
<211> 333
<212> ADN

Vval

Ala

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

Thr
5
Ile

Met Gl
Thr
20

Phe

As

Met Hi

Ile Tyr
Gl
70
As

Gly Ser

Ala Glu
85
Phe Thr

100

<213> Artificial Sequence

<220>

Tyr

Phe

n Ser Pro

n Cys Arg

s Trp Tyr
40
Ala Ser
55
y Ser Gly

p Val Ala

Gly Gly

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 61

Asp

Ala

Asn

vVal

ES 2 681949 T3

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Pro

Gly Lys

Phe Thr Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Phe Trp
105

Ser

Tyr

ctggccgtga
gctgeegget
ctgatctact
agcggcaccg
tactgecctge
aag

Ser Leu
10
Ser Lys
25
Gln

Gln Lys

Leu Glu

Thr Phe
75

Tyr

Asp

Tyr
90
Gly Thr

105

Lys

Val Gln

Thr Phe

Leu
45
Leu

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Phe Asp

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Val

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Asn Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

110

gcctgggega
acaacttcat
acgcctccaa
acttcaccct

acagcaggga

Ala Val

Ser Val

Pro Gly
45
Ser Gly
60
Thr Leu

Cys Leu

Val Glu

Ser

Ser

Gln

Vval

Thr

His

Ile

aagggccacc
gcactggtac
cctggagage
gaccatctca
gttecceette

Leu
15
Ala

Gly
Ala

Pro Pro

Pro Asp

Ile Ser
80
Ser Arg
95

Lys

110

74

60

120
180
240
300
333
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gacatcgtga tgactcagag ccccgatagce
atcaactgca gggccagcaa gagcgtgage
cagcagaagc ccggccagcec ccccaaggtg
ggcgtgeccag acaggttcag cggatctgge
agcctgcagg ccgaggacgt cgccgtgtac
acctttggeg gecggcaccaa ggtggagatce
<210> 62
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 62
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg
20
Gly Tyr Asn Phe Met His Trp Tyr
35 40
Lys Val Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70
Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala
85
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly
100
<210> 63
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 63
gacatcgtga tgactcagag ccccgatagce
atcaactgca gggccagcaa gagegtgage
cagcagaagc ccggccagcc ccccaagcetg
ggcgtgeccag acaggttcag cggatctgge
agcctgcagg ccgaggacgt cgtggtgtac
acctttggeg geggecaccaa ggtggagate
<210> 64
<211> 111
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 64

ES 2681949 T3

ctggcegtga
gctgecegget
ctgatctact
agcggcaccg
tactgcctge
aag

Ser Leu
10

Ser

Asp

Ala
25
Gln

Lys

Gln Lys

Asn Leu Glu

Thr Phe
75
Tyr

Asp
Val Tyr
90

Gly Thr

105

Lys

ctggccgtga
gctgeecgget
ctgatctact
agcggcaceg
tactgecctge
aag

gcctgggega
acaacttcat
acgcctccaa
acttcaccct

acagcaggga

Ala Val

Ser Val
30
Pro Gly
45
Ser Gly
60
Thr Leu

Cys Leu

vVal Glu

Ser

Ser

Gln

Val

Thr

His

Ile

aagggccacc
gcactggtac
cctggagage
gaccatctca
gttccecette

Leu Gly
15
Ala Ala

Pro Pro
Pro Asp

Ile Ser
80

Ser Arg

95

Lys

110

gcctgggega
acaacttcat
acgcctccaa
acttcaccct
acagcaggga

75

aagggccacc
gcactggtac
cctggagagce
gaccatctca
gttccecette

60

120
180
240
300
333

60

120
180
240
300
333
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg
20
Gly Tyr Asn Phe Met His Trp Tyr
35 40
Lys Leu Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70
Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Val
85
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly
100
<210> 65
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 65
gacatcgtga tgactcagag ccccgatagce
atcaactgca gggccagcaa gagcgtgage
cagcagaagc ccggccagcec ccccaagcetg
ggcgtgccag acaggttcag cggatctggce
agcctgcagg ccgaggacgt cgcegtgtac
acctttggeg geggcaccaa cgtggagate
<210> 66
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 66
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg
20
Gly Tyr Asn Phe Met His Trp Tyr
35 40
Lys Leu Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70
Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala
85
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly
100
<210> 67
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 67
gacatcgtga tgactcagag ccccgatagce
atcaactgca gggccagcaa gagcgtgagce
cagcagaagc ccggccagec ccccaaggtg
ggcgtgecag acaggttcag cggatctgge
agcctgecagg ccgaggacgt cgtggtgtac
acctttggeg gecggcaccaa cgtggagatce

