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DESCRIPCION
Anticuerpos contra CSF-1R

La presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-CSF-1R, ADN que codifica el mismo, células hospedadoras que
comprenden dicho ADN y métodos de expresion del anticuerpo en una célula hospedadora. La invencién también se
extiende a composiciones farmacéuticas que comprenden el anticuerpo del mismo y el uso del anticuerpo, y
composiciones que comprenden el mismo en el tratamiento.

El factor 1 estimulante de colonias (CSF-1), también conocido como factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF) es una citoquina producida por una variedad de células, incluyendo macréfagos, células endoteliales y
fibroblastos. EI CSF-1 esta compuesto de dos polipéptidos "mondémeros”, que forman una proteina CSF-1 dimérica
biolégicamente activa. EI CSF-1 existe en al menos tres formas maduras debido al proceso de corte y empalme
alternativo de ARN (véase, Cerretti et al., 1988, Molecular Immunology, 25: 761). Las tres formas de CSF-1 se traducen
a partir de diferentes precursores de ARNm, que codifican monémeros polipeptidicos de 256 a 554 aminoacidos, que
tienen una secuencia sefial de 32 aminoacidos en el extremo amino terminal y una presunta region transmembranal
de aproximadamente 23 aminoacidos cerca del extremo carboxilo terminal. Luego los péptidos precursores se
procesan mediante escisiones proteoliticas en los extremos amino y carboxilo terminales para liberar el CSF-1 maduro.
Los restos 1-149 de las tres formas maduras del CSF-1 son idénticos y se cree que contienen secuencias esenciales
para la actividad biolégica del CSF-1. Los monémeros del CSF-1 in vivo se glucosilan y dimerizan a través de un
enlace disulfuro. EI CSF-1 pertenece a un grupo de agonistas biolégicos que promueven la produccion de células
sanguineas. De manera especifica, actia como un factor de crecimiento y diferenciacion para las células progenitoras
de la médula ésea del linaje del fagocito mononuclear. Ademas, el CSF-1 estimula la supervivencia, proliferacion y
funcion de los macréfagos a través de un receptor especifico en las células que responden.

El receptor de CSF-1 (CSF-1R) también se conoce como el producto del gen c-fms o CD115. EI CSF-1R es una
glucoproteina TM tipo 1 de 165kDa que pertenece a la familia de receptores de tirosina quinasa tipo Ill. Ademas del
CSF-1, también se ha demostrado que la molécula IL-34, estructuralmente similar, pero no relacionada en cuanto a
su secuencia, es un ligando para CSF-1R (Lin, et al., 2008, Science 320: 807-811). La expresion del CSF-1R se
restringe a las células del linaje monocito-macréfago, tanto poblaciones circulantes como residentes en un tejido, y
osteoclastos. Ademas, se expresa en varias células del sistema reproductor femenino incluyendo ovocitos, células
deciduales y trofoblastos.

La union del ligando de CSF-1 al receptor de CSF-1 da como resultado la fosforilacion del receptor en uno o mas
restos de tirosina, a través de la accion del dominio tirosina quinasa. Esta fosforilacion se puede detectar gracias a
que los anticuerpos estan disponibles y se unen al receptor solo después de la fosforilacion (por ejemplo, el anticuerpo
#3083 del receptor fosfo-M-CSF (Tyr546) de Cell Signaling Technology).

La expresion de CSF-1 y CSF-1R se correlaciona con la progresion tumoral y el diagnoéstico deficiente en muchos
tipos de cancer. Los macrofagos asociados a tumor (TAMs) pueden ser el componente principal del estroma tumoral
y los altos niveles de CSF-1 y CSF-1R se asocian con altas infiltraciones de TAM y mal prondstico en varios tipos de
tumor.

Los anticuerpos frente a CSF-1R se conocen en la técnica. Sherr, C.J. et al., 1989, Blood 73:1786-1793 describen
anticuerpos contra CSF-1R que inhiben la actividad del CSF-1 (Sherr, C.J. et al.,, 1989, Blood 73:1786-1793). El
documento W0O2009/026303 describe anticuerpos anti-CSF-1R que se unen al CSF-1R humano y modelos de tumor
de ratén in vivo que utilizan un anticuerpo CSF-1R anti-murino. El documento W02011/123381 describe anticuerpos
anti-CSF-1R que internalizan CSF-1R vy tienen actividad ADCC. El documento W02011/123381 también describe
modelos de tumor de ratén in vivo que utilizan un anticuerpo CSF-1R anti-murino. El documento W0O2011/140249
describe anticuerpos anti-CSF-1R que bloguean la unién del CSF-1 a CSF-1R y se consideran utiles en el tratamiento
del cancer. El documento W02009/112245 describe un anticuerpo IgG1 anti-CSF-1R que inhibe la unién del CSF-1 a
CSF-1Ry se considera util en el tratamiento del cancer, la enfermedad inflamatoria del intestino y la artritis reumatoide.
El documento WO2011/131407 describe un anticuerpo anti-CSF-1R que inhibe la uniéon del CSF-1 a CSF-1R y se
considera util en el tratamiento de la pérdida 6sea y el cancer. El documento W02011/107553 describe un anticuerpo
anti-CSF-1R que inhibe la unién del CSF-1 a CSF-1R que se cree que es Util en el tratamiento de la pérdida 6sea y el
cancer. El documento W02011/070024 describe anticuerpos anti-CSF-1R que se unen al fragmento delD4 de CSF-
1R humano.

Existe una necesidad en la técnica de proporcionar nuevos anticuerpos anti-CSF-1R adecuados para aplicaciones
terapéuticas. Pese a que la aplicacion terapéutica de los anticuerpos anti-CSF-1R en el tratamiento de ciertos canceres
se ha descrito anteriormente, todavia existe la necesidad de proporcionar nuevas aplicaciones terapéuticas para tales
anticuerpos.

El término "enfermedad fibrética" se refiere a una respuesta de cicatrizacion aberrante en la que se forma exceso de
tejido conectivo fibroso en un 6rgano o tejido. La deposicion y acumulacion en exceso de componentes de la matriz
extracelular, tales como colageno vy fibronectina, da como resultado el endurecimiento y fibrosis de los tejidos que
finalmente puede llevar a fallo organico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2733735713

Los ejemplos de enfermedades fibréticas incluyen fibrosis pulmonar, tales como fibrosis pulmonar idiopatica y fibrosis
quistica, fibrosis renal, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica, colangitis esclerosante primaria, cirrosis biliar primaria,
fibrosis endomiocardial, fibrosis mediastinal, mielofibrosis, fibrosis retroperitoneal, fibrosis masiva progresiva, fibrosis
sistémica nefrogénica, enfermedad de Crohn, queloide, infarto del miocardio, esclerosis sistémica, escleroderma y
artrofibrosis.

La laceracion da como resultado una respuesta inmediata de coagulacion y formacion de coagulo con el desarrollo de
una matriz extracelular (ECM) provisional. La agregacion y activacion plaquetaria ayuda a promover una respuesta
inflamatoria caracterizada por vasodilatacion y aumento en la permeabilidad de los vasos sanguineos que permite el
reclutamiento de una variedad de células inmunes incluyendo neutréfilos, macréfagos, eosindfilos y linfocitos. Los
neutrdfilos y macréfagos desbridan la herida reduciendo asi el riesgo de infecciéon y junto con los linfocitos activados,
secretan una variedad de factores de crecimiento y citoquinas que sirven para amplificar mas la respuesta inmunitaria.
Las moléculas tales como TGFB, PDGF, IL-13 activan los macréfagos y conducen al reclutamiento, la proliferacion y
la activacion de fibroblastos en el sitio de la herida. Los fibroblastos o miofibroblastos activados se caracterizan por la
expresion de la a-actina de musculo liso y secretan colageno y otros componentes de la ECM. Los fibroblastos
activados contraen el entramado de colageno, tirando de los bordes de la herida hacia el centro. Las células epiteliales
y endoteliales proliferan y migran sobre la matriz temporal para regenerar el tejido dafiado, completando la reparacion
de la herida.

El dafio o lesidn tisular persistente o una mala regulacién de la ruta de reparacion llevan a una respuesta inapropiada
de la herida. Se presenta un depdsito excesivo e hiper-entrecruzamiento del colageno y de la ECM, lo que da como
resultado la formacién excesiva y endurecimiento del tejido cicatricial en lugar de la arquitectura del tejido normal.

La causa de la enfermedad fibrética puede depender del 6rgano o tejido involucrado y se desconoce en algunas
enfermedades tales como la fibrosis pulmonar idiopatica (IPF). La fibrosis hepatica y finalmente la cirrosis son el
resultado de un dafio hepatico crénico sostenido a través de la exposicion a una variedad de factores, incluyendo
factores medioambientales y dietéticos o agentes infecciosos. Las infecciones de larga duracion como la hepatitis B y
C pueden ocasionar fibrosis hepatica. EI consumo excesivo de alcohol sostenido en el tiempo o una dieta alta en
grasa/azucar también puede producir cirrosis del higado. De manera similar, la diabetes puede dafar y lesionar los
rinones conduciendo a la pérdida de la funcion.

El IPF es una de siete enfermedades pulmonares intersticiales cuya causa se desconoce. Los factores
medioambientales tales como la exposicién a la radiacién o las particulas pueden desempefiar un papel. Los individuos
que fuman también tienen mayor riesgo de desarrollar esta enfermedad. Una vez diagnosticada, la expectativa de vida
de los pacientes es muy corta con una tasa promedio de supervivencia de 2-5 afios.

El tratamiento de la enfermedad fibrotica tipicamente incluye agentes anti-inflamatorios e inmunosupresores, pero
estos son de poco beneficio para el paciente. La falta de eficacia con estos tratamientos contribuyé a la reconsideracion
del IPF y de la enfermedad fibrética en general, como una respuesta aberrante a la cicatrizacion de la herida y no
como una condicién inflamatoria. La pirfenidona es un farmaco de molécula pequefia que fue aprobada para uso en
el tratamiento del IPF en Japén en 2008 y en Europa en 2011, que probablemente trabaja via multiples mecanismos
de accion. Hasta la fecha, ninguna terapia dirigida ni terapia con anticuerpos ha sido aprobada para indicaciones
fibroticas.

Por lo tanto, actualmente hay una necesidad médica no satisfecha de un tratamiento mejorado de la enfermedad
fibrética. Por ejemplo, para IPF hay una tasa de supervivencia a los 3 afios del 50% y una tasa de supervivencia a los
5 afios de solamente el 20% y se requiere de trasplante en aproximadamente el 20% de los casos.

Sumario de la descripcion

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R del mismo que comprende una cadena pesada, en donde
el dominio variable de la cadena pesada comprende al menos una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO:4
para CDR-H1, una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO:5 para CDR-H2 y una CDR que tiene la secuencia
dada en SEQ ID NO:6 para CDR-H3, por ejemplo, en donde CDR-H1 es SEQ ID NO: 4, CDR-H2 es SEQ ID NO: 5y
CDR-H3 es SEQ ID NO: 6.

En un aspecto, los anticuerpos segun la presente descripcion comprenden una cadena ligera en donde el dominio
variable de la cadena ligera comprende al menos uno de una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 1 para
CDR-L1, una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 2 para CDR-L2 y una CDR que tiene la secuencia
dada en SEQ ID NO: 3 para CDR-L3, por ejemplo, en donde CDR-L1 es SEQ ID NO: 1, CDR-L2 es SEQ ID NO: 2y
CDR-L3 es SEQ ID NO: 3.

Los anticuerpos de la descripcion tienen una alta afinidad por CSF-1R, son capaces de bloquear la unién del ligando
al CSF-1R, no son activantes para CSF-1R y no causan la internalizacion del CSF-1R.

La descripcion también se extiende a un polinucledtido, tal como ADN, que codifica un anticuerpo o fragmento como
se describe en la presente memoria.
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También se proporciona una célula hospedadora que comprende dicho polinucleétido.
Los métodos para expresar un anticuerpo del mismo se proporcionan en la presente memoria.

La presente descripciéon también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos anticuerpos de los
mismos.

En una realizacién, se proporciona un método de tratamiento que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o composicién como se describe en la presente memoria.

La presente descripcion también se extiende a un anticuerpo o composiciéon segun la presente descripcion para uso
en un tratamiento, particularmente en el tratamiento del cancer y/o enfermedad fibrética.

Detalles de la descripcion

En una realizacién, los anticuerpos proporcionados por la presente invenciéon son capaces de bloquear la unién del
ligando al CSF-1R. El bloqueo, como se emplea en la presente memoria, se refiere a un bloqueo fisico, tal como la
oclusion del receptor, pero también incluira el caso en que el anticuerpo se une a un epitopo que causa, por ejemplo,
un cambio conformacional, lo que significa que el ligando natural no se unird mas al receptor (referido aqui como
bloqueo alostérico o inhibicion alostérica). En una realizacion, los anticuerpos de la presente descripcion se unen a
todos los isotipos de CSF-1R, por ejemplo, aquellos con variaciones en el dominio ECD, tales como V23G, A245S,
H247P, V279M y combinaciones de dos, tres o cuatro de dichas variaciones.

Los ensayos adecuados para determinar la capacidad de un anticuerpo para bloquear el CSF-1R se describen en los
Ejemplos en la presente memoria. EI CSF-1 e IL-34 son ambos ligandos para CSF-1Ry los anticuerpos de la invencion
preferiblemente inhiben la actividad tanto del CSF-1 como de IL-34 en un tamiz celular funcional. Los anticuerpos
segun la presente invencion preferiblemente también hacen desaparecer de manera selectiva la poblacién no clasica
de monocitos in vivo.

Los monocitos no clasicos, generalmente se refieren a los monocitos con baja expresion de CD14 y una alta expresion
de CD16. Se cree que esta poblacion de monocitos son precursores de los macréfagos asociados al tumor.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencion tienen adecuadamente una alta afinidad de unién. La afinidad
se puede medir utilizando cualquier método adecuado conocido en la técnica, incluyendo técnicas tales como
resonancia del plasmon superficial, por ejemplo, BIAcore, como se describe en los Ejemplos en la presente memoria,
utilizando CSF-1R natural o recombinante aislado o una proteina/polipéptido de fusién adecuado. En un ejemplo, la
afinidad se mide utilizando el dominio extracelular del CSF-1R recombinante humano como se describe en los
Ejemplos en la presente memoria. En un ejemplo, el dominio extracelular del CSF-1R recombinante humano utilizado
es un monémero. De manera adecuada, las moléculas de anticuerpo de la presente invencién tienen una afinidad de
unién por CSF-1R humano aislado de aproximadamente 1 nM o menos de 1 nM. En una realizacion, la molécula de
anticuerpo de la presente invencion tiene una afinidad de union de aproximadamente 500 pM o menos. En una
realizacién, la molécula de anticuerpo de la presente invencién tiene una afinidad de unién de aproximadamente 250
pM o menos. En una realizacion, la molécula de anticuerpo de la presente invencion tiene una afinidad de unién de
aproximadamente 200 pM o menos. En una realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R
con una afinidad de uniéon de aproximadamente 100 pM o menos. En una realizacién, la presente invencion
proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R humanizado con una afinidad de unién de aproximadamente 100 pM o menos,
preferiblemente de aproximadamente 10 pM o menos, mas preferiblemente de aproximadamente 5 pM o menos. En
otra realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R humanizado con una afinidad de unién
de aproximadamente 100 pM o menos, preferiblemente de aproximadamente 10 pM o menos, mas preferiblemente
de aproximadamente 5 pM o menos

Cuanto menor sea el valor numérico de la afinidad, mayor sera la afinidad del anticuerpo o fragmento por el antigeno.