ES 2 681949 T3

Ser Leu
10

Ser

Asp

Ala
25
Gln

Lys

Gln Lys

Asn Leu Glu

Thr Phe
75

Tyr

Asp
Val Tyr
90
Gly Thr
105

Lys

ctggccgtga
gctgeegget
ctgatctact
agcggcaccg
tactgecctge
aag

Ser Leu
10

Ser

Asp

Ala
25
Gln

Lys

Gln Lys

Asn Leu Glu

Thr Phe
75

Tyr

Asp
Val Tyr
90
Gly Thr
105

Asn

ctggcecgtga
gctgeecgget
ctgatctact
agcggcaccg
tactgeectge
aag

Ala Val

Ser Val

Pro Gly
45
Ser Gly
60
Thr Leu

Cys Leu

Val Glu

Ser
Ser
30

Gln
Vval
Thr
His

Ile

Leu
15
Ala

Gly
Ala
Pro Pro
Pro Asp
Ile Ser
Ser

95
Lys

Arg

110

gcctgggcga
acaacttcat
acgcctccecaa
acttcaccct

acagcaggga

Ala Val

Ser Val

Pro Gly
Ser
60

Thr

Gly
Leu
Leu

Cys

Val Glu

Ser
Ser
30

Gln
Val
Thr
His

Ile

aagggccacc
gcactggtac
cctggagage
gaccatctca
gttecceette

Leu
15
Ala

Gly
Ala
Pro Pro
Pro Asp
Ile Ser
Ser

95
Lys

Arg

110

gcctgggega
acaacttcat
acgcctccaa
acttcaccct

acagcaggga

76

aagggccacc
gcactggtac
cctggagage
gaccatctca
gttececette

60

120
180
240
300
333

60

120
180
240
300
333
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<210> 68
<211> 111
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 68

Asp Ile Val Met Thr

1
Glu Arg
Gly Tyr

35
Val
50
Phe

Lys

Arg
65

Ser Leu

Glu Phe

<210> 69
<211> 1353
<212> ADN

Ala

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

5
Thr Ile
20
Phe Met

Ile Tyr

Gly Ser

Gln
Asn
His
Tyr

Gly

Ser Pro

Cys Arg

Trp Tyr
40
Ala Ser
55

Ser Gly

70

Ala Glu
85
Phe Thr

100

<213> Artificial Sequence

<220>

Asp

Phe

Val Vval

Gly Gly

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 69

gaggtgcagc
tcttgegeeg
cccggcaagg
ctggacaacg
ctgcagatga
ggccacacca
agcgccagca
ggcggcacag
tcctggaaca
agcggectgt
acctacatct
cccaagagcet
ggccccageg
cccgaggtga
tggtacgtgg
aacagcacct
aaggagtaca
agcaaggcca
gagctgacca
atcgcegtgg
gtgctggaca
tggcagcagg
acccagaaga

<210> 70
<211> 451
<212> PRT

tggtggaaag
ctagcggcett
gcctggagtg
tgaggggcag
acagcctgag
ccttetggta
ccaagggccce
ccgecetggg
gcggagcecect
acagcctgag
gtaacgtgaa
gtgacaagac
tgttcectgtt
cctgtgtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgtaaggt
agggccagcce
agaaccaggt
agtgggagag
gcgatggcag
gcaacgtgtt
gcctgagecet

<213> Artificial Sequence

<220>

cggcggcgge
caccttcagce
ggtggccacc
gttcaccatc
ggccgaggat
cttcgacgtce
cagcgtgttce
ctgeectggtg
gaccagcggce
cagcgtggtg
ccacaagccce
ccacacctge
cccccecccaag
ggtggatgtg
ggtgcacaat
gtcegtgetg
gtccaacaag
cagagagccce
gtccctgacce
caacggccag
cttcttectg
cagctgctce
gtececectgge

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 70

Asp
Ala
25

Gln
Asn
Thr

Val

Gly
105

ES 2 681949 T3

Ser
10
Ser Lys

Gln Lys

Leu

Asp
75
Tyr
90
Thr

ctggtccage
aactacgcca
atcagcgacg
agcagggaca
accgeccgtgt
tggggcaggg
ccectggece
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccca
agcaacacca
cccceectgee
cctaaggaca
agccacgagg
gccaagacca
accgtgetge
gccctgectg
caggtgtaca
tgcctggtga
cccgagaaca
tacagcaagc
gtgatgcacg
aag

Leu

Glu
Phe
Tyr

Asn

Ala Val

Ser Val

Pro Gly
45
Ser Gly

Thr Leu

Cys Leu

Val Glu

Ser
Ser
30

Gln
Val
Thr
His

Ile

Leu
15
Ala

Gly
Ala

Pro Pro

Pro Asp

Ile Ser
80
Ser Arg

Lys

110

ccggcgggag
tgagectgggt
gcggcagcett
acgccaagaa
actactgcgce
gcacactagt
ccagcagcaa
tcececgaace
tcececegeegt
gcagcagcct
aggtggacaa
ctgeececcecega
ccctgatgat
accctgaggt
agcccaggga
accaggattg
cccctatcga
ccctgecececee
agggcttcta
actacaagac
tgaccgtgga
aggccctgea

77

cctgagactc
gaggcaggcc
cacctactat
cagcctgtac
cagggacgtc
gaccgtgtce
gagcaccagc
ggtgaccgtg
gctgcagage
gggcacccag
gaaggtggag
gctgetggga
cagcagaacc
gaagttcaac
ggagcagtac
gctgaacgge
gaaaaccatc
tagcagagat
ccccagcgac
caccccecct
caagagcaga
caatcactac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



10

Glu Val Gln
Ser Leu Arg
Ala Met Ser

Ala Thr Ile
50

Arg Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Arg Gly Thr
115
Val Phe Pro
130
Ala Leu Gly
145
Ser Trp Asn

Val Leu Gln

Pro Ser Ser
195
Lys Pro Ser
210
Asp Lys Thr
225
Gly Pro Ser

Ile Ser Arg

Glu Asp Pro
275
His Asn Ala
290
Arg Val Vval
305
Lys Glu Tyr

Glu Lys Thr

Tyr Thr Leu
355
Leu Thr Cys
370
Trp Glu Ser
385
Val Leu Asp

Asp Lys Ser

His Glu Ala

435

Pro Gly Lys
450

<210> 71
<211> 654
<212> ADN

<213> Artificial Sequence

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Val
100
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
180
Ser
Asn
His
val
Thr
260
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
340
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

420
Leu

Vval
Ser
val
Asp
Thr
Ser
85

Gly
Val
Ala
Leu

Gly

165
Ser

Leu
Thr
Thr
Phe
245
Pro
Val
Thr
Val
Cys
325
Ser
Pro
val
Gly
Asp
405

Trp

His

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
His
Thr
Pro
Val
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
230
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
310
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
390
Gly

Gln

Asn

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Thr
Val
Ser
135
Lys

Leu

Leu
Thr
Val
215
Pro
Phe
VvVal
Phe
Pro
295
Thr
val
Ala
Arg
Gly
375
Pro
Ser

Gln

His

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Thr
Ser
120
Ser

Asp

Thr

Tyr
Gln
200
Asp
Pro
Pro
Thr
Asn
280
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
360
Phe
Glu
Phe
Gly

Tyr
440

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 71

ES 2 681949 T3

Gly
Ser
25

Pro
Phe
Asp
Glu
Phe
105
Ser
Lys
Tyr
Ser
Ser
185
Thr
Lys
Cys
Pro
Cys
265
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
345
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

425
Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
Trp
Ala
Ser
Phe

Gly

170
Leu

Tyr
Lys
Pro
Lys
250
Val
Tyr
Glu
His
Lys
330
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
410

Val

Gln

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr
Tyr
Ser
Thr
Pro
155
Val
Ser
Ile
Val
Ala
235
Pro
val
Val
Gln
Gln
315
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
395
Tyr
Phe

Lys

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Phe
Thr
Ser
140
Glu

His

Ser
Cys
Glu
220
Pro
Lys
val
Asp
Tyr
300
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
380
Lys
Ser

Ser

Ser

78

Gln
Phe
Leu
45

Leu
Asn
val
Asp
Lys
125
Gly

Pro

Thr

val
Asn
205
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
285
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
365
Ile
Thr
Lys

Cys

Leu
445

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr
Vval
110
Gly
Gly
Val
Phe
Vval
190
Val
Lys
Leu
Thr
Val
270
Vval
Ser
Leu
Ala
Pro
350
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

430
Ser

Gly
15

Asn
Trp
Asn
Leu
Tyr
95

Trp
Pro
Thr
Thr

Pro

175
Thr

Asn
Ser
Leu
Leu
255
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
335
Gln
Val
Vval
Pro
Thr
415

Val

Leu

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
Val
His
Cys
Gly
240
Met
His
val
Tyr
Gly
320
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
400
Val