El CSF-1R humano, tal como se emplea en la presente memoria, se refiere a la proteina humana de nombre CSF-1R
o a un fragmento bioldgico activo del mismo, por ejemplo, como se indica en la SEQ ID NO: 39 o registrado en UniProt
con el numero P07333. Por supuesto, la proteina madura expresada no comprende la secuencia sefial porque esta
Ultima se escinde después de la traduccion.

Los presentes inventores han proporcionado nuevos anticuerpos anti-CSF-1R, incluyendo anticuerpos humanizados.
Los anticuerpos se generaron por la inmunizacion de ratas con fibroblastos de rata que se transfectaron con un vector
que expresa el dominio extracelular de CSF-1R. La seleccion primaria de los sobrenadantes para la union del
anticuerpo a CSF-1R humano identificé aproximadamente 1000 pocillos que contenian anticuerpos con actividad anti-
CSF-1R. La selecciéon secundaria para los anticuerpos capaces de prevenir la unién del CSF-1 humano al CSF-1R
humano identificé 88 pocillos positivos. La seleccion terciaria para anticuerpos capaces de prevenir la supervivencia
dependiente de CSF-1 de los monocitos humanos primarios identificé 18 pocillos positivos. Las regiones variables de
estos 18 pocillos positivos se clonaron, lo que condujo a la clonacion exitosa de 14 anticuerpos y la subsecuente
expresion proporciond 9 anticuerpos quiméricos anti-CSF-1R que se expresaron a niveles suficientes y fueron capaces
de inhibir la union de CSF-1. Estos 9 anticuerpos se secuenciaron y se encontré que todos tienen secuencias Unicas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2733735713

y se utilizaron para un estudio adicional.

Los 9 anticuerpos quiméricos anti-CSF-1R se evaluaron para determinar la actividad de bloqueo de ligando y la
capacidad de inhibir la supervivencia de monocitos mediada por CSF-1 e IL-34. Se prioriz6 la investigacion adicional
de cuatro de los anticuerpos porque demostraron una inhibicion completa de la uniéon de CSF-1 y altos niveles de
inhibicion de la supervivencia de los monocitos. Estos 4 anticuerpos quiméricos anti-CSF-1R se probaron para
determinar su actividad en una serie de ensayos in vitro para evaluar la afinidad, la inhibicion de la unién de CSF-1, la
reactividad cruzada con CSF-1R del mono rhesus, de mono cinomolgo y de canido, la interiorizacion de CSF-1R y la
activacion de CSF-1R. Los cuatro anticuerpos anti-CSF-1R también eran humanizados y se midi6 la afinidad de los
injertos humanizados. La humanizacion de dos de los anticuerpos anti-CSF-1R generd anticuerpos completamente
humanizados (sin restos presentes del donante de rata) con afinidad (Kp) equivalente al anticuerpo quimérico parental
y una Tm que indica que el anticuerpo tiene una estabilidad térmica adecuada. En cambio, los otros dos anticuerpos
anti-CSF-1R humanizados tenian una afinidad reducida por CSF-1R, en relacién con el anticuerpo quimérico, y la Tm
fue menor. Por estas razones, solo los injertos completamente humanizados de dos de los anticuerpos que retuvieron
la afinidad se expresaron a mayor escala para su posterior analisis.

Se llevo a cabo un andlisis adicional de los injertos completamente humanizados de estos dos anticuerpos y un ensayo
de inhibicién de MCP-1, donde la inhibicién de la sefializacién de CSF-1R por el anticuerpo que bloquea la unién de
CSF-1 ocasion6 una reduccion en los niveles de secrecion de MCP-1. Este ensayo reveld sorprendentemente que los
injertos completamente humanizados exhibian una menor actividad en comparacion con el anticuerpo quimérico. Se
llevaron a cabo una serie de experimentos con uno de los anticuerpos preferidos, denominado Ab969, para revelar
por qué el injerto completamente humanizado exhibié esta menor actividad. Se generaron una serie de injertos
humanizados intermedios de Ab969 y se probaron en el ensayo de inhibicion de MCP-1. Se encontré que los injertos
que contenian el resto Y71 de la cadena ligera variable del donante generalmente mostraban una actividad en el
ensayo de inhibicién de MCP-1 comparable a la del Ab969 quimérico. Se planted la hipotesis de que esta diferencia
en la actividad de los diversos injertos de anticuerpos en el ensayo de inhibicion de MCP-1 se debia a un cambio en
la tasa de activacion del anticuerpo (K, disminuida) en comparacion con el Ab969 quimérico.

Comparando el analisis de estabilidad térmica de Ab969 con otros anticuerpos anti-CSF-1R, por ejemplo, el anticuerpo
anti-CSF-1R Ab970, se sugiere que el Ab969 puede ser mas estable.

Un analisis biofisico adicional de los injertos humanizados de Ab969 reveld que algunos injertos se precipitaron cuando
se concentrd el anticuerpo. Se demostré que una sustitucion del resto de lisina en la posicion 38 en la cadena ligera,
por ejemplo, glutamina, conduce a una estabilidad fisica mejorada.

Por consiguiente, se seleccion6 un injerto de anticuerpo de Ab969, Ab969.g2 (también denominado Ab969) para
estudios adicionales de caracterizacion in vitro. Ademas de la ventajosa afinidad de union al CSF-1R, alta estabilidad
térmica y alta estabilidad fisica, el anticuerpo demostré una buena inhibicion de la activaciéon de monocitos dependiente
de IL-34 y también se encontrd que era capaz de unirse a las variantes SNP del CSF-1R. También se utiliz6 Ab969.g2
para el analisis de marcadores farmacodinamicos en un mono cinomolgo donde se demostré que se une al CSF-1R,
bloquea la uniéon de CSF-1 y hace desaparecer de manera selectiva la poblacion no clasica de monocitos de mono
cinomolgo in vivo, que son células precursoras de macréfagos asociados a tumores.

Por consiguiente, en una realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo que comprende una cadena
pesada y/o una cadena ligera, en donde la cadena pesada y/o la cadena ligera comprenden al menos una CDR
derivada del anticuerpo anti-CSF-1R 969.2.

Ab969.2 es una molécula de IgG4 humanizada de longitud completa; la cadena ligera comprende una region constante
de la cadena kappa humana (alotipo Km3) y la cadena pesada comprende una region constante de la cadena pesada
gamma-4 humana con la mutacioén estabilizante de la bisagra S241P (Angal et al., 1993). Un motivo de isomerizacion
DG potencial esta presente dentro de la region variable de la cadena ligera en la union de CDR-L2 con el marco. Las
secuencias de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo Ab969.2 completo se muestran en SEQ ID NOs: 27 y 19.

Los restos en los dominios variables del anticuerpo se numeran convencionalmente segin un sistema disefiado por
Kabat ef al., 1987. Este sistema se describe en Kabat et al., 1987, en Sequences of Proteins of Immunological Interest,
US Department of Health and Human Services, NIH, USA (En adelante, "Kabat et al. (supra)"). Este sistema de
numeracion se utiliza en la presente memoria descriptiva, salvo que se indique lo contrario.

Las designaciones de restos Kabat no siempre se corresponden directamente con la numeracion lineal de los restos
de aminoacidos. La secuencia de aminoacidos lineal real puede contener menos aminoacidos o mas aminoacidos que
en la numeracién Kabat estricta que corresponde a un acortamiento de, o una insercién en, un componente estructural,
ya sea un marco o una region determinante de complementariedad (CDR), de la estructura basica del dominio variable.
La numeracion Kabat correcta de los restos se puede determinar para un anticuerpo dado mediante el alineamiento
de los restos de homologia en la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada Kabat "estandar".

Las CDRs del dominio variable de la cadena pesada estan ubicadas en los restos 31-35 (CDR-H1), los restos 50-65
(CDR-H2) y los restos 95-102 (CDR-H3) segun el sistema de numeracion Kabat. Sin embargo, segun Chothia (Chothia,
C.y Lesk, AM, J. Mol. Biol., 196, 901-917 (1987)), el bucle equivalente a CDR-H1 se extiende desde el resto 26 hasta
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el resto 32. Por lo tanto, a menos que se indique lo contrario, 'CDR-H1', tal como se emplea en la presente memoria,
pretende referirse a los restos 26 a 35, como se describe por una combinacién del sistema de numeracion Kabat y la
definicion del bucle topolégico de Chothia.

Las CDRs del dominio variable de la cadena ligera estan ubicadas en los restos 24-34 (CDR-L1), los restos 50-56
(CDR-L2) y los restos 89-97 (CDR-L3) segun el sistema de numeracion Kabat.

Los anticuerpos para uso en la presente descripcidon se pueden obtener utilizando cualquier método adecuado
conocido en la técnica. El polipéptido/proteina CSF-1R que incluye proteinas de fusion, células (recombinantes o
naturales) que expresan el polipéptido se puede utilizar para producir anticuerpos que reconocen especificamente el
CSF-1R. El polipéptido puede ser el polipéptido "maduro” o un fragmento o derivado biolégicamente activo del mismo.
La proteina humana esta registrada en UniProt con el nimero P07333.

Los polipéptidos, para utilizar en la inmunizacién de un huésped, se pueden preparar mediante procesos bien
conocidos en la técnica a partir de células hospedadoras genéticamente modificadas que comprenden sistemas de
expresion o se pueden recuperar de fuentes bioldgicas naturales. En la presente solicitud, el término "polipéptidos”
incluye péptidos, polipéptidos y proteinas. Estos se utilizan indistintamente a menos que se especifique lo contrario.
El polipéptido CSF-1R en algunos casos puede ser parte de una proteina mas grande, tal como una proteina de fusion,
por ejemplo, fusionada a una etiqueta de afinidad o similar.

Se pueden obtener los anticuerpos generados contra el polipéptido CSF-1R, cuando sea necesaria la inmunizacion
de un animal, mediante la administracion de los polipéptidos a un animal, preferiblemente un animal no humano,
utilizando protocolos bien conocidos y rutinarios, véase, por ejemplo, el Handbook of Experimental Immunology, D. M.
Weir (ed.), Vol. 4, Blackwell Scientific Publishers, Oxford, Inglaterra, 1986). Se pueden inmunizar muchos animales de
sangre caliente, tales como conejos, ratones, ratas, ovejas, vacas, camellos o cerdos. Sin embargo, los ratones,
conejos, cerdos y ratas generalmente son los mas adecuados.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar mediante cualquier método conocido en la técnica, tales como la
técnica de hibridoma (Kohler y Milstein, 1975, Nature, 256:495-497), la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de
célula B humana (Kozbor et al., 1983, Immunology Today, 4:72) y la técnica de hibridoma-EBV (Cole et al., 1985,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, pp77-96, Alan R Liss, Inc.).

Los anticuerpos también se pueden generar utilizando métodos de anticuerpos de linfocitos individuales mediante la
clonaciéon y expresion de ADNc de region variable de inmunoglobulina generados de linfocitos individuales
seleccionados para la produccién de anticuerpos especificos, por ejemplo, los métodos descritos por Babcook, J. et
al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-7848; el documento W092/02551; el documento WO04/051268 y la
Solicitud de Patente Internacional niumero WO04/106377.

La seleccion de anticuerpos se puede realizar utilizando ensayos para medir la union a CSF-1R humano y/o los
ensayos para medir la capacidad de bloquear la unién del ligando al receptor. Los ejemplos de ensayos adecuados se
describen en los Ejemplos de la presente memoria.

Especifico, tal como se emplea en la presente memoria, pretende referirse a un anticuerpo que solo reconoce el
antigeno para el que es especifico o un anticuerpo que tiene una afinidad de unién significativamente mayor con
respecto al antigeno para el que es especifico en comparacién con la unién a los antigenos a los que no es especifico,
por ejemplo, afinidad de union al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10 veces mayor.

Las secuencias de aminoacidos y de polinucleétidos de ciertos anticuerpos segun la presente descripcion se
proporcionan en las Figuras 1y 2.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti-CSF-1R o fragmento de unién del mismo que comprende una
cadena pesada, en donde el dominio variable de la cadena pesada comprende al menos una de: una CDR que tiene
la secuencia dada en SEQ ID NO: 4 para CDR-H1, una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 5 para CDR-
H2 y una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 6 para CDR-H3. Preferiblemente, el dominio variable de
la cadena pesada comprende la secuencia dada en SEQ ID NO: 4 para CDR-H1, la secuencia dada en SEQ ID NO:
5 para CDR-H2 y la secuencia dada en SEQ ID NO: 6 para CDR-H3.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti-CSF-1R o fragmento de unién del mismo que comprende una
cadena ligera, en donde el dominio variable de la cadena ligera comprende al menos una de: una CDR que tiene la
secuencia dada en SEQ ID NO: 1 para CDR-L1, una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 2 para CDR-
L2 y una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 3 para CDR-L3. Preferiblemente, el dominio variable de la
cadena ligera comprende la secuencia dada en SEQ ID NO: 1 para CDR-H1, la secuencia dada en SEQ ID NO: 2 para
CDR-H2 y la secuencia dada en SEQ ID NO: 3 para CDR-H3.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti-CSF-1R o fragmento de unién del mismo que comprende una
cadena pesada como se definié anteriormente y que ademas comprende una cadena ligera en donde el dominio
variable de la cadena ligera comprende al menos una de: una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 1
para CDR-L1, una CDR que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 2 para CDR-L2 y una CDR que tiene la secuencia
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dada en SEQ ID NO: 3 para CDR-L3. Preferiblemente, el dominio variable de la cadena ligera comprende la secuencia
dada en SEQ ID NO: 1 para CDR-L1, la secuencia dada en SEQ ID NO: 2 para CDR-L2 y la secuencia dada en SEQ
ID NO: 3 para CDR-L3.

En la presente memoria se describe una realizacién, en la que al menos un aminoacido se reemplaza con una
sustitucion conservadora en una o mas CDRs seleccionadas del grupo que consiste independientemente de:

cualquiera de CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3;

cualquiera de las combinaciones CDR-H1 y H2, CDR-H1 y H3, CDR-H1y L1, CDR-H1 y L2, CDR-H1 y L3, CDR-H2 y
H3, CDR-H2 y L1, CDR-H2 y L2, CDR-H2 y L3, CDR-H3 y L1, CDR-H3 y L2, CDR-H3 y L3, CDR-L1 y L2, CDR-L1y
L3, CDR-L2y L3;

CDR-H1, H2 y H3, CDR-H1, H2y L1, CDR-H1, H2 y L2, CDR-H1, H2 y L3, CDR-H2, H3 y L1, CDR-H2, H3 y L2, CDR-
H2, H3 y L3, CDR-H3, L1y L2, CDR-H3, L1y L3, CDR-L1, L2, L3;

cualquiera de las combinaciones CDR-H1, H2, H3 y L1, CDR-H1, H2, H3 y L2, CDR-H1, H2, H3 y L3, CDR-H2, H3,
L1yL2, CDR-H2, H3, L2y L3, CDR-H3, L1, L2y L3, CDR-L1, L2, L3y H1, CDR-L1, L2, L3y H2, CDR-L1, L2, L3y
H3, CDR-L2, L3, H1y H2,

CDR-H1, H2, H3, L1y L2, CDR-H1, H2, H3, L1y L3, CDR-H1, H2, H3, L2 y L3, CDR-L1, L2, L3, H1 y H2, CDR-L1,
L2, L3, H1y H3, CDR-L1, L2, L3, H2 y H3; y

la combinacion CDR-H1, H2, H3, L1, L2 y L3.