Met

Ser



10

15

20

ES 2 681949 T3

gacatcgtga tgactcagag ccccgatagce ctggccegtga
atcaactgca gggccagcaa gagcgtgagce gectgcecgget
cagcagaagc ccggccagcc ccccaaggtg ctgatctact
ggcgtgccag acaggttcag cggatctgge agcggcaccg
agcctgcagg ccgaggacgt cgccgtgtac tactgectge
acctttggecg gecggcaccaa ggtggagatc aagcgtacgg
atcttcccecec ccagcgatga gcagctgaag agcggcaccg
aacaacttct acccccggga ggccaaggtg cagtggaagg
ggcaacagcc aggagagcgt gaccgagcag gacagcaagg
agcaccctga ccctgagcaa ggccgactac gagaagcaca
acccaccagg gcctgtccag cccegtgace aagagcttca
<210>72
<211>218
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 72
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Lys
20 25
Gly Tyr Asn Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Lys Val Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser Asn Leu Glu
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70 75
Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr
85 90
Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
115 120
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
130 135
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
145 150 155
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
165 170
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
180 185
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
195 200
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210>73
<211> 360
<212> ADN
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus
<400> 73
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggcggc ctggtccagce
tecttgegeeg ctageggett caccttcage tacgecatga
ggcaagggcc tggagtgggt ggccaccatc agcgacggeg
gacaacgtga ggggcaggtt caccatcagc agggacaacg
cagatgaaca gcctgagggce cgaggatacc gccgtgtact
cacaccacct tctggtactt cgacgtetgg ggcaggggea
<210>74
<211> 121
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

gcctgggega
acaacttcat
acgcctccaa
acttcaccct
acagcaggga
tggccgecce
ccagcgtggt
tggacaatgce
actccaccta
aggtgtacge
accggggcga

Ala Val

Ser Val
30
Pro Gly
Ser
60
Thr

Gly
Leu
Leu

Cys

Val Glu

Ser

Ser

Gln

Val

Thr

His

Ile

aagggccacc
gcactggtac
cctggagagce
gaccatctca
gttccectte
cagcgtgtte
gtgtctgcetg
cctgcagage
cagcctgage
ctgtgaggtg
gtge

Leu
15
Ala

Gly
Ala

Pro Pro

Pro Asp

Ile Ser
80
Ser Arg
95

Lys Arg

110

Ser
125
Asn

Pro

Leu
140
Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp

Asp
Asn
Leu
Asp

Tyr

Glu Gln

Phe Tyr

Gln Ser
160
Ser Thr
175

Glu Lys

190

Gly Leu

205

ccggcgggag
gctgggtgag
gcagcttcac
ccaagaacag
actgcgeccag
cactagtgac

79

Ser

Ser Pro

cctgagactc
gcaggccccec
ctactatctg
cctgtacctg
ggacgtcegge
cgtgtccage

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
654

60

120
180
240
300
360
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15

20

<220>

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 74

Glu Val Gln Leu Val Glu

1
Ser Leu
Ala Met

35
Ala Thr
50
Arg Gly
65
Leu Gln

Ala Arg

Arg Gly

Arg
Ser
Ile
Arg
Met
Asp

Thr

5
Leu Ser
20
Trp Val

Ser Asp

Phe Thr

Cys
Arg
Gly

Ile

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Ser

Ser Arg

70

Ser
85
Gly

Asn

Val
100

Leu Val

115

<210>75
<211> 1353
<212> ADN

<213> Artificial Sequence

<220>

Leu

His

Thr

Arg Ala

Thr Thr

Val Ser

120

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 75

gaggtgcagc
tcttgegeeg
cccggcaagg
ctggacaacg
ctgcagatga
ggccacacca
agcgccagca
ggcggcacag
tcctggaaca
agcggectgt
acctacatct
cccaagagcet
ggccccageg
cccgaggtga
tggtacgtgg
aacagcacct
aaggagtaca
agcaaggcca
gagctgacca
atcgcegtgg
gtgctggaca
tggcagcagg
acccagaaga

<210> 76
<211> 451
<212> PRT

tggtggaaag
ctagcggcett
gcctggagtg
tgaggggcag
acagcctgag
ccttetggta
ccaagggccce
ccgecetggg
gcggagcecect
acagcctgag
gtaacgtgaa
gtgacaagac
tgttcectgtt
cctgtgtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgtaaggt
agggccagcce
agaaccaggt
agtgggagag
gcgatggcag
gcaacgtgtt
gcctgagecet

<213> Artificial Sequence

<220>

cggcggcgge
caccttcagce
ggtggccacc
gttcaccatc
ggccgaggat
cttcgacgtce
cagcgtgttce
ctgeectggtg
gaccagcggce
cagcgtggtg
ccacaagccce
ccacacctge
cccccecccaag
ggtggatgtg
ggtgcacaat
gteegtgetg
gtccaacaag
cagagagccce
gtccctgacc
caacggccag
cttcttectg
cagctgctcee
gtececectgge

<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 76

Asp

ES 2 681949 T3

Gly Gly
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Phe Thr
Asn

75
Glu Asp
90
Phe Trp
105

Ser

ctggtccage
agctacgcca
atcagcgacg
agcagggaca
accgeccgtgt
tggggcaggg
ccectggece
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccca
agcaacacca
cccceectgee
cctaaggaca
agccacgagg
gccaagacca
accgtgcetge
gccctgectg
caggtgtaca
tgcctggtga
cccgagaaca
tacagcaagc
gtgatgcacg
aag

Leu

Phe
Lys
Tyr
Ala
Thr

Tyr

Val Gln

Thr Phe
Leu
45
Leu

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Phe Asp

Pro

Ser
Glu
Asp
Ser
Tyr

Val

Gly Gly
15
Ser Tyr

Trp Val

Asn Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Trp Gly

110

ccggcgggag
tgagectgggt
gcggcagcett
acgccaagaa
actactgcgce
gcacactagt
ccagcagcaa
tcececgaace
tcececegeegt
gcagcagcct
aggtggacaa
ctgeececcecega
ccctgatgat
accctgaggt
agcccaggga
accaggattg
cccctatcga
ccctgecececee
agggcttcta
actacaagac
tgaccgtgga
aggccctgea

cctgagactc
gaggcaggcc
cacctactat
cagcctgtac
cagggacgtc
gaccgtgtce
gagcaccagc
ggtgaccgtg
gctgcagage
gggcacccag
gaaggtggag
gctgetggga
cagcagaacc
gaagttcaac
ggagcagtac
gctgaacgge
gaaaaccatc
tagcagagat
ccccagcgac
caccccecct
caagagcaga
caatcactac

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20

25

30

80

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353
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ES 2 681949 T3

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
35 40
Ala Thr Ile Ser Asp Gly Gly Ser Phe Thr Tyr Tyr
50 55 60
Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
85 90
Ala Arg Asp Val Gly His Thr Thr Phe Trp Tyr Phe
100 105
Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
115 120
Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
130 135 140
Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
145 150 155
Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
165 170
Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185
Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
195 200
Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
210 215 220
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
225 230 235
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
245 250
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
260 265
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
275 280
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
290 295 300
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
305 310 315
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
325 330
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
340 345
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
355 360
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
370 375 380
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
385 390 395
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
405 410
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
420 425
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
435 440
Pro Gly Lys
450

<210> 77

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77
Ser Tyr Ala Met Ser

1 5

<210>78

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

81

Leu
45

Leu
Asn
vVal
Asp
Lys
125
Gly
Pro
Thr
val
Asn
205
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly

285
Asn

Trp
Pro
Glu
Asn
365
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
445

Glu
Asp
Ser
Tyr
Val
110
Gly
Gly
Vval
Phe
Val
190
Vval
Lys
Leu
Thr
Val
270
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
350
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

430
Ser

Trp
Asn
Leu
Tyr
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asn
Ser
Leu
Leu
255
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
335
Gln
Val
val
Pro
Thr
415
Val

Leu

val
vVal
Tyr
80

Cys
Gly
Ser
Ala
Val
160
Ala
val
His
Cys
Gly
240
Met
His
vVal
Tyr
Gly
320
Ile
val
Ser
Glu
Pro
400
Val
Met

Ser



10

Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser
1 5

<210>79

<211> 450

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 79
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Gly Val His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Val Ile Trp Arg Gly Gly Ser
50 55
Ser Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp
65 70
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85
Lys Ser Pro Asn Ser Asn Phe Tyr
100
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
130 135
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
145 150
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
165
Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
180
Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
195 200
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
210 215
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
225 230
Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
245
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
260
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
275 280
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
290 295
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
305 310
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn

325
Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
340
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
355 360
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
370 375
Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
385 390
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405
Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
435 440
Gly Lys
450

ES 2 681949 T3

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asn
Asp
Trp
105
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
185
Tyr
Lys
Pro
Lys
Vval
265
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
345
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

425
Gln

Gly
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr
90

Tyr
Ser
Thr
Pro
val
170
Ser
Ile
Val
Ala
Pro
250
Val
Val
Gln
Gln

Ala

330
Pro

Thr
Ser
Tyr
Tyr
410
Phe

Lys

Val
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Phe
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Pro
235
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
315
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
395
Ser

Ser

Ser

val
Ser
Gly
Asn
60

Asn
Val
Asp
Lys
Gly
140
Pro
Thr
val
Asn
Pro
220
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
300

Trp

Pro

Glu
Asn
Ile
380
Thr
Lys

Cys

Leu

82

Gln
Leu
Leu
45

Ala
Thr
Tyr
Val
Gly
125
Gly
Val
Phe
val
val
205
Lys
Leu
Thr
val
Val
285
Ser

Leu

Ala

Pro
Gln
365
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
445

Pro
Thr
30

Glu
Ala
Leu
Tyr
Trp
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
190
Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
270
Glu
Thr