En la presente memoria se describe una realizacion, en donde un dominio de la cadena pesada descrita en la presente
memoria incluye la secuencia con 1, 2, 3 o 4 sustituciones de aminoacidos conservadoras, por ejemplo, en donde las
sustituciones se encuentran en el marco.

En la presente memoria se describe una realizacion, en donde el marco de la region variable de la cadena pesada
comprende 1, 2, 3 0 4 aminoacidos que se han insertado, eliminado, sustituido o una combinacién de los mismos. En
una realizacion, el aminoacido sustituido es uno que corresponde a un aminoacido del anticuerpo donante.

En la presente memoria se describe una realizacion, en donde una region variable ligera descrita en la presente
memoria incluye la secuencia con 1, 2, 3 o 4 sustituciones de aminoacidos conservadoras, por ejemplo, en donde las
sustituciones se encuentran en el marco.

En la presente memoria se describe una realizacion, en donde el marco de la regién variable de la cadena ligera
comprende 1, 2, 3 0 4 aminoacidos que se han insertado, eliminado, sustituido o una combinacién de los mismos. En
una realizacion, el aminoacido sustituido es uno que corresponde a un aminoacido del anticuerpo donante.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti-CSF-1R o fragmento de unién del mismo, en donde el dominio
variable de la cadena pesada comprende tres CDRs y la secuencia de CDR-H1 tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%
0 95% de identidad o similitud con la secuencia dada en SEQ ID NO: 4, |la secuencia de CDR-H2 tiene al menos 60%,
70%, 80%, 90% o 95% de identidad o similitud con la secuencia dada en SEQ ID NO: 5 y la secuencia de CDR-H-3
tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de identidad o similitud con la secuencia dada en SEQ ID NO: 6.
Preferiblemente, el anticuerpo anti-CSF-1R o fragmento de unién del mismo, comprende ademas una cadena ligera,
en donde el dominio variable de la cadena ligera comprende tres CDRs y la secuencia de CDR-L1 tiene al menos 60%,
70%, 80%, 90% o 95% de identidad o similitud con la secuencia dada en SEQ ID NO: 1, la secuencia de CDR-L2 tiene
al menos 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de identidad o similitud con la secuencia dada en SEQ ID NO: 2 y la secuencia
de CDR-L3 tiene al menos 60% de identidad o similitud con la secuencia dada en SEQ ID NO: 3.

En la presente memoria se describen regiones variables proporcionadas con al menos 60%, 70%, 80%, 90% o 95%
de identidad o similitud con una secuencia de la region variable descrita en la presente memoria. En otra realizacion,
se proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R que compite con la unién de un anticuerpo o fragmento de la invencién para
unirse al receptor CSF-1R, preferiblemente al dominio extracelular del receptor CSF-1R, mas especificamente al
receptor CSF-1R de SEQ ID NO: 35, 36, 37, 38 y/o 39 o la secuencia en la base de datos UniProt entrada P07333, en
particular al dominio extracelular del receptor CSF-1R de SEQ ID NO: 36 o los 498 aminoacidos del dominio
extracelular descrito en la base de datos UniProt entrada P07333 (aminoacido 20 a 517 de P07333).

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti-CSF-1R que bloquea de manera cruzada la unién de un
anticuerpo que comprende las 6 CDRs dadas en la secuencia SEQ ID NO: 1 para CDR-L1, SEQ ID NO: 2 para CDR-
L2, SEQ ID NO: 3 para CDR-L3, SEQ ID NO: 4 para CDR-H1, SEQ ID NO: 5 para CDR-H2 y SEQ ID NO: 6 para CDR-
H3, por ejemplo, con afinidad de 100 pM o menos, en particular en donde el bloqueo de manera cruzada es alostérico.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti-CSF-1R o fragmento de unién del mismo que inhibe o se
superpone con la unién de CSF-1 y/o IL-34 al dominio extracelular del receptor CSF-1R.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti-CSF-1R que bloquea de manera cruzada la unién de un
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anticuerpo que comprende las 6 CDRs dadas en la secuencia SEQ ID NO: 1 para CDR-L1, SEQ ID NO: 2 para CDR-
L2, SEQ ID NO: 3 para CDR-L3, SEQ ID NO: 4 para CDR-H1, SEQ ID NO: 5 para CDR-H2 y SEQ ID NO: 6 para CDR-
H3, por ejemplo con una afinidad de 100 pM o menos, en particular en donde el anticuerpo bloquea de manera cruzada
la unién mediante la unién al mismo epitopo que el anticuerpo que lo bloquea.

En la presente memoria se describe el anticuerpo o fragmento de unién del mismo en donde se escinde un resto C-
terminal de la secuencia del anticuerpo, por ejemplo, el resto C-terminal de una secuencia de cadena pesada, por
ejemplo, una lisina terminal. En una realizacion el aminoacido se escinde de una secuencia descrita en la presente
memoria. Generalmente, la escision es resultado de las modificaciones pos-traduccionales del anticuerpo o fragmento
de unién expresado.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti-CSF-1R de cualquiera de las realizaciones mencionadas mas
atras o mas adelante en esta memoria en donde la lisina C-terminal de la secuencia de cadena pesada dada en la
SEQ ID NO: 27 o SEQ ID NO. 29 esta ausente o ha sido eliminada. La lisina C-terminal ausente o eliminada, por
ejemplo, en la posicién 453 de SEQ ID NO: 27 o en la posicion 472 de SEQ ID NO: 30 se puede conseguir, por ejemplo,
mediante la expresion del anticuerpo anti-CSF-1R en un sistema de expresién sin codificar la lisina terminal. De
manera alternativa, la eliminacién de un resto C-terminal, tal como lisina, se puede llevar a cabo como una modificacién
pos-traduccional.

En una realizacion, el anticuerpo segun la invencion esta humanizado.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo o molécula de
anticuerpo en donde la cadena pesada y/o ligera contiene una o mas CDRs (incluyendo, si se desea, una o mas CDRs
modificadas) de un anticuerpo donante (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal murino) injertado en un marco de la
region variable de cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo aceptor (por ejemplo, un anticuerpo humano) (véase,
por ejemplo, el documento US 5,585,089; W0O91/09967). Para una revision, véase Vaughan et al, Nature Biotechnology,
16, 535-539, 1998. En una realizacion, en lugar de transferir toda la CDR, solamente se transfieren uno o mas de los
restos determinantes de especificidad de cualquiera de las CDRs anteriormente descritas en la presente memoria al
marco del anticuerpo humano (véase, por ejemplo, Kashmiri et al., 2005, Methods, 36:25-34). En una realizacion,
solamente se transfieren los restos determinantes de especificidad de una o mas de las CDRs anteriormente descritas
en la presente memoria al marco del anticuerpo humano. En otra realizacién, solamente se transfieren los restos
determinantes de especificidad de cada una de las CDRs anteriormente descritas en la presente memoria al marco
del anticuerpo humano. Cuando se injertan las CDRs o los restos determinantes de especificidad, se puede utilizar
cualquier secuencia apropiada del marco de la region variable del aceptor respecto a la clase/tipo del anticuerpo
donante del que se derivan las CDRs, incluyendo regiones marco de raton, primate y ser humano.

De manera adecuada, el anticuerpo humanizado segun la presente invencién tiene un dominio variable que comprende
regiones marco del aceptor humano, asi como una o mas de las CDRs especificamente proporcionadas en la presente
memoria. Por lo tanto, en una realizacién se proporciona un anticuerpo humanizado que se une al CSF-1R humano
en donde el dominio variable comprende las regiones marco del aceptor humano y las CDRs donantes no de ser
humano.

Los ejemplos de marcos de ser humano que se pueden utilizar en la presente invencion son KOL, NEWM, REI, EU,
TUR, TEI, LAY y POM (Kabat et al., supra). Por ejemplo, KOL y NEWM se pueden utilizar para la cadena pesada, REI
se puede utilizar para la cadena ligera y EU, LAY y POM se pueden utilizar para ambas, la cadena pesada y la cadena
ligera. De manera alternativa, se pueden utilizar las secuencias de linea germinal humana; estas se encuentran
disponibles en: http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/

También se describe un anticuerpo humanizado en donde, las cadenas aceptoras pesadas y ligeras no
necesariamente necesitan derivarse del mismo anticuerpo y, si se desea, pueden comprender cadenas compuestas
que tienen regiones marco derivadas de diferentes cadenas.

También se describe un marco humano que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones, adiciones o eliminaciones de
aminoacidos, por ejemplo 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas o sustituciones de restos donantes.

También se describe la secuencia empleada como un marco humano que es 80%, 85%, 90%, 95% o mas similar o
idéntica a una secuencia descrita en la presente memoria.

Una de dichas regiones marco adecuadas para la cadena pesada del anticuerpo humanizado de la presente invencion
se deriva de la secuencia 3-1 2-70 del subgrupo humano VH2 junto con la regién J de JH3 (SEQ ID NO: 33).

Por consiguiente, en un ejemplo se proporciona un anticuerpo humanizado que comprende la secuencia dada en SEQ
ID NO: 4 para CDR-H1, la secuencia dada en SEQ ID NO: 5 para CDR-H2 y la secuencia dada en SEQ ID NO: 6 para
CDR-H3, en donde la region marco de cadena pesada se deriva de la secuencia 1-3 3-07 del subgrupo humano VH3
junto con JH4.

En un ejemplo, el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo comprende la secuencia dada en SEQ ID NO:
23.
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Una region marco adecuada para la cadena ligera del anticuerpo humanizado de la presente invencion se deriva del
subgrupo de linea germinal humana VK1 2-1-(1) 012 junto con la region J de JK4 (SEQ ID NO: 31).

Por consiguiente, en un ejemplo se proporciona un anticuerpo humanizado que comprende la secuencia dada en SEQ
ID NO: 1 para CDR-L1, la secuencia dada en SEQ ID NO: 2 para CDR-L2 y la secuencia dada en SEQ ID NO: 3 para
CDR-L3, en donde la regidon marco de cadena ligera se deriva del subgrupo humano VK1 2-1-(1) 012 mas la regién J
de JK4.

En un ejemplo, el dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo comprende la secuencia dada en SEQ ID NO:
15.

En un anticuerpo humanizado, las regiones marco no necesitan tener exactamente la misma secuencia que las del
anticuerpo aceptor. Por ejemplo, los restos inusuales se pueden cambiar por los restos que se presentan de manera
mas frecuente para esa clase o tipo de cadena del aceptor. Alternativamente, los restos seleccionados en las regiones
marco del aceptor se pueden cambiar, de manera que correspondan al resto encontrado en la misma posicién en el
anticuerpo donante (véase Reichmann et al., 1998, Nature, 332:323-324). Tales cambios se deben mantener al minimo
necesario para recuperar la afinidad del anticuerpo donante. En el documento W091/09967 se establece un protocolo
para seleccionar los restos en las regiones marco del aceptor, que pueden necesitar ser cambiadas.

Por consiguiente, en un ejemplo se proporciona un anticuerpo humanizado, en donde al menos el resto en la posicion
78 del dominio variable de la cadena pesada (numeracion Kabat) es un resto donante. En una realizacion, el resto 78
del dominio variable de la cadena pesada se reemplaza con alanina.

El resto donante como se emplea en la presente memoria se refiere a un resto del anticuerpo no humano (por ejemplo,
anticuerpo murino) que doné las CDRs.

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo humanizado en donde el dominio variable de la cadena pesada no
contiene ningun resto donante.

Por consiguiente, en un ejemplo se proporciona un anticuerpo humanizado, en donde al menos uno de los restos en
las posiciones 38, 71 y 87 del dominio variable de la cadena ligera (numeracion Kabat) son restos donantes. En una
realizacion, uno de los restos seleccionados de los restos en las posiciones 38, 71 y 87 del domino variable de la
cadena ligera (numeracion Kabat) es un resto donante. En una realizacion, dos de los restos seleccionados de los
restos en las posiciones 38, 71y 87, por ejemplo 38 y 71; 0 38 y 87; 0 71 y 87, del dominio variable de la cadena ligera
(numeracioén Kabat) son restos donantes. En una realizacion, los tres restos en las posiciones 38, 71 y 87 del dominio
variable de la cadena ligera (numeracion Kabat) son restos donantes.

Se describe el resto 38 del dominio variable de la cadena ligera reemplazado con lisina. Como alternativa, el resto 38
del dominio variable de la cadena ligera se reemplaza con glutamina.

Se describe una realizacion en donde el resto 71 del dominio variable de la cadena ligera se reemplaza con tirosina.
Se describe una realizacion en donde el resto 87 del dominio variable de la cadena ligera se reemplaza con fenilalanina.

Se describe un anticuerpo humanizado en donde solamente el resto 71 de la region variable de la cadena ligera es un
resto donante, preferiblemente tirosina.

También se describe un anticuerpo o un fragmento de unién anti-CSF-1R que tiene una cadena pesada que comprende
la secuencia del dominio variable de la cadena pesada dada en SEQ ID NO: 23 y una cadena ligera que comprende
la secuencia del dominio variable de la cadena ligera dada en SEQ ID NO: 15.

En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R del mismo que se une a
CSF-1R, preferiblemente al dominio extracelular de CSF-1R, mas preferiblemente al dominio extracelular del CSF-1R
humano, en donde el anticuerpo comprende el dominio variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 15 y el dominio
variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 23, preferiblemente en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal,
es un anticuerpo del tipo IgG1, 1IgG2, IgG4, es un Fab, Fab modificado, Fab', Fab' modificado, F(ab'),, Fv, anticuerpos
de dominio sencillo (por ejemplo VH o VL o VHH), scFv, anticuerpo bi, tri o tetra-valente, Bis-scFv, dianticuerpo,
trianticuerpo o tetranticuerpo.

También se describe una secuencia de anticuerpo que es 80% similar o idéntica a una secuencia descrita en la
presente memoria, por ejemplo 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% en parte o en toda la
secuencia relevante. En una realizacion, la secuencia relevante es SEQ ID NO: 15. En una realizacion, la secuencia
relevante es SEQ ID NO: 23.

“Identidad”, como se utiliza en la presente memoria, indica que, en cualquier posicién particular en las secuencias
alineadas, el resto de aminoacido es idéntico entre las secuencias. “Similitud”, como se utiliza en la presente memoria,
indica que, en cualquier posicién particular en las secuencias alineadas, el resto de aminoacido es de un tipo similar
entre las secuencias. Por ejemplo, la leucina puede cambiarse a isoleucina o valina. Otros aminoacidos que
frecuentemente se pueden intercambiar incluyen, pero no se limitan a:
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- fenilalanina, tirosina y triptéfano (aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas);
- lisina, arginina e histidina (aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas);

- aspartato y glutamina (aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas);

- asparagina y glutamina (aminoacidos que tienen cadenas laterales de amina); y

- cisteina y metionina (aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre). Los grados de identidad y
similitud se pueden calcular facilmente (Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press,
New York, 1988; Biocomputing. Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987, Sequence Analysis Primer, Gribskov,
M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991, el software BLAST™ disponible de NCBI (Altschul, S.F. et
al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410; Gish, W. y States, D.J. 1993, Nature Genet. 3:266-272. Maden, T.L. et al., 1996,
Meth. Enzymol. 266:131-141; Altschul, S.F. et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; Zhang, J. y Madden, T.L.
1997, Genome Res. 7:649-656).