Asn

Pro
Gln
350
val
val
Pro
Thr
val

430
Leu

Gly
15

Asn
Trp
Phe
Tyr
Cys
95

Gly
Ser
Ala
val
Ala
175
val
His
Cys
Gly
Met
255
His
val
Tyr
Gly

Ile

335
Val

Ser
Glu
Pro
Val
415
Met

Ser

Arg
Tyr
Val
Met
Leu
80

Ala
Arg
Val
Ala
Ser
160
val
Pro
Lys
Asp
Gly
240
Ile
Glu
His
Arg
Lys
320
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
400
Asp
His

Pro
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15
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<210> 80

<211> 213

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 80
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser
20
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40
Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly
50 55
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu
65 70
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
85
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu
100
Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
115 120
Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
130 135
Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
145 150
Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
165
Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
180
Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
195 200
Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 81

<211>120

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus

<400> 81
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Gly Val His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Val Ile Trp Arg Gly Gly Ser
50 55
Ser Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp
65 70
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85
Lys Ser Pro Asn Ser Asn Phe Tyr
100
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 82

<211> 106

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Homo sapiens and Mus musculus

ES 2 681949 T3

Ala
Gly
25

Gln
Ile
Thr
Gln
Ile
105
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

185
Ser

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asn

Asp

Trp
105

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Trp
90

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
170
Glu

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr

90
Tyr

Leu
Ser
Pro
Ala
Ser
75

Ser
Arg
Gln
Tyr
Ser
155
Thr
Lys

Pro

val
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Phe

Ser
Ser
Arg
Arg
60

Asn
Ser
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

vVal

Val
Ser
Gly
Asn
60

Asn

Val

Asp

83

Leu
Vval
Leu
45

Phe
Leu
Tyr
val
Lys
125
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
205

Gln
Leu
Leu
45

Ala
Thr

Tyr

Val

Ser
Ser
30

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

190
Lys

Pro
Thr
30

Glu
Ala
Leu

Tyr

Trp
110

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Pro
Pro
95

Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175
Tyr

Ser

Gly
15

Asn
Trp
Phe
Tyr
Cys

95
Gly

Gly
Met
Glu
Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe

Arg
Tyr
Vval
Met
Leu
80

Ala

Arg
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15

<400> 82

Glu Ile
1

Glu Arg

Tyr Trp
35
Asp Thr
50
Gly Ser
65
Asp Phe

Phe Gly

<210> 83
<211> 759
<212> ADN

Val
Ala
Tyr
Ser
Gly
Ala

Gln

Leu Thr
Thr
20

Gln

Leu
Gln
Asn Leu

Thr Asp

Gln
Ser
Lys
Ala

Tyr

Ser Pro

Cys Ser

Pro Gly
40
Ser Gly
55

Thr Leu

70

Val Tyr
85
Gly Thr

100

<213> Homo sapiens

<400> 83

atgggggtac
agcatggcga
cagctccaga
cgtatccaag
ttcececcagtg
gccacactgg
caggatttgg
ccgaacatcc
gacacggctg
gccteggatg

ttcatgcact
agacacagcc
ggcaagagac

<210> 84
<211> 252
<212> PRT

tgctcacaca
gcatggcgge
agcagacaga
gcctggatgt
aggagaccct
gctgegtect
agaggtctgg
tcgggctcag
agcccacgaa
cttttcageg

cagtggggcg
cccaccaggce
tcatgaccag

<213> Homo sapiens

<400> 84

Tyr

Lys

Cys Gln

Leu Glu

gaggacgctg
tataggcagc
tctcatgecag
tcctaaactg
gagggggctg
gcacagactg
gctgaacatc
gaacaacatc

ggctggecgg
caagctggag

ggtcttcage
cctgaggaag
gggacagctg

ES 2 681949 T3

Thr
10
Ser

Ala Leu

Gly Ser
25
Gln

Ala Pro

Ile Pro Ala

Thr Ile Ser

75

Gln Trp Ser
90

Ile Lys

105

ctcagtctgg
tgctcgaaag
gacaccagca
agagagcact
ggcaggcggg
gccgacttag
gaggacttgg
tactgcatgg
ggggcctete
ggctgcaggt

aagtgggggg
ggggtgcgcea
ccecggtag

Ser Leu

Ser Val

30
Leu
45
Phe

Arg
Arg

Asn Leu

Ser Tyr

tcettgecact
agtaccgegt
gactcctgga
gcagggagcg
gcttcctgea
agcagcgcect
agaagctgca
cccagcectget
agccgeccac
tcetgecatgg

agagcccgaa
ggaccagacc

84

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro
15
Tyr

Gly
Met
Ile Glu
Gly Ser
Glu

80
Thr

Pro

Pro
95

cctgtttceca
gctcecttgge
cccctatata
ccececggggece
gaccctcaat
ccccaaggcece
gatggcgagg
ggacaactca
ccccacccect
ctaccatcge

ccggagccgg
ctccaggaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
759



Met
Leu
Lys
Met
Leu
65

Phe
Gln
Leu
Asn
Gly
145
Asp
Thr
Arg
Phe
His

225
Gly

Gly
Leu
Glu
Gln
50

Asp
Pro
Thr
Glu
Ile
130
Leu
Thr
Pro
Phe
Ser
210
Gln

Lys

val
Phe
Tyr
35

Asp
val
Ser
Leu
Gln
115
Glu
Arg
Ala
Thr
Leu
195
Lys
Ala

Arg

Leu
Pro
20

Arg
Thr
Pro
Glu
Asn
100
Arg
Asp
Asn
Glu
Pro
180
His
Trp

Leu

Leu

Leu
Ser
val
Ser
Lys
Glu
85

Ala
Leu
Leu
Asn
Pro
165
Ala
Gly
Gly

Arg

Met
245

Thr
Met
Leu
Arg
Leu
70

Thr
Thr
Pro
Glu
Ile
150
Thr
Ser
Tyr
Glu
Lys

230
Thr

Gln
Ala
Leu
Leu
55

Arg
Leu
Leu
Lys
Lys
135
Tyr
Lys
Asp
His
Ser
215
Gly

Arg

Arg
Ser
Gly
40

Leu
Glu
Arg
Gly
Ala
120
Leu
Cys
Ala
Ala
Arg
200
Pro

Val

Gly

ES 2 681949 T3

Thr
Met
25

Gln
Asp
His
Gly
Cys
105
Gln
Gln
Met
Gly
Phe
185
Phe
Asn

Arg

Gln

Leu
10

Ala
Leu
Pro
Cys
Leu
90

Val
Asp
Met
Ala
Arg
170
Gln
Met
Arg
Arg

Leu
250

Leu
Ala
Gln
Tyr
Arg
75

Gly
Leu
Leu
Ala
Gln
155
Gly
Arg
His
Ser
Thr

235
Pro

Ser
Ile
Lys
Ile
60

Glu
Arg
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REIVINDICACIONES

1.- Un anticuerpo que se une especificamente a OSM y que inhibe la unién de OSM al receptor gp130, pero que no
interacciona directamente con los restos del sitio Il, y en el que el anticuerpo comprende CDRH3 de SEQ ID NO:3 o
un variante de SEQ ID NO:3 en el que la posicion 98 esta sustituida por Leu, y en el que el anticuerpo comprende:

i) CDRHZ2, tal como se indica en SEQ ID NO:2,
ii) CDRLA1, tal como se indica en SEQ ID NO:4, y
iii) CDRL3, tal como se indica en SEQ ID NO:6,

y en el que el anticuerpo se une a OSM humana y de mono titi con una afinidad mayor que 1 nM cuando se mide
mediante Biacore o Kinexa.

2.- Un anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo no se une directamente a ninguno de los restos
Q20, G120, Q16, N124.

3.- Un anticuerpo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 que interacciona con uno o mas de los restos 82, 83,
84, 90, 94, 112,115, 122, 123, 152 de la OSM humana.

4.- Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo comprende ademas:
i) CDRHA1, tal como se indica en SEQ ID NO:1 0 SEQ ID NO:77, y
ii) CDRL2, tal como se indica en SEQ ID NO:5 o SEQ IN NO:78.

5.- Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo no interacciona
directamente a través de CDRH1 o CDRL2 con OSM.

6.- Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende ademas una region variable de
cadena pesada codificada por SEQ ID NO:73, y una region variable de cadena ligera codificada por SEQ ID NO:61.

7.- Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende ademas una region variable de
cadena pesada de SEQ ID NO:74, y una regién variable de cadena ligera de SEQ ID NO:62.

8.- Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende ademas una region de cadena
pesada de SEQ ID NO:76, y una regién de cadena ligera de SEQ ID NO:72.

9.- Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado.

10.- Un anticuerpo segun la reivindicacion 9, en el que el anticuerpo es IgG1.

11.- Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que, cuando esta unido a OSM, el
cocristal comprende una celda unidad con unas dimensiones de aproximadamente a = 168,525 A, b =81,614 A, c =
55,540 A, y beta = 106,60 grados.

12.- Una célula hospedante recombinante transformada, transfectada o transducida que comprende al menos un
modulo de expresion, en la que dicho moédulo de expresidon comprende un polinucleétido que codifica una cadena
pesada de un anticuerpo segun la reivindicacién 8 y que comprende ademas un polinucleétido que codifica una
cadena ligera de un anticuerpo segun la reivindicacion 8.