Se describen en la presente memoria las moléculas de anticuerpo que pueden comprender una molécula de anticuerpo
completa que tiene cadenas pesadas y ligeras de longitud completa total o un fragmento de unién del mismo y pueden
ser, pero no se limitan a Fab, Fab modificado, Fab', Fab' modificado, F(ab'),, Fv, anticuerpos de un solo dominio (por
ejemplo VH o VL o VHH), scFv, anticuerpos bi, tri o tetra-valentes, Bis-scFv, dianticuerpos, trianticuerpos,
tetranticuerpos y fragmentos de union al epitopo de cualquiera de los anteriores (véase por ejemplo Holliger y Hudson,
2005, Nature Biotech. 23(9):1126-1136; Adair y Lawson, 2005, Drug Design Reviews — Online 2(3), 209-217). Los
métodos para crear y fabricar estos fragmentos de anticuerpos se conocen bien en la técnica (véase por ejemplo
Verma et al., 1998, Journal of Immunological Methods, 216:165-181). Otros fragmentos de anticuerpo para uso en la
presente invencion incluyen los fragmentos Fab y Fab' descritos en las solicitudes de patentes internacionales
WO05/003169, WO05/003170 y WO05/003171. Los anticuerpos multivalentes pueden comprender especificidades
multiples, por ejemplo, biespecificos o pueden ser monoespecificos (véase por ejemplo los documentos W092/22853,
WO05/113605, W02009/040562 y W0O2010/035012).

El fragmento de unién de un anticuerpo, como se emplea en la presente memoria, se refiere a un fragmento capaz de
unirse a un antigeno con afinidad para caracterizar el fragmento como especifico para el antigeno.

Se describe en la presente memoria un anticuerpo segun la presente descripcion proporcionado como una proteina
de fusion del anticuerpo de unién a CSF-1R que comprende una porcidon de inmunoglobulina, por ejemplo, un
fragmento Fab o Fab', y uno o dos anticuerpos de domino sencillo (dAb) asociados directamente o indirectamente a
la misma, por ejemplo, como se describe en los documentos W02009/040562, W0O2010/035012, WO2011/030107,
WO02011/061492 y WO2011/086091.

Se describen proteinas de fusidon que comprenden anticuerpos con dos dominios, por ejemplo, como un par de dominio
variable de cadena pesada (VH) y dominio variable de cadena ligera (VL), opcionalmente unidos por un enlace
disulfuro.

Se describe el elemento Fab o Fab' de la proteina de fusién que tiene la misma especificidad o una especificidad
similar con respecto al anticuerpo o anticuerpos de un solo dominio. En una realizacién, el Fab o Fab' tiene una
diferente especificidad con respecto al anticuerpo o anticuerpos de un solo dominio, es decir que la proteina de fusion
es multivalente. En una realizacion, una proteina de fusién multivalente segun la presente invencion tiene un sitio de
unién a albumina, por ejemplo, un par VH/VL de la misma proporciona un sitio de unién a albumina.

Se describen los dominios de la regiéon constante de la molécula del anticuerpo, que se pueden seleccionar teniendo
en cuenta la funcion propuesta de la molécula del anticuerpo, y en particular de las funciones efectoras que pueden
ser necesarias. Por ejemplo, los dominios de la regién constante pueden ser los dominios IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM de
humano. En particular, se pueden utilizar los dominios de la regién constante de la IgG humana, especialmente de los
isotipos IgG1 e IgG3 cuando las moléculas de anticuerpo van a ser necesarias para usos terapéuticos y no se
necesitan las funciones efectoras del anticuerpo. Alternativamente, los isotipos IgG2 e IgG4 se pueden utilizar cuando
la molécula de anticuerpo se requiera para propositos terapéuticos y no se requieren de funciones efectoras del
anticuerpo.

Se describe un anticuerpo que es un anticuerpo 1IgG2 o IgG4.

Se apreciara que también se pueden utilizar las variantes de la secuencia de estos dominios de region constante. Por
ejemplo, se pueden utilizar las moléculas IgG4 en las que la serina en posicion 241 ha cambiado a prolina como se
describié en Angal et al., 1993, Molecular Immunology, 1993, 30:105-108. Por consiguiente, en la realizacion en donde
el anticuerpo es un anticuerpo IgG4, el anticuerpo puede incluir la mutacién S241P.

También entendera un experto en la técnica que los anticuerpos se pueden someter a una variedad de modificaciones
pos-traduccionales. El tipo y extension de estas modificaciones frecuentemente depende de la linea celular
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hospedante, utilizada para expresar el anticuerpo, asi como de las condiciones de cultivo. Dichas modificaciones
pueden incluir variaciones en la glucosilacion, oxidacion de la metionina, formacion de dicetopiperazina, isomerizacion
del aspartato y deamidacion de la asparagina. Una modificacion frecuente es la pérdida de un resto basico carboxi-
terminal (tal como lisina o arginina) debido a la accion de carboxipeptidasas (como se describe en Harris, RJ. Journal
of Chromatography 705:129-134, 1995). Por consiguiente, la lisina C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo
puede estar ausente.

En una realizacion, la cadena pesada del anticuerpo comprende un dominio CH1 y la cadena ligera del anticuerpo
comprende un dominio CL, ya sea kappa o lambda.

En una realizacion, la cadena pesada del anticuerpo comprende un dominio CH1, un dominio CH2 y un dominio CH3
y la cadena ligera del anticuerpo comprende un dominio CL, ya sea kappa o lambda.

Un anticuerpo proporcionado por la presente invencién tiene una cadena pesada que comprende la secuencia dada
en SEQ ID NO: 27 y una cadena ligera que comprende la secuencia dada en SEQ ID NO: 19. También se proporciona
un anticuerpo anti-CSF-1R en el que las cadenas pesadas y ligeras son al menos 80% (preferiblemente 85%, 90%,
95% 0 98%) idénticas o similares a una cadena pesada que comprende la secuencia dada en SEQ ID NO: 27 y a una
cadena ligera que comprende la secuencia dada en SEQ ID NO: 19. En una realizacioén, la cadena ligera tiene o
consiste en la secuencia dada en SEQ ID NO: 19 y la cadena pesada tiene o consiste en la secuencia dada en SEQ
ID NO: 27. En ofra realizacion, la cadena ligera tiene o consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 19 y la cadena pesada
tiene o consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 27, en donde el aminoacido lisina en la posicién 453 de SEQ ID NO:
27 esta ausente o fue eliminado.

También se proporciona una region o epitopo especifico del CSF-1R humano que se une por un anticuerpo
proporcionado por la presente invencion, en particular un anticuerpo 969.g2 que comprende la secuencia gH2 (SEQ
ID NO: 27) de la cadena pesada y/o la secuencia gL7 (SEQ ID NO: 19) de la cadena ligera.

Esta region o epitopo especifico del polipéptido CSF-1R humano se puede identificar mediante cualquier método
adecuado de mapeo del epitopo conocido en la técnica en combinacién con cualquiera de los anticuerpos
proporcionados por la presente invencion. Los ejemplos de tales métodos incluyen seleccion de péptidos de longitudes
variables derivados del CSF-1R para la unién al anticuerpo de la presente invencion con el fragmento mas pequefio
que se puede unir especificamente al anticuerpo que contiene la secuencia del epitopo reconocido por el anticuerpo
(por ejemplo, un péptido en la regién de aproximadamente 5 a 20, preferiblemente de aproximadamente 7 aminoacidos
en longitud). Los péptidos CSF-1R se pueden producir de manera sintética o mediante digestion proteolitica del
polipéptido CSF-1R. Los péptidos que se unen al anticuerpo se pueden identificar, por ejemplo, por analisis de
espectrometria de masas. En otro ejemplo, se puede utilizar espectroscopia de NMR o cristalografia de rayos X para
identificar el epitopo unido por un anticuerpo de la presente invencién. Una vez identificado, se puede utilizar el
fragmento epitdpico que se une a un anticuerpo de la presente invencion, si se requiere, como un inmunogeno para
obtener anticuerpos adicionales que se unen al mismo epitopo.

Las moléculas biolégicas, tales como anticuerpo o fragmentos, contienen grupos funcionales acidos o basicos, dandole
asi a la molécula una carga neta positiva o negativa. La cantidad de carga general “observada” dependera de la
secuencia absoluta de aminoacidos de la entidad, el ambiente local de los grupos cargados en la estructura 3D y las
condiciones ambientales de la molécula. El punto isoeléctrico (pl) es el pH en el que una superficie de la misma,
accesible a la molécula o disolvente particular, no porta carga eléctrica. En un ejemplo, el anticuerpo CSF-1R y
fragmentos de la invencion, se pueden disefiar para que tengan un punto isoeléctrico apropiado. Esto puede conducir
a anticuerpos y/o fragmentos con propiedades mas robustas, en particular perfiles de solubilidad y/o estabilidad
adecuados y/o caracteristicas de purificacion mejoradas.

De este modo, en un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo CSF-1R humanizado disefiado para tener un
punto isoeléctrico diferente al del anticuerpo originalmente identificado. El anticuerpo puede, por ejemplo, disefiarse
mediante la sustitucion de un resto de aminoacido, tal como la sustitucion de un resto de aminoacido acido con uno o
mas restos de aminoacidos basicos. Alternativamente, se pueden introducir restos de aminoacidos basicos o se
pueden eliminar restos de aminoacidos acidos. Alternativamente, si la molécula tiene un valor de pl inaceptablemente
alto, se pueden introducir restos acidos para disminuir el pl, segun se requiera. Es importante que, al manipular el pl,
se debe tener la precaucion de conservar la actividad deseable del anticuerpo o fragmento. Por lo tanto, en una
realizacion, el anticuerpo o fragmento disefiado tiene la misma o sustancialmente la misma actividad que el anticuerpo
o fragmento "no modificado".

Los programas tales como **ExPASY http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html y http://www.iut-arles.up.univ-
mrs.fr/w3bb/d_abim/compo-p.html, se pueden utilizar para predecir el punto isoeléctrico del anticuerpo o fragmento.

Se apreciara que la afinidad de los anticuerpos proporcionados por la presente invencién se puede alterar utilizando
cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a variantes
de las moléculas de anticuerpo de la presente invencion, que tienen una afinidad mejorada por CSF-1R. Dichas
variantes se pueden obtener mediante una serie de protocolos de maduracién por afinidad que incluyen la mutacién
de las CDRs (Yang et al., 1995, J. Mol. Biol., 254:392-403), combinacion de la cadena (Marks et al., 1992,
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Bio/Technology, 10:779-783), uso de cepas mutantes de E. coli (Low et al., 1996, J. Mol. Biol., 250:359-368),
combinacion de ADN (Patten et al., 1997, Curr. Opin. Biotechnol., 8:724-733), presentacién de fagos (Thompson et al.,
J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y PCR sexual (Crameri et al., 1998, Nature, 391:288-291). Vaughan et al. (supra)
discuten estos métodos de maduracion de la afinidad.

Si se desea, un anticuerpo para uso en la presente invencion se puede conjugar con una o mas moléculas efectoras.
Se apreciara que la molécula efectora puede comprender una Unica molécula efectora o dos 0 mas de tales moléculas
unidas de manera que formen una Unica porcién que puede unirse a los anticuerpos de la presente invencién. Cuando
se desee obtener un fragmento de anticuerpo unido a una molécula efectora, este se puede preparar mediante
procedimientos quimicos estandar o de ADN recombinante en los que el fragmento del anticuerpo se une directamente
o mediante un agente de acoplamiento a la molécula efectora. Las técnicas para conjugar tales moléculas efectoras
con los anticuerpos se conocen bien en la técnica (véase, Hellstrom et al., Controlled Drug Delivery, 22 ed., Robinson
et al., eds., 1987, pp. 623-53; Thorpe et al., 1982, Immunol. Rev., 62:119-58 y Dubowchik et al., 1999, Pharmacology
and Therapeutics, 83, 67-123). Los procedimientos quimicos particulares incluyen, por ejemplo, aquellos descritos en
los documentos W093/06231, W092/22583, WO089/00195, W0O89/01476 y WO03/031581. Alternativamente, cuando
la molécula efectora es una proteina o polipéptido, el enlace se puede lograr utilizando procedimientos de ADN
recombinante, por ejemplo, como se describe en los documentos WO86/01533 y EP0392745.

El término molécula efectora como se utiliza en la presente memoria incluye, por ejemplo, agentes antineoplasicos,
farmacos, toxinas, proteinas biolégicamente activas, por ejemplo, enzimas, otros anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos, polimeros sintéticos o naturales, acidos nucleicos y fragmentos de los mismos, por ejemplo, ADN, ARN y
fragmentos de los mismos, radionuclidos, particularmente radioyoduro, radiois6topos, metales quelados,
nanoparticulas y grupos reporteros, tales como compuestos fluorescentes o compuestos que pueden detectarse
mediante espectroscopia de RMN o ESR.

Los ejemplos de moléculas efectoras pueden incluir citotoxinas o agentes citotdxicos que incluyen cualquier agente
que sea perjudicial para (por ejemplo, que destruya) las células. Los ejemplos incluyen combrestatinas, dolastatinas,
epotilonas, estaurosporinas, maytansinoides, enpongistatinas, rizoxina, halicondrinas, roridinas, hemiasterlinas, taxol,
citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina,
colchicina, doxorubicina, daunorubicina, dihidroxi antracin diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina y analogos y
homologos de los mismos.

Las moléculas efectoras también incluyen, pero no se limitan a, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil decarbacina), agentes alquilantes (por ejemplo mecloretamina,
tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclotosfamida, busulfan, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina platino (ll) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo,
daunorubicina (anteriormente daunomicina) y doxorubina), antibidticos (por ejemplo dactinomicina (anteriormente
actinomicina), bleomicina, mitramicina, antramicina (AMC), caliqueamicinas o duocarmicinas) y agentes antimitoticos
(por ejemplo, vincristina y vinblastina).

Otras moléculas efectoras pueden incluir radionuclidos quelados tales como ""'In y °°Y, Lu'"?, Bismuto?'3, Californio?%?,
Iridio®? y Tungsteno'®/Renio'®; o farmacos tales como, pero no limitados a, alquilfosfocolinas, inhibidores de la
topoisomerasa |, taxoides y suramina.

Otras moléculas efectoras incluyen proteinas, péptidos y enzimas. Las enzimas de interés incluyen, pero no se limitan
a, enzimas proteoliticas, hidrolasas, liasas, isomerasas, transferasas. Las proteinas, polipéptidos y péptidos de interés
incluyen, pero no se limitan a, inmunoglobulinas, toxinas tales como abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas o
toxina de la difteria, una proteina tal como insulina, factor de necrosis tumoral, interferén a, interferén B, factor de
crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas o activador de plasmindgeno tisular, un agente
trombdtico o un agente anti-angiogénico, por ejemplo angiostatina o endostatina, o un modificador de la respuesta
bioldgica, tal como una linfocina, interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), factor de crecimiento nervioso (NGF) u otro
factor de crecimiento e inmunoglobulinas.

Otras moléculas efectoras pueden incluir sustancias detectables utiles, por ejemplo, en el diagndstico. Los ejemplos
de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos protésicos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes, nucleidos radiactivos, metales emisores de positrones (para uso en
tomografia por emision de positrones) e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. VVéase, en general, la Patente
de Estados Unidos No 4,741,900 para iones metalicos que pueden conjugarse con anticuerpos para uso como
diagndstico. Las enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o
acetilcolinesterasa; los grupos protésicos adecuados incluyen estreptavidina, avidina y biotina; los materiales
fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, fluoresceina
diclorotriazinilamina, cloruro de dansilo y ficoeritrina; los materiales luminiscentes adecuados incluyen luminol; los
materiales bioluminiscentes adecuados incluyen luciferasa, luciferina y acuorina; y los nucleidos radiactivos adecuados
incluyen 29, 131, "M|n y 99T,

En otro ejemplo, la molécula efectora puede aumentar la semi-vida del anticuerpo in vivo y/o reducir la
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inmunogenicidad del anticuerpo y/o mejorar la administracion de un anticuerpo a través de una barrera epitelial al
sistema inmune. Los ejemplos de moléculas efectoras adecuadas de este tipo incluyen polimeros, albumina, proteinas
de unién a albumina o compuestos de unién a albumina tales como los descritos en el documento WO05/117984.

En una realizacion, es ventajosa una semi-vida proporcionada por una molécula efectora que es independiente del
CSF-1R.

Cuando la molécula efectora es un polimero, puede ser, en general, un polimero sintético o natural, por ejemplo, un
polialquileno, polialquenileno o polioxialquileno de cadena lineal o ramificada opcionalmente sustituido o un
polisacarido ramificado o no ramificado, por ejemplo, un homo o heteropolisacarido.

Los sustituyentes opcionales especificos que pueden estar presentes en los polimeros sintéticos anteriormente
mencionados incluyen uno o mas grupos hidroxi, metilo o metoxi.

Los ejemplos especificos de polimeros sintéticos incluyen poli(etilenglicol), poli(propilenglicol) poli(alcohol vinilico) de
cadena lineal o ramificada opcionalmente sustituido o derivados de los mismos, especialmente poli(etilenglicol)
opcionalmente sustituido, tal como metoxipoli(etilenglicol) o derivados del mismo.

Los polimeros naturales especificos incluyen lactosa, amilosa, dextrano, glucégeno o derivados de los mismos.

En una realizacion, el polimero es albumina o un fragmento de la misma, tal como albumina de suero humano o un
fragmento de la misma.

Los "derivados", como se utilizan en la presente memoria, pretenden incluir derivados reactivos, por ejemplo, grupos
reactivos selectivos para tiol tales como maleimidas y los similares. El grupo reactivo puede estar unido al polimero
de manera directa o a través de un segmento enlazador. Se apreciara que el resto de tal grupo formara en algunos
casos parte del producto como el grupo de enlace entre el fragmento del anticuerpo y el polimero.

El tamafio del polimero puede variar segin se desee, pero generalmente estara en un intervalo de peso molecular
medio de 500Da a 50000Da, por ejemplo, de 5000 a 40000Da, tal como de 20000 a 40000Da. El tamafio del polimero
se puede seleccionar, en particular, en funcion del uso previsto del producto, por ejemplo, la capacidad de localizarse
en ciertos tejidos tales como tumores o prolongar la semi-vida en circulacién (para una revision, véase Chapman, 2002,
Advanced Drug Delivery Reviews, 54, 531-545). Asi, por ejemplo, cuando se pretende que el producto salga de la
circulacién y penetre en el tejido, por ejemplo, para su uso en el tratamiento de un tumor, puede ser ventajoso utilizar
un polimero de peso molecular pequefio, por ejemplo, con un peso molecular de alrededor de 5000Da. Para
aplicaciones en donde el producto permanece en la circulacién, puede ser ventajoso utilizar un polimero de peso
molecular superior, por ejemplo, que tiene un peso molecular en el intervalo de 20000Da a 40000Da.

Los polimeros adecuados incluyen un polimero de polialquileno, tal como un poli(etilenglicol) o, especialmente, un
metoxipoli(etilenglicol) o un derivado del mismo, y especialmente con un peso molecular en el intervalo de
aproximadamente 15000Da a aproximadamente 40000Da.

En un ejemplo, los anticuerpos para uso en la presente invencion se unen a porciones de poli(etilenglicol) (PEG). En
un ejemplo particular, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo y las moléculas de PEG se pueden unir a través de
cualquier grupo funcional de aminoacido de cadena lateral o de aminoacido terminal disponible ubicado en el
fragmento del anticuerpo, por ejemplo, cualquier grupo amino libre, imino, tiol, hidroxilo o carboxilo. Dichos
aminoacidos pueden aparecer naturalmente en el fragmento del anticuerpo o se pueden modificar por ingenieria
genética en el fragmento utilizando métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, los documentos US 5,219,996;
US 5,667,425; W098/25971, W0O2008/038024). En un ejemplo, la molécula de anticuerpo de la presente invencion es
un fragmento Fab modificado en donde la modificacion es la adicién en el extremo C-terminal de uno o mas
aminoacidos de cadena pesada para permitir la unién de una molécula efectora. Adecuadamente, los aminoacidos
adicionales forman una region bisagra modificada que contiene uno o mas restos de cisteina a los que se puede unir
la molécula efectora. Se pueden utilizar multiples sitios para unir dos o0 mas moléculas de PEG.

Adecuadamente, las moléculas de PEG estan unidas covalentemente a través de un grupo tiol de al menos un resto
de cisteina localizado en el fragmento del anticuerpo. Cada molécula de polimero unida al fragmento de anticuerpo
modificado se puede unir covalentemente al atomo de azufre de un resto de cisteina ubicado en el fragmento. El
enlace covalente generalmente sera un enlace disulfuro o, en particular, un enlace azufre-carbono. Cuando se utiliza
un grupo tiol como el punto de unién, se pueden utilizar moléculas efectoras apropiadamente activadas, por ejemplo,
derivados selectivos de tiol tales como maleimidas y derivados de cisteina. Se puede utilizar un polimero activado
como materia prima en la preparacion de fragmentos de anticuerpos modificados con polimeros como se describié
anteriormente. El polimero activado puede ser cualquier polimero que contiene un grupo reactivo tiol tal como un acido
o éster a-halocarboxilico, por ejemplo, yodoacetamida, una imida, por ejemplo, maleimida, una vinil sulfona o un
disulfuro. Dichas materias primas se pueden obtener comercialmente (por ejemplo, de Nektar, anteriormente
Shearwater Polymers Inc., Huntsville, AL, USA) o se pueden preparar a partir de materias primas comercialmente
disponibles utilizando procedimientos quimicos convencionales. Las moléculas de PEG particulares incluyen metoxi-
PEG-amina 20K (obtenible de Nektar, anteriormente Shearwater; Rapp Polymere; y SunBio) y M-PEG-SPA (obtenible
de Nektar, anteriormente Shearwater).
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Se describe un fragmento Fab modificado, fragmento Fab' o diFab que esta PEGilado, es decir, tiene PEG
(poli(etilenglicol)) covalentemente unido al mismo, por ejemplo, segun el método descrito en los documentos EP
0948544 o EP1090037 [véase también "Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications',
1992, J. Milton Harris (ed), Plenum Press, New York, "Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biological
Applications", 1997, J. Milton Harris y S. Zalipsky (eds), American Chemical Society, Washington DC y "Bioconjugation
Protein Coupling Techniques for the Biomedical Sciences", 1998, M. Aslam y A. Dent, Grove Publishers, New York;
Chapman, A. 2002, Advanced Drug Delivery Reviews 2002, 54:531-545]. En un ejemplo, el PEG esta unido a una
cisteina en la region bisagra. En un ejemplo, un fragmento Fab modificado con PEG tiene un grupo de maleimida
covalentemente unido a un solo grupo tiol en una regiéon bisagra modificada. Un resto de lisina se puede unir
covalentemente al grupo maleimida y a cada uno de los grupos amina en el resto de lisina se puede unir un polimero
de metoxipoli(etilenglicol) que tiene un peso molecular de aproximadamente 20,000Da. Por lo tanto, el peso molecular
total del PEG unido al fragmento Fab puede ser de aproximadamente 40,000Da.

Las moléculas de PEG particulares incluyen 2-[3-(N-maleimido)propionamido]etilamida de lisina modificada con N,N'-
bis(metoxipoli(etilenglicol) PM 20,000), también conocida como PEG2MAL40K (que se puede obtener de Nektar,
anteriormente Shearwater).

Las fuentes alternativas de enlazadores PEG incluyen los NOF que suministran GL2-400MA3 (en donde m en la
estructura a continuacion es 5) y GL2-400MA (en donde m es 2) y n es aproximadamente 450:

H,CO-~(CH,CH,0),
H;CO-(CH,CH,0)" ™ ;?
{'}WwY {Qﬁz}m S
O
mes205
Es decir, cada PEG es de aproximadamente 20,000Da.
Asi, en una realizacion, el PEG es 2,3-bis(metilpolioxietileno-oxi)-1-{[3-(6-maleimido-1-

oxohexil)amino]propiloxithexano (el PEG ramificado con 2 grupos, -CH2)sNHCO(CH:)s-MAL, Pm 40,000 conocido
como SUNBRIGHT GL2-400MA3.

Otras moléculas efectoras PEG alternativas son del siguiente tipo:

CH,0-(CH,CH,O)n

N
CH,0-(CH,CH,O)n /

@)

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo, tal como un anticuerpo de longitud completa, que esta PEGilac
(por ejemplo, con un PEG descrito en la presente memoria), unido a través de un resto de aminoacido cisteina en o
en las proximidades del aminoacido 226 en la cadena, por ejemplo, en el aminoacido 226 de la cadena pesada
(mediante numeracion secuencial).

En una realizacion, la presente descripcion proporciona una molécula de PEG Fab' que comprende uno o mas
polimeros de PEG, por ejemplo 1 o 2 polimeros, tales como un polimero o polimeros de 40 kDa.
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Las moléculas de Fab-PEG segun la presente descripcion pueden ser particularmente ventajosas porque tienen una
semi-vida independiente del fragmento Fc.

En una realizacion, se proporciona un scFv conjugado con un polimero, tal como una molécula de PEG, una molécula
de almidén o una molécula de albumina.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento se conjuga con una molécula de almidén, por ejemplo, para aumentar
la semi-vida. Los métodos de conjugacion comienzan con una proteina como se describié en el documento US
8,017,739.

Una molécula informadora como se emplea en la presente memoria es una molécula que se puede detectar, por
ejemplo, con un colorante fluorescente, un marcador radioactivo u otra entidad detectable.

La presente invencion también proporciona una secuencia de ADN aislada que codifica la(s) cadena(s) pesada(s) y
ligera(s) de una molécula de anticuerpo de la presente invencion. Adecuadamente, la secuencia de ADN codifica la
cadena pesada o ligera de una molécula de anticuerpo de la presente invencion. La secuencia de ADN de la presente
invencion puede comprender ADN sintético, por ejemplo, producido por procesamiento quimico, ADNc, ADN genémico
o cualquier combinacién de los mismos.

Las secuencias de ADN que codifican una molécula del anticuerpo de la presente invencion se pueden obtener por
métodos bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican parte
o la totalidad de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo se pueden sintetizar, segun se desee, a partir de las
secuencias de ADN determinadas o con base en las secuencias de aminoacidos correspondientes.

EI ADN que codifica las secuencias marco aceptoras esta ampliamente disponible para aquellos expertos en la técnica
y se puede sintetizar faciimente con base en sus secuencias de aminoacidos conocidas.

Se pueden utilizar técnicas estandar de biologia molecular para preparar las secuencias de ADN que codifican la
molécula de anticuerpo de la presente invencion. Las secuencias de ADN deseadas se pueden sintetizar
completamente o en parte utilizando técnicas de sintesis de oligonucledtidos. Las técnicas de mutagénesis dirigida y
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden utilizar segin sea apropiado.

En la Figura 1 se proporcionan ejemplos de secuencias de ADN adecuadas.

La presente invencidon también se refiere a un vector de clonacién o expresién que comprende una o0 mas secuencias
de ADN de la presente invencion. Por consiguiente, se proporciona un vector de clonacion o expresion que comprende
una o mas secuencias de ADN que codifican un anticuerpo de la presente invencién. En una realizacion, el vector
comprende las secuencias dadas en SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 20. Adecuadamente, el vector de clonacion o
expresion comprende dos secuencias de ADN, que codifican la cadena ligera y la cadena pesada de la molécula de
anticuerpo de la presente invencion., preferiblemente SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 20, respectivamente, y las
secuencias de sefal adecuadas. En un ejemplo, el vector comprende una secuencia intergénica entre las cadenas
pesada y ligera (véase el documento WO03/048208).

Los métodos generales mediante los cuales se pueden construir los vectores, los métodos de transfeccion y los
métodos de cultivo son bien conocidos por los expertos en la técnica. A este respecto, se hace referencia a "Current
Protocols in Molecular Biology", 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, Nueva York y el Manual Maniatis
producido por Cold Spring Harbor Publishing.

También se proporciona una célula hospedadora que comprende uno o mas vectores de clonacién o expresion que
comprenden una o mas secuencias de ADN que codifican un anticuerpo de la presente invencion. Se puede utilizar
cualquier sistema de célula hospedadora/vector adecuado para la expresion de las secuencias de ADN que codifican
la molécula de anticuerpo de la presente invencion. Se pueden utilizar bacterias, por ejemplo E. coli, y otros sistemas
microbianos o eucariéticos, por ejemplo, también se pueden utilizar sistemas de expresion de células hospedadoras
de mamifero. Las células hospedadoras de mamifero adecuadas incluyen células CHO, mieloma o hibridoma.

La presente invencion también proporciona un proceso para la produccion de una molécula de anticuerpo, segun la
presente invencién, que comprende cultivar una célula hospedadora que contiene un vector de la presente invencion
en condiciones adecuadas para conducir a la expresién de proteinas a partir del ADN que codifica la molécula del
anticuerpo de la presente invencion, y aislar la molécula del anticuerpo.

También se describe una molécula del anticuerpo que puede comprender solo un polipéptido de cadena pesada o
ligera, en cuyo caso solo se necesita una secuencia codificante del polipéptido de cadena pesada o cadena ligera para
transfectar las células hospedadoras. Para la produccién de productos que comprenden tanto cadenas pesadas como
ligeras, la linea celular se puede transfectar con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido de cadena
ligera y un segundo vector que codifica un polipéptido de cadena pesada. Alternativamente, se puede utilizar un solo
vector, el vector que incluye secuencias que codifican los polipéptidos de cadena ligera y cadena pesada.

Los anticuerpos y fragmentos segun la presente descripcion se expresan a buenos niveles a partir de las células
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hospedadoras. Por lo tanto, las propiedades de los anticuerpos y/o fragmentos de unién son adecuados para la
expresion a escala comercial.

Por lo tanto, se proporciona un proceso para cultivar una célula hospedadora y expresar un anticuerpo o fragmento
del mismo, aislar este ultimo y opcionalmente purificarlo para proporcionar un anticuerpo o fragmento aislado. En una
realizacion, el proceso comprende ademas la etapa de conjugar una molécula efectora con el anticuerpo o fragmento
aislado, por ejemplo, conjugarlo con un polimero PEG en particular como se describe en la presente memoria.

En una realizacion, se proporciona un proceso para purificar un anticuerpo (en particular un anticuerpo o fragmento
segun la invencion) que comprende llevar a cabo una cromatografia de intercambio aniénico en un modo de no union,
de tal manera que se retienen las impurezas en la columna y se eluye el anticuerpo.

En una realizacion, la purificacion emplea captura por afinidad sobre la columna de CSF-1R.

En una realizacion, la purificacién emplea azul cibacron o similar para la purificacion de las moléculas de conjugado o
fusién con albumina.

Las resinas de intercambio iénico adecuadas para uso en el proceso incluyen la resina Q.FF (suministrada por GE-
Healthcare). La etapa se puede realizar, por ejemplo, a un pH de aproximadamente 8.

El proceso puede comprender ademas una etapa de captura inicial que emplea cromatografia de intercambio catiénico,
que se lleva a cabo, por ejemplo, a un pH de aproximadamente 4 a 5, tal como 4,5. La cromatografia de intercambio
catidnico puede, por ejemplo, emplear una resina tal como resina CaptoS o SP sefarosa FF (suministrada por GE-
Healthcare). El anticuerpo o fragmento se puede eluir entonces de la resina empleando una solucién de sal i6nica tal
como cloruro de sodio, por ejemplo, a una concentracién de 200 mM.

Por lo tanto, la etapa o etapas de cromatografia pueden incluir una o mas etapas de lavado, segun sea apropiado.

El proceso de purificacién también puede comprender una o mas etapas de filtracion, tal como una etapa de
diafiltracion.

Por lo tanto, en una realizacidon se proporciona un anticuerpo o fragmento anti-CSF-1R purificado, por ejemplo, un
anticuerpo o fragmento humanizado, en particular un anticuerpo o fragmento segun la invenciéon, en forma
sustancialmente purificada, en particular libre o sustancialmente libre de endotoxina y/o de proteina o ADN de célula
hospedadora.

Forma purificada como se utilizé supra pretende referirse a al menos 90% de pureza, tal como 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99% p/p de pureza o mas.

Sustancialmente libre de endotoxina, generalmente pretende referirse a un contenido de endotoxina de 1 EU por mg
de producto anticuerpo o menos, tal como 0,5 0 0,1 EU por mg de producto.

Sustancialmente libre de proteina o ADN de la célula hospedadora, generalmente pretende referirse a un contenido
de proteina y/o ADN de célula hospedadora de 400 pg por mg de producto del anticuerpo o menos tal como 100 pg
por mg o menos, en particular 20 pg por mg, segun sea apropiado.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R (o composiciones farmacéuticas que
comprenden el mismo) segun la descripciéon para uso como un medicamento.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R (o composiciones farmacéuticas que
comprenden el mismo) segun la descripcion, para el tratamiento del cancer.

La presente invencion también proporciona el uso de un anticuerpo anti-CSF-1R (o composicién farmacéutica que
comprende el mismo) segun la descripcion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis del
cancer.

La presente invencion también proporciona un método para el tratamiento de un sujeto humano que padece de, o que
esta en riesgo, de padecer cancer, el método comprende la administracion al sujeto de una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti-CSF-1R segun la descripcion.

El anticuerpo segun la descripcion se puede utilizar para tratar cancer, que se selecciona del grupo que consiste en
cancer de mama, cancer de prostata, cancer de hueso, mieloma, cancer colorectal, leucemia, linfoma, cancer de piel
tal como melanoma, cancer esofagico, cancer gastrico, cancer astrocitico, cancer endometrial, cancer cervical, cancer
de la vejiga, cancer renal, cancer pulmonar, cancer hepatico, cancer de la tiroides, cancer de cabeza y cuello, cancer
pancreatico y cancer ovarico.

En una realizacion, el cancer es cancer que ha formado metastasis a partir de cualquiera de los canceres antes listados,
en particular el cancer de hueso.
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De manera sorprendente, hemos sido capaces de demostrar que un anticuerpo anti-CSF-1R que inhibe la actividad
de CSF-1R esta activo en el tratamiento de la enfermedad fibrética. De manera especifica, hemos sido capaces de
demostrar que un anticuerpo anti-CSF-1R se encuentra activo en modelos animales in vivo de la fibrosis pulmonar.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R (o composiciones farmacéuticas que
comprenden el mismo) segun la descripcion, para el tratamiento de la enfermedad fibroética.

La presente invencion también proporciona el uso de un anticuerpo anti-CSF-1R (o composicién farmacéutica que
comprende el mismo) segun la descripcion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de la
enfermedad fibrotica.

La presente invencion también proporciona un método para el tratamiento de un sujeto humano que padece o esta en
riesgo de padecer enfermedad fibrética, cuyo método comprende la administracion al sujeto de una cantidad eficaz de
un anticuerpo anti-CSF-1R segun la descripcion.

En la presente solicitud, el término “enfermedad fibrética” incluye las enfermedades que se caracterizan por una
respuesta aberrante a la cicatrizacién de heridas en donde se forma un exceso de tejido conjuntivo fibroso en un
organo o tejido. Las enfermedades fibréticas ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, fibrosis pulmonares tales como
fibrosis pulmonar idiopatica y fibrosis quistica, fibrosis renal incluyendo atrofia tubular y fibrosis intersticial, fibrosis
hepatica, cirrosis hepatica, colangitis esclerosante primaria, cirrosis biliar primaria, fibrosis endomiocardial, fibrosis
mediastinal, mielofibrosis, fibrosis retroperitoneal, fibrosis masiva progresiva, fibrosis sistémica nefrogénica,
enfermedad de Crohn, queloide, infarto del miocardio, escleroderma, esclerosis sistémica y artrofibrosis.

En una realizacion, los anticuerpos o fragmentos segun la descripcion se emplean en el tratamiento o profilaxis del
cancer o de la enfermedad fibrética.

El anticuerpo, segun la descripcion, se puede utilizar en el tratamiento de las enfermedades inflamatorias, como, por
ejemplo, artritis inflamatoria, aterosclerosis, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, espondilitis reumatoide, espondilitis anquilosante, artritis, artritis psoriasica, artritis reumatoide,
osteoartritis, eccema, dermatitis por contacto, psoriasis, sindrome de choque téxico, sepsis, choque séptico, choque
endotdxico, asma, enfermedad inflamatoria pulmonar crénica, silicosis, sarcoidosis pulmonar, osteoporosis, restenosis,
lesién de reperfusion cardiaca y renal, trombosis, glomerulonefritis, diabetes, reaccion de injerto contra huésped,
rechazo de aloinjerto, esclerosis multiple, degeneracién muscular, distrofia muscular, enfermedad de Alzheimer y
accidente cerebrovascular.

Los anticuerpos y fragmentos segun la presente descripcion pueden emplearse en el tratamiento o la profilaxis.

La molécula de anticuerpo de la presente invencion también se puede utilizar en el diagnéstico, por ejemplo, en el
diagnéstico in vivo y en la obtencion de imagenes de estados de enfermedad que implican CSF-1R.

Como los anticuerpos de la presente invencion son Utiles en el tratamiento y/o la profilaxis de una afeccion patoldgica,
la presente invenciéon también proporciona una composicion farmacéutica o de diagndéstico que comprende una
molécula de anticuerpo de la presente invencion en combinacién con uno o mas de un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Por consiguiente, se proporciona el uso de un anticuerpo de la invencion para la
fabricacion de un medicamento. La composicion generalmente se suministrara como parte de una composicion
farmacéutica estérii que normalmente incluirda un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Una composicion
farmacéutica de la presente invencion puede comprender adicionalmente un adyuvante farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también proporciona un proceso para la preparaciéon de una composicién farmacéutica o de
diagnéstico que comprende afadir y mezclar la molécula de anticuerpo de la presente invencion junto con uno o mas
de un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La molécula de anticuerpo puede ser el Unico ingrediente activo en la composicién farmacéutica o de diagnostico.
Alternativamente, el anticuerpo se puede administrar en combinacion, por ejemplo, simultdaneamente, secuencialmente
0 por separado, con uno o mas ingredientes terapéuticamente activos. Segun la molécula de anticuerpo en la
composicion farmacéutica o de diagnostico, se puede acompafar de otros ingredientes activos que incluyen otros
ingredientes de anticuerpos, por ejemplo, los anticuerpos de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR, HER-2), de los receptores del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), del receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), o ingredientes que no son anticuerpos, tales como imatinib, dasatinib,
nioltinib, basutinib, gefitinib, erlotinib, temsirolimus, vandetanib, vemurafenib, crizotinib, vorinostat, romidepsin,
bortezomib, sorafenib, sunitinib, pazopanib, regorafenib, carbozantinib, Perfenidona, esteroides u otras moléculas tipo
farmaco, en particular moléculas tipo farmaco cuya semi-vida es independiente de la unién a CSF-1R.

El ingrediente activo tal como se emplea en la presente memoria se refiere a un ingrediente con un efecto
farmacoldgico, tal como un efecto terapéutico, a una dosis relevante.

Las composiciones farmacéuticas comprenden adecuadamente una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo
de la invencion. El término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se utiliza en la presente memoria, se refiere a
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una cantidad de un agente terapéutico necesario para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o afeccioén diana, o
para mostrar un efecto terapéutico, farmacoldgico o preventivo detectable. Para cualquier anticuerpo, la cantidad
terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente ya sea en ensayos de cultivo celular o en modelos animales,
generalmente en roedores, conejos, perros, cerdos o primates. El modelo animal también se puede utilizar para
determinar el intervalo de concentracién apropiado y la via de administracion. Dicha informacion se puede utilizar para
determinar las dosis Utiles y las vias de administracion en humanos.

La cantidad terapéuticamente eficaz precisa para un sujeto humano dependera de la gravedad del estado de
enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, peso y género del sujeto, dieta, tiempo y frecuencia de administracion,
la(s) combinacién(es) de farmaco(s), sensibilidades de reaccion y tolerancia/respuesta a la terapia. Esta cantidad se
puede determinar mediante experimentacion de rutina y esta dentro del criterio del médico. En general, una cantidad
terapéuticamente eficaz sera de 0,01 mg/kg a 500 mg/kg, por ejemplo, de 0,1 mg/kg a 200 mg/kg, tal como 100 mg/kg.

Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar convenientemente en formas de dosis unitarias que contienen
una cantidad predeterminada de un agente activo de la invencion por dosis.

Las dosis terapéuticas de los anticuerpos segun la presente descripcidon no muestran efectos toxicolégicos aparentes
o limitados in vivo.

Las composiciones se pueden administrar individualmente a un paciente o se pueden administrar en combinacion (por
ejemplo, de manera simultanea, secuencial o por separado) con otros agentes, farmacos u hormonas.

En una realizacion, los anticuerpos o fragmentos de unién segun la presente descripcion se emplean con una o mas
opciones de tratamiento del cancer, tales como, por ejemplo, quimioterapia, radioterapia o cirugia. Si se administra
con un quimioterapéutico, el anticuerpo se puede administrar antes o después del agente quimioterapéutico o al mismo
tiempo. Los tratamientos de quimioterapia que se pueden utilizar en combinaciéon con las proteinas de unién al
antigeno que se proporcionan, incluyen, pero no se limitan a agentes alquilantes/que dafian el ADN (por ejemplo,
carboplatina, cisplatina), antimetabolitos (por ejemplo, capecitabina, gemcitabina, 5-fluorouracilo), inhibidores mitéticos
(por ejemplo, paclitaxel, vincristina).

Los anticuerpos que se utilizaran para tratar diversas enfermedades inflamatorias se pueden utilizar solos o
combinados con otros varios agentes antiinflamatorios.

Los anticuerpos que se utilizaran para tratar diversas enfermedades fibréticas se pueden utilizar solos o combinados
con otros varios agentes antifibréticos. Un ejemplo de tal agente es la perfedidona.

La dosis a la que se administra la molécula de anticuerpo de la presente invenciéon depende de la naturaleza de la
condicién que se va a tratar, la gravedad de la presente afeccion y de si la molécula de anticuerpo se esta utilizando
de forma profilactica o para tratar una afeccion existente.

La frecuencia de la dosis dependera de la semi-vida de la molécula de anticuerpo y de la duracién de su efecto. Si la
molécula de anticuerpo tiene una semi-vida corta (por ejemplo, de 2 a 10 horas) puede ser necesario administrar una
o0 mas dosis por dia. Alternativamente, si la molécula de anticuerpo tiene una semi-vida larga (por ejemplo, de 2 a 15
dias) y/o un perfil farmacodinamico (PD) de larga duracion, puede ser necesario solamente administrar una dosis una
vez al dia, una vez por semana o incluso una vez cada 1 o 2 meses.

Se pretende que la semi-vida, como se emplea en la presente memoria, se refiera a la duracién de la molécula en
circulacion, por ejemplo, en suero/plasma.

La farmacodinamica, como se emplea en la presente memoria, se refiere al perfil y, en particular, a la duracion de la
accion biolégica de la molécula segun la presente descripcion.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable no debe inducir por si mismo la produccién de anticuerpos perjudiciales para
el individuo que recibe la composicion y no debe ser toxico. Los vehiculos adecuados pueden ser macromoléculas
grandes, que se metabolizan lentamente, tales como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicdlicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas virales inactivas.

Se pueden utilizar sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales, tales como
hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos,
malonatos y benzoatos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente liquidos
tales como agua, solucion salina, glicerol y etanol. Ademas, en tales composiciones pueden estar presentes sustancias
auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsificantes o sustancias tamponantes del pH. Dichos vehiculos
permiten que las composiciones farmacéuticas se formulen en forma de comprimidos, pildoras, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, lechadas y suspensiones, para la ingestion por parte del paciente.

Las formas adecuadas para administracion incluyen formas adecuadas para la administracion parenteral, por ejemplo,
mediante inyeccion o infusién, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusidon continua. Cuando el producto es
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para inyeccion o infusion, puede tomar la forma de una suspension, solucion o emulsion en un vehiculo oleoso o
acuoso y puede contener agentes de formulacion, tales como agentes de suspension, conservantes, estabilizantes
y/o dispersantes. Alternativamente, la molécula de anticuerpo puede estar en forma seca, para su reconstitucion antes
del uso con un liquido estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencion se pueden administrar directamente al sujeto. Los sujetos a
tratar pueden ser animales. Sin embargo, en una o mas realizaciones, las composiciones estan adaptadas para la
administracion a sujetos humanos.

Adecuadamente, en las formulaciones segun la presente descripcion, el pH de la formulacién final no es similar al
valor del punto isoeléctrico del anticuerpo o fragmento, por ejemplo, si el pH de la formulacién es 7, entonces puede
ser apropiado un pl de 8-9 o superior. Si bien no deseamos estar limitados por la teoria se piensa que esto puede
finalmente proporcionar una formulacion final con estabilidad mejorada, por ejemplo, el anticuerpo o fragmento
permanece en solucioén.

En un ejemplo, la formulacion farmacéutica a un pH en el intervalo de 4,0 a 7,0 comprende: 1 a 200mg/mL de un
anticuerpo segun la presente descripcion, 1 a 100mM de un tampédn, 0,001 a 1% de un tensioactivo, a) 10 a 50mM de
un estabilizante, b) 10 a 500mM de un estabilizante y 5 a 500 mM de un agente de tonicidad, o c) 5 a 500 mM de un
agente de tonicidad.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar por varias rutas incluyendo, pero no
limitadas a, rutas oral, intravenosa, intramuscular, intra-arterial, intramedular, intratecal, intraventricular, transdermal,
transcutanea (por ejemplo, véase el documento W0O98/20734), subcutanea, intraperitoneal, intranasal, enteral, topica,
sublingual, intravaginal o rectal. También se pueden utilizar los hipoaerosoles para administrar las composiciones
farmacéuticas de la invencion. Tipicamente, las composiciones terapéuticas se pueden preparar como inyectables, ya
sea como soluciones liquidas o suspensiones. También se pueden preparar las formas sdlidas adecuadas para
solucidén en, o suspension en, vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

La administracién directa de las composiciones generalmente se lograra mediante inyeccion, subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscularmente, o se administra al espacio intersticial de un tejido. Las
composiciones también se pueden administrar dentro de una lesién. La dosis de tratamiento puede ser un programa
de dosis Unica o un programa de dosis mulltiple.

Se apreciara que el ingrediente activo en la composicion sera una molécula de anticuerpo. Como tal, sera susceptible
a la degradacion en el tracto gastrointestinal. Por lo tanto, si la composicion se va a administrar mediante una via que
utilice el tracto gastrointestinal, la composicion necesitara contener agentes que protejan al anticuerpo de la
degradacion, pero que liberen al anticuerpo una vez que ha sido absorbido desde el tracto gastrointestinal.

Esta disponible una discusion a fondo de los vehiculos farmacéuticamente aceptables en Remington’s Pharmaceutical
Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

En una realizacion, la formulaciéon se proporciona como una formulacion para administraciones topicas incluyendo
inhalacion.

Las preparaciones inhalables adecuadas incluyen polvos inhalables, aerosoles medidos que contienen gases
propelentes o soluciones inhalables libres de gases propelentes. Los polvos inhalables, segun la descripcion, que
contienen la sustancia activa, pueden consistir solamente de las sustancias activas antes mencionadas o de una
mezcla de las sustancias activas antes mencionadas con excipientes fisioldgicamente aceptables.

Estos polvos inhalables pueden incluir monosacaridos (por ejemplo, glucosa o arabinosa), disacaridos (por ejemplo,
lactosa, sacarosa, maltosa), oligo- y polisacaridos (por ejemplo, dextranos), polialcoholes (por ejemplo, sorbitol,
manitol, xilitol), sales (por ejemplo, cloruro de sodio, carbonato de calcio) o mezclas de estos entre si. Los mono- o
disacaridos se utilizan de manera adecuada, particularmente se utiliza lactosa o glucosa en forma de sus hidratos,
pero no de manera exclusiva.

Para depositarse en el pulmén, las particulas requieren un tamafio de particula menor de 10 micras, tal como 1-9
micras, por ejemplo de 0,1 a 5 um, en particular de 1 a 5 um. El tamafio de particula del ingrediente activo (tal como
el anticuerpo o fragmento) es de gran importancia.

Los gases propelentes que se pueden utilizar para preparar los aerosoles inhalables se conocen en la técnica. Los
gases propelentes adecuados se seleccionan de entre hidrocarburos tales como n-propano, n-butano o isobutano y
halohidrocarburos tales como derivados clorados y/o fluorados de metano, etano, propano, butano, ciclopropano o
ciclobutano. Los gases propelentes antes mencionados se pueden utilizar como tal o en mezclas de los mismos.

Los gases propelentes particularmente adecuados son derivados de alcano halogenado seleccionados de entre TG
11, TG 12, TG 13a y TG227. De los hidrocarburos halogenados antes mencionados, TG134a (1,1,1,2-tetrafluoroetano)
y TG227 (1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano) y mezclas de los mismos son particularmente adecuados.
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Los aerosoles inhalables que contienen gas propelente también pueden contener otros ingredientes tales como
codisolventes, estabilizantes, agentes de superficie activa (tensioactivos), antioxidantes, lubricantes y medios para
ajustar el pH. Todos estos ingredientes se conocen en la técnica.

Los aerosoles inhalables que contienen gas propelente segun la invencion pueden contener hasta 5 % en peso de la
sustancia activa. Los aerosoles segun la invencién contienen, por ejemplo, 0,002 a 5 % en peso, 0,01 a 3 % en peso,
0,015 a2 % en peso, 0,1 a2 % en peso, 0,5a 2 % en peso 0 0,5 % a 1 % en peso del ingrediente activo.

De manera alternativa, las administraciones tépicas al pulmén también pueden ser mediante la administraciéon de una
formulaciéon en solucion o suspension liquida, por ejemplo, empleando un dispositivo tal como un nebulizador, por
ejemplo, un nebulizador conectado a un compresor (por ejemplo, el nebulizador Pari LC-Jet Plus(R) conectado a un
compresor Pari Master(R) fabricado por Pari Respiratory Equipment, Inc., Richmond, Virginia).

El anticuerpo de la invencién se puede administrar disperso en un disolvente, por ejemplo, en forma de una solucion
0 una suspension. Puede suspenderse en una solucion fisioldgica adecuada, por ejemplo, soluciéon salina u otro
disolvente farmacoldgicamente aceptable o una solucion tamponada. Las soluciones tamponadas conocidas en la
técnica pueden contener de 0,05 mg a 0,15 mg de edetato disddico, de 8,0 mg a 9,0 mg de NaCl, de 0,15 mg a 0,25
mg de polisorbato, de 0,25 mg a 0,30 mg de acido citrico anhidro y de 0,45 mg a 0,55 mg de citrato de sodio por 1 ml
de agua para alcanzar un pH de aproximadamente 4,0 a 5,0. Por ejemplo, se puede emplear una suspension de
anticuerpo liofilizado.

Las suspensiones terapéuticas o formulaciones en solucién también pueden contener uno o mas excipientes. Los
excipientes se conocen bien en la técnica e incluyen tampones (por ejemplo, tampon de citrato, tampon de fosfato,
tampon de acetato y tampon de bicarbonato), aminoacidos, urea, alcoholes, acido ascérbico, fosfolipidos, proteinas
(por ejemplo, albumina de suero), EDTA, cloruro de sodio., liposomas, manitol, sorbitol y glicerol. Las soluciones o
suspensiones se pueden encapsular en liposomas o microesferas biodegradables. La formulacién generalmente se
proporcionara en una forma sustancialmente estéril empleando procesos de fabricacion estériles.

Esto puede incluir la produccion y esterilizacion por filtracion del disolvente/solucion tamponada utilizada para la
formulacion, la suspension aséptica del anticuerpo en la solucion del disolvente tamponado estéril y la administracion
de la formulacién en recipientes estériles mediante métodos familiares para los expertos en la técnica.

La formulacion nebulizable segun la presente descripcion se puede proporcionar, por ejemplo, como unidades de dosis
Unica (por ejemplo, recipientes o viales de plastico sellados) envasados en peliculas de papel aluminio. Cada vial
contiene una dosis unitaria en un volumen, por ejemplo, 2 ml, de disolvente/solucion tampon.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser adecuados para la administracién via nebulizacion.

También se prevé que el anticuerpo de la presente invencion se pueda administrar mediante el uso de terapia génica.
Para lograr esto, las secuencias de ADN que codifican las cadenas pesadas y ligeras de la molécula del anticuerpo
bajo el control de componentes apropiados de ADN se introducen en un paciente, de tal manera que las cadenas de
anticuerpo se expresen a partir de las secuencias de ADN y se ensamblen in situ.

En una realizacion, la presente descripcion comprende el uso de anticuerpos o fragmentos de los mismos como un
reactivo o diagnéstico, por ejemplo, conjugado con una molécula informadora. De este modo, se proporciona un
anticuerpo o fragmento segun la descripcion que esta marcado. En un aspecto, se proporciona una columna que
comprende un anticuerpo o fragmento segun la descripcion.

Por lo tanto, se proporciona un anticuerpo anti-CSF-1R o fragmento para utilizar como un reactivo para usos tales
como:

1) purificacion de la proteina CSF-1R (o fragmento de unién de la misma) — que se conjuga con una matriz y se utiliza
como una columna de afinidad, o (como una forma modificada de anti-CSF-1R) como un agente precipitante (por
ejemplo, como una forma modificada con un dominio reconocido por otra molécula, que puede ser modificado), que
se precipita opcionalmente por un reactivo anti-Fc)

2) deteccion y/o cuantificacion de CSF-1R sobre células o dentro de células, vivas o fijas (células in vitro o en tejidos
o secciones de la célula). Los usos para esto pueden incluir la cuantificacion de CSF-1R como un biomarcador, para
seguir el efecto del tratamiento con anti-CSF-1R. Para estos fines, el candidato se podria utilizar en una forma
modificada (por ejemplo, mediante la adicion de otra porcién, como una proteina de fusiéon genética o un conjugado
quimico, tal como la adicion de una molécula informadora, por ejemplo, una etiqueta fluorescente utilizada para fines
de deteccion).

3) purificacion o clasificacion de células que tienen CSF-1R marcadas mediante la unién al candidato modificado por
las maneras ejemplificadas en (1) y (2).

Comprender, en el contexto de la presente especificacion, significa incluir.

Cuando sea técnicamente apropiado, las realizaciones de la invencién se pueden combinar.
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Las realizaciones como se describen en la presente memoria comprenden ciertas caracteristicas/elementos. La
descripcion también se extiende a las realizaciones separadas que consisten, o consisten esencialmente, en dichas
caracteristicas/elementos.

Cualquier realizacion especifica y explicitamente mencionada en esta memoria puede formar la base de una exclusion
expresa de un subconjunto del conjunto reivindicado (“disclaimer”), ya sea a solas o en combinacién con una o mas
realizaciones adicionales.

La presente invencion se describe adicionalmente a manera de ilustracion solo en los siguientes ejemplos, que se
refieren a las siguientes figuras:

Figura1Aa 1F muestra ciertas secuencias de aminoacidos y polinucleétidos.
Figura 2Ay 2B muestra alineaciones de ciertas secuencias.
Figura 3 muestra la secuencia del dominio extracelular de CSF-1R humano codificado por un

polinucledtido empleado para transfectar las células y expresar la proteina sobre la
superficie de la célula. Estas células fueron empleadas después para inmunizar animales

hospedadores.
Figura 4 muestra la inhibicién de la union de CSF-1 a las células THP-1 por el anticuerpo Ab969.
Figura 5a muestra la inhibicion de la supervivencia y la proliferacion mediadas por CSF-1, de

monocitos humanos primarios por el anticuerpo Ab969.

Figura 5b muestra la inhibicion de la supervivencia y la proliferacion mediadas por IL-34, de monocitos
humanos primarios por el anticuerpo Ab969.

Figura 6 muestra la inhibicion de la supervivencia y la proliferacion mediadas por CSF-1, de
monocitos humanos primarios por el anticuerpo Ab535.

Figura7 muestra los niveles de CSF-1R de la superficie celular sobre las células THP-1 incubadas
con Ab969, CSF-1 humano y un control de isotipos.

Figura 8 muestra el nivel relativo de CSF-1R en la superficie celular sobre las células THP-1 tratadas
con Ab969 en comparacién con el control de isotipos.

Figura 9 muestra los niveles de CSF-1R en la superficie celular sobre las células RAW264.7
incubadas con Ab 535, CSF-1 y un control de isotipos.

Figura 10 muestra el nivel relativo de CSF-1R en la superficie celular sobre las células RAW264.7
tratadas con Ab535 en comparacién con un control de isotipos.

Figura 11 muestra el nivel de fosforilacién de CSF-1R sobre las células HEK293F transfectadas con
CSF-R después de la estimulacion con CSF-1 o del tratamiento con Ab969.

Figura 12 muestra el nivel de secrecién de MCP-1 a partir de monocitos humanos primarios cuando
se incuban con Ab969 y con CSF-1.

Figura 12 muestra el nivel de secrecion de MCP-1 a partir de monocitos humanos primarios cuando
se incuban con Ab969 y con CSF-1.

Figura 13 muestra el efecto sobre la inhibicidon de la supervivencia de monocitos mediada por CSF-1
por el anticuerpo humanizado 969.g5 en comparacion con Ab969.g0 quimérico.

Figura 14 muestra el efecto sobre la inhibicidon de la supervivencia de monocitos mediada por CSF-1
por diversos injertos de anticuerpo humanizado de Ab969.

Figura 15a muestra la concentracion de CSF-1 en muestras de suero tomadas de monos cinomolgos
tratados con una Unica dosis intravenosa de 7 mg/kg de Ab969.g2.

Figura 15b muestra la concentracion de CSF-1 en muestras de suero tomadas de monos cinomolgos
tratados con una Unica dosis intravenosa de 1,5 mg/kg de Ab969.g2.

Figura 15c muestra el efecto del anticuerpo Ab969.g2 administrado a monos cinomolgos a dosis de 7
mg/kg y 1,5 mg/kg en monocitos no clasicos en circulacion a diferentes puntos de tiempo.

Figura 16 muestra el efecto antitumoral del anticuerpo Ab535, contra un anticuerpo control, un control
positivo y el vehiculo control en ratones atimicos inmunodeficientes que portan transplantes
subcutaneos del xenoinjerto de cancer de mama humano MCF-7.
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Figura 17 muestra la eficacia antitumoral del anticuerpo Ab535 contra un anticuerpo control, un control
positivo y el vehiculo control en un modelo de cancer de prostata ortotépico PC-3.

Figura 18a muestra el efecto del tratamiento de la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina con Ab535
sobre la concentracion de colageno en BALF en comparacion con un control de isotipos.

Figura 18b muestra el efecto del tratamiento de la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina con Ab535
sobre la patologia fibrética de las muestras de pulmén por el puntaje Ashcroft en
comparaciéon con un control de isotipos.

Figura 18c muestra el efecto del tratamiento de la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina con Ab535
sobre la concentracion de albumina en el suero en comparaciéon con un control de isotipos.

Figura 18d el numero de macréfagos en el fluido BAL de ratones a partir de un estudio de fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina y que muestra que el tratamiento de la fibrosis pulmonar
inducida por bleomicia con Ab535 redujo el numero de macréfagos en fluido BAL en
comparacién con los animales tratados con el control de isotipos. Los datos se muestran
como medias + SEM; *Denota una diferencia significativa del isotipo salino; # denota
diferencias significativas de los ratones tratados con bleomicina dosificados con el
anticuerpo control de isotipos (p < 0,05).

Figura 19 imagenes representativas del analisis histopatolégico de pulmones a partir de animales
tratados con solucion salina control, bleomicina plus control de isotipos y bleomicina plus
Ab535.

Figura 20a muestra el efecto del tratamiento de ratones deficientes en ADA con fibrosis pulmonar

inducida con Ab535 sobre la concentracion de colageno en BALF en comparacion con el
tratamiento con el control de isotipos.

Figura 20b muestra el efecto del tratamiento de ratones deficientes en ADA con fibrosis pulmonar
inducida con Ab535 sobre la patologia fibrética de muestras de pulmén medidas mediante
el puntaje Ashcroft en comparacion con el tratamiento con el control de isotipos.

Figura 20c muestra el efecto del tratamiento de ratones deficientes en ADA con fibrosis pulmonar
inducida con Ab535 sobre la concentraciéon de albumina en el suero en comparacion con el
tratamiento con el control de isotipos.

Figura 20d muestra el nimero de macrofagos en el fluido BAL de ratones a partir de un modelo
deficiente en ADA de fibrosis pulmonar y muestra que el tratamiento de los ratones
deficientes en ADA con fibrosis pulmonar inducida con Ab535 redujo el numero de
macrofagos en el fluido BAL.

Figura 21 muestra imagenes representativas del analisis histopatolégico de los pulmones a partir de
ratones normales (ADA+) y ratones deficientes en ADA con fibrosis pulmonar inducida
(ADA-) tanto en animales tratados con el control de isotipos como en animales tratados con
Ab535.

Ejemplos
Ejemplo 1 — Generacion de un anticuerpo anti-CSF-1R
Inmunizacion:

Se inmunizaron ratas Sprague Dawley, hembras, con fibroblastos RFL6 singénicos de rata que habian sido
transitoriamente transfectados con un vector que expresa el dominio extracelular del CSF-1R humano enlazado a un
anclaje de glucosilfosfatidil-inositol (GPI). La Figura 3 muestra SEQ ID NO: 39 que es la secuencia del dominio
extracelular del CSF-1R humano utilizada en la inmunizacion de ratas.

Las ratas recibieron cinco inmunizaciones subcutaneas a intervalos de 3 semanas de 3-9x10° células transfectadas
por animal. Se inyect6 adyuvante completo de Freund (50% en PBS) en un sitio adyacente con la primera inmunizacién
celular. Dos semanas después de la inmunizacion final, se cosecharon las células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) y los bazos.

Seleccion primaria de los sobrenadantes del anticuerpo

Los sobrenadantes del anticuerpo se seleccionaron inicialmente por su capacidad de unirse al CSF-1R humano
expresado sobre las células HEK293 transfectadas por tecnologia de ensayo de florescencia en microvolumen (FMAT).

Se identificaron aproximadamente 1000 pocillos con reactividad a anti-CSF-1R en una selecciéon FMAT primaria de
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placas de pocillos de 600 x 96. En total, se seleccionaron aproximadamente 3x108 células B (esplenocitos de rata)
para la produccién de anticuerpos de unién a CSF-1R mediante FMAT.

Seleccion secundaria de los sobrenadantes del anticuerpo

Se concibié un ensayo de produccion de medio para identificar los pocillos positivos a FMAT que contenian actividad
neutralizante anti-CSF-1R, por ejemplo, los anticuerpos que tenian la capacidad de prevenir la union de CSF-1 humano
al receptor de CSF-1R humano. Los sobrenadantes del anticuerpo se incubaron con células THP-1 que expresan
CSF-1R antes de la incubaciéon con CSF-1 humano. El nivel de uniéon de CSF-1 a las células THP-1 se midié por
citometria de flujo utilizando un anticuerpo policlonal anti-CSF-1. Los sobrenadantes del anticuerpo irrelevante se
utilizaron como controles negativos.

Se aplico la seleccion secundaria a los sobrenadantes a partir de 779 pocillos con anticuerpo y 88 de estos pocillos
demostraron actividad de bloqueo a CSF-1 detectable.

Seleccion terciaria de los sobrenadantes del anticuerpo

Los sobrenadantes del anticuerpo que mostraron actividad neutralizante en la segunda seleccion se ensayaron para
determinar su capacidad de prevenir la supervivencia dependiente de CSF-1 de los monocitos humanos primarios.
Los monocitos se purificaron a partir de sangre humana y 1x10* células se incubaron con cada sobrenadante del
anticuerpo en presencia de 20ng/ml de CSF-1 humano. Después de una incubacién de 72 horas, se midi6 el numero
de monocitos viables mediante el ensayo CellTiter Glo.

La seleccion terciaria se aplico a los sobrenadantes de 59 de los pocillos con anticuerpo identificados en la seleccion
secundaria y se demostré que 18 pocillos tenian la capacidad de reducir la supervivencia del monocito mediada por
CSF-1.

Clonacion de las regiones variables del anticuerpo y re-analisis de la actividad de bloqueo

Se intentd la clonacién de la region variable (region V) a partir de 18 pocillos con anticuerpo demostrando la actividad
de neutralizacion de CSF-1. Las regiones V de cadena pesada y ligera de la inmunoglobulina se amplificaron por RT-
PCR utilizando los iniciadores especificos a las regiones constantes del anticuerpo de rata y un conjunto de primer
redundante que se une a las secuencias que codifican los péptidos lider de inmunoglobulina de rata. Los genes de las
regiones V se recuperaron a partir de 14 anticuerpos y se clonaron en los vectores de expresion de la IgG4 humana
de cadena pesada y ligera.

Los pares de vectores del anticuerpo se transfectaron de manera transitoria dentro de las células HEK293F y el medio
acondicionado se ensayo para actividad neutralizante de CSF-1 en las células THP-1 (como se describié antes). Nueve
de los anticuerpos tuvieron la capacidad de inhibir parcial o completamente la unién de CSF-1 en comparacion con el
medio acondicionado control.

Analisis de secuencia de nueve anticuerpos neutralizantes anti-CSF-1R

Los nueve anticuerpos neutralizantes se secuenciaron para evaluar la diversidad de la secuencia. Todos los nueve
anticuerpos fueron unicos. Estos anticuerpos se clonaron y se expresaron para estudios adicionales de perfilamiento.

Ejemplo 2 — Propiedades in vitro del Ab969 quimérico anti-CSF-1R humano y Ab535 anti-CSF-1R murino
i) Ab969 quimérico de expresion

Las regiones variables de los nueve anticuerpos neutralizantes identificados en el Ejemplo 1 se clonaron dentro de
vectores separados de expresion de cadena pesada y ligera y se expresaron como anticuerpos IgG4 humanos de
longitud total.

Los genes VH se clonaron dentro del vector pVhg4FL(V19H), el cual contiene el ADN que codifica una secuencia lider
natural y la regién constante de cadena pesada gamma-4 de humano con la mutacion estabilizante de bisagra S241P.
Los genes VL (kappa) se clonaron dentro del vector pkKH10.1(V4L), el cual contiene el ADN que codifica una secuencia
lider natural y la region constante de la cadena kappa humana (alotipo Km3).

Los anticuerpos se expresaron mediante co-transfeccion transitoria de pares vectores coincidentes de cadena pesada
y ligera dentro de las células CHO-K1. La purificacion de los anticuerpos dentro de PBS pH 7,4 se realizé de manera
que el nivel de agregado al final de la preparacion era menor de 1%.

El panel de nueve anticuerpos incluyé un anticuerpo designado anticuerpo 969. El anticuerpo quimérico que
comprende las regiones variables de rata y la region constante de cadena pesada gama-4 humana y la region
constante de cadena kappa humana se refiere como el anticuerpo 969 o el anticuerpo 969cHcL o el anticuerpo 969.g0
en los siguientes ejemplos.
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ii) Ensayo de bloqueo al ligando

Se evaluod la capacidad de cada uno de los nueve anticuerpos para inhibir la unién de CSF-1 a las células THP-1
mediante citometria de flujo. Las células THP-1 se incubaron con cada anticuerpo a 0,5, 0,125, 0,031, 0,0078 y
0,00195ug/ml por 30 minutos. Un anticuerpo IgG4 irrelevante sirvié como un control de isotipos. Después del lavado,
las células se incubaron con 0,5ug/ml de CSF-1 humano por 30 minutos. Después del lavado adicional, se detecto la
union de CSF-1 mediante incubacion secuencial con anticuerpo anti-CSF-1 biotinilado y estreptavidina conjugada a
Alexa488. Se midio el liando unido al receptor mediante citometria de flujo y se representd graficamente la mediana
de la intensidad de fluorescencia (MFI).

iii) Inhibicion de la supervivencia de monocitos mediada por CSF-1 e IL-34
Anti-CSF-1R humano:

Los anticuerpos anti-CSF-1R de humano purificados se ensayaron para su capacidad de inhibir la supervivencia y
proliferacion de monocitos primarios humanos activados por CSF-1 e IL-34. En cada ensayo, se utilizd el mitdgeno
(CSF-1 0 IL-34) a una concentracion que produjo la estimulacion maxima de los monocitos.

Las PBMCs humanas se prepararon a partir de sangre fresca completa humana en un gradiente de Ficoll y los
monocitos se purificaron mediante seleccion negativa. Los monocitos se incubaron con 0,25ug/ml de anticuerpo y
20ng/ml de CSF-1 por 72 horas y se determiné el numero relativo de células viables utilizando el analisis CellTiter Glo.
La lectura de la luminiscencia se correlaciona con el nimero de células viables. Los resultados se muestran en la
Figura 5a.

Las PBMCs humanas se prepararon a partir de células frescas completas humanas en un gradiente de Ficoll y los
monocitos se purificaron mediante seleccion negativa. Los monocitos se incubaron con 0,25ug/ml de anticuerpo y
20ng/ml de IL-34 por 72 horas y se determiné el nimero relativo de células viables utilizando el analisis CellTiter Glo.
La lectura de la luminiscencia se correlaciona con el nimero de células viables. Los resultados se muestran en la
Figura 5b.

Cuatro de los anticuerpos que incluyeron a Ab969 demostraron la inhibiciéon superior de la supervivencia de monocitos
en comparacion con los anticuerpos remanentes tanto para la estimulacion de CSF-1 (Figura 5a) como de IL-34 (Figura
5b), en linea con sus actividades de bloqueo del ligando.

Se purificaron monocitos CD11b+ primarios murinos obtenidos a partir de bazos de ratones. Los monocitos se
incubaron después con una titulaciéon de CSF-1 murinos (mCSF-1) durante 24 horas. Se midi6 la liberacion de MCP-
1 dentro del medio de células por ELISA y se demostro la liberacion dependiente de la dosis de MCP-1 mediante
mCSF-1. En una rama del estudio aparte, se afiadieron 10ug/ml de Ab535 CSF-1R anti-murino junto con la titulacion
de mCSF-1. La liberacion de MCP-1 se inhibié completamente por Ab535 a todas las concentraciones de CSF-1
ensayadas (Figura 6).

Se realizé el ensayo de liberacién de MCP-1 utilizando monocitos primarios murinos con una concentracion constante
de CSF-1 de 100 ng/ml y una titulacion de Ab535. Se demostro la inhibicion dependiente de la dosis de la liberacion
de MCP-1 y se calcul6 una ICsp. La ICso media de Ab535 a partir de dos experimentos independientes se determind
como de 8,08 ng/ml.

Conclusion: el tratamiento de monocitos murinos con CSF-1 ocasiond una liberacion dependiente de la dosis de MCP-
1, el cual se inhibié completamente por el tratamiento con 10 pg/ml de Ab535. Ab535 inhibe la liberacion de MCP-1
impulsada por CSF-1 a partir de monocitos murinos de manera dependiente de la dosis, con una ICso media de 8,08
ng/ml (n=2). Este valor ICsq es similar al exhibido por los anticuerpos anti-CSF-1R de humano.

iv) Afinidad

Los anticuerpos se ensayaron para determinar su capacidad de unirse a CSF-1R en un ensayo BlAcore por medicion
de la cinética de unién a una proteina de fusion CSF-1R/Fc recombinante purificada.

El formato del ensayo fue una captura de los anticuerpos anti-CSF-1R por anti-IgG,F(ab’). humana inmovilizada,
después una titulacion de hCSF-1R/Fc sobre la superficie capturada. Se realizé BIA (Biamolecular Interaction Analisys)
utilizando un BlAcore 3000 (GE Heathcare Bio-Sciences AB). Todos los experimentos se llevaron a cabo a 25°C. El
fragmento Affinipure F(ab’), de IgG cabra anti-humano, especifico del fragmento F(ab’), (Jackson ImmunoResearch)
se inmovilizé en un Chip Sensor CM5 (GE Healthcare Bio-Sciences AB) via quimica de acoplamiento de amina hasta
un nivel de ~5000 unidades de respuesta (RU). El tampoén HBS-EP (10mM HEPES pH7,4, 0,15M NaCl, 3mM EDTA,
0,005% de tensioactivo P20, GE Healthcare Bio-Sciences AB) se utilizé como el tampdn del proceso con una velocidad
de flujo de 10ul/min. Se llevo a cabo una inyeccion de un anticuerpo anti-CSF-1R para producir un nivel de captura de
aproximadamente 100 RU sobre IgG,F(ab), anti-humano inmovilizado.

CSF-1R/Fc recombinante humano (R&D Systems) no tuvo en cuenta el anticuerpo anti-CSF-1R capturado a 5nM a
una velocidad de flujo de 30ul/min por 5 min, luego la velocidad de flujo aumenté a 100ul/min por 30 min para la fase
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de disociacion. La inyeccion a 5nM se realizé dos veces junto con el tampén control correspondiente. Estos
sensogramas se utilizaron para generar la velocidad de disociacion. CSF-1R/Fc recombinante humano se titul6 sobre
el anticuerpo anti-CSF-1R capturado de 2,5nM a una velocidad de flujo de 30ul/min por 5 min seguido por una fase de
disociacion de 10min. Estos sensogramas se utilizaron para generar la velocidad de disociacion. La superficie se
regenerd a una velocidad de flujo de 10ul/min por una inyeccién de 10ul de HCI 40 mM seguida de una inyeccion de
NaOH 10mM. Las curvas de union de fondo sustraidas de doble referencia de analizaron utilizando el software
BlAevaluation (version 4.1) siguiendo a los procedimientos estandar. Se determinaron los parametros cinéticos a partir
del algoritmo de ajuste.

Tres de los cuatro anticuerpos ensayados mostraron afinidades (Kp) menores de 10pM. Esto se compara
favorablemente con el reactivo paralelo anti-CSF-1R de murino, Ab535. Los resultados para Ab969 y Ab553 se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1:
Anticuerpo Constante de | Constante de | Afinidad Kp (M) Afinidad Kp (pM)
asociacion K, (M's™) | disociacion Kq (s7')
Ab969 2,58x10° 2,49x10° 9,65x1012 9,6
Ab535 2,24x10° 1,06x10® 4,73x10"2 4,7

La afinidad de los anticuerpos también se midié mediante un ensayo basado en células utilizando células THP-1. Los
anticuerpos se marcaron directamente con tinte fluorescente Alexa-488 y la afinidad se midi6 mediante citometria de
flujo cuantitativa. Un analisis adicional de BlAcore confirmd que la conjugacion fluorescente de los anticuerpos no
alteraba la afinidad hacia la proteina CSF-1R recombinante. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Los valores de afinidad absoluta derivados de las dos metodologias son diferentes, y esta diferencia generalmente se
observa cuando se comparan los dos sistemas. Sin embargo, el método basado en células demostré6 que los
anticuerpos se unen a CSF-1R con alta afinidad.

Tabla 2

Anticuerpo Afinidad basada en células KD + S.D. (nM) BlAcore afinidad KD (pM)
Ab969 2,20+0,19 4,80

iv) Inhibicién de la union de CSF-1 (ICso)

Se analizaron cuatro anticuerpos midiendo su potencia relativa en la inhibicion de la unién de CSF-1 a células THP-1.
Los cuatro anticuerpos mostraron una potente inhibicién de la unién de CSF-1 con valores de ICso de menos de 5
ng/ml (~30 pM) en este formato de ensayo.

Tabla 3
Anticuerpo Media ICsp = S.D. (ng/ml)
Ab969 2,89+1,22

vi) Reactividad cruzada del anticuerpo

Se analizaron cuatro anticuerpos para determinar la reactividad cruzada con CSF-1R de longitud completa canino, de
monos rhesus, y de monos cinomolgos. Los cuatro anticuerpos se unieron a CSF-1R de rhesus y cinomolgo ademas
de a CSF-1R humano, demostrando una clara union significativamente por encima del nivel del control de isotipos.

Tabla 4
Anticuerpo Reactividad cruzada
Cinomolgo Rhesus Canino
Ab969 Si Si No

vii) Internalizacion de CSF-1R

Ab969:
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Las células THP-1 se incubaron con Ab969 durante 0, 0,5, 2, 4, 24 y 48 horas. Las células también se trataron con
CSF-1 humano y un control de isotipos que sirvieron