13.- La célula hospedante segun la reivindicacion 12, en la que la célula es de mamifero.
14 .- La célula hospedante segun la reivindicacion 13, en la que la célula es CHO o NSO.

15.- Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo segun cualquier reivindicacion anterior y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16.- La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 15 para su uso en el tratamiento de un paciente humano
que padece una enfermedad o un trastorno inflamatorio.

17.- La composicion farmacéutica de la reivindicacion 16 para su uso en el tratamiento de un paciente humano que
padece una artropatia inflamatoria, artritis reumatoide, osteoartritis, fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), esclerosis
sistémica, sindrome de Sjogren, escleroderma y/o psoriasis.
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Figura 1: ELISA de gp130 humano
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Figura 2: Ensayo de células KB
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Figura 3: Ensayo de células KB
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Figura 5: Ensayo de células KB
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Figura 6: Ensayo de células KB
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Figura 9

Arbol filogenético de apoyos de VH frente a VL 15E10.meg ClustalW(lento/preciso, Gonnet)
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Figura 11: ELISA de unién a OSM directo
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Figura 12: ELISA de gp130 humano

1’@ IIII‘| || IIIII1| [ | III\IIII
n —8— 10G8

o &— 10G8Ch
\ 60 - QG2
s ~&- 9G2Ch
= 40
c —w— 15E10
s 2 o
o : mADb (_:ontrol
° negativo

0
og L Cor-fep b il A

0,01 0,1 1 10
Concentracion de anticuerpo pg/mi

92



ES 2 681949 T3

Figura 13: Ensayo de células KB

% de inhibicion

100
80
B0

40

FTTIT] T TTTTH] I T TTTTH] I T TTTTT
A Lol Lot rrrril
0,001 0,01 0,1 1
Concentracién de anticuerpo ug/mi
Figura 14: Ensayo de células KB
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Figura 15: Ensayo de OMS y gp130 humanos endoégenos
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Figura 16: Ensayo de células KB de LIF humano
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Figura 17: Ensayo de células KB
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Figura 18: ELISA de gp130 humano
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Figura 19: Complejo de union de mAb10G8-OSM humana
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Figura 20: Ensayo de células KB

}EQD I!IEH LI | IIHH; LI} lrlFHil Voo PR
—— HOL1
a0 N
; HOCDRH1)
B L1
c B0
:9 Ew;:pkm }mf{:ﬁﬁHﬂ}
o : Y :
2 4 ;:#gnmm
= s L
£ 920 ¥ (CDRL2)
()
© =g 15E10h
~© 0
° e mAb control
20 " negativo
Eiid L Lo biesl [N

0,001 0,01 G,1 1
Concentracién de anticuerpo pg/mi

96



ES 2 681949 T3

Figura 21: ELISA de gp130 humano
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1{35 lE]Hl i IHIHL
—&— 10G8

- 80 ¥ - —— HOL1
2 o 78 —y— HOH1L1
S g0 - /A Quimera
£ /. B ge 10G8
S 40 /) /g —e— 15E10h
X -/ WS ~ mAb control

20 “f"”‘ o negativo

b
0 iyl [ EEEN] Lo ol Lo LU

0,001 0,01 0,1 1
Concentracion de anticuerpo pg/mi

97



ES 2 681949 T3

Figura 23: Ensayo de células KB
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Figura 25:
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Figura 26: Ensayo de hepatocitos humanos-SAA
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Figura 28: Ensayo de sinoviocitos similares a fibroblastos humanos-IL-6
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Figura 29: Ensayo de sinoviocitos similares a fibroblastos humanos-MCP-1
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Figura 30: Ensayo de células endoteliales de vena umbilical humanas
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Figura 31: Ensayo de fibroblastos humanos-MCP-1
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Figura 32: Ensayo de fibroblastos humanos-IL-6
A B
Efecto de anti-OSM sobre OSM (3 ng/ml) estim. con IL-6 (normal) Efecto de anti-OSM sobre OSM (3 ng/ml) estim. con IL-6 (IPF)
200 # 3ng/ml osm* Anticuerpo X 2000 ® 3ng/ml osm+ Anticuerpo X
4 3ng/ml osm+ HO(huCDRH1)L1 4 3ng/ml osm+ HO(huCDRH1)L1
_ 150 ¢ , + ¢ g isotpo _ 160 ¢ 3ngimi+isotipo
£ i £ .
% i_ E # No estimulado 3 # No estimulado
21004 21000
3 3
- S = 5001
bt o T YT 0-
S eSS PSS SIS
[Anticuerpo] ug/mi [Anticuerpo] ug/mi

101



Figura 33
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Figura 34

Sitio 2

Stat-1/3, JAK, ras MAPK
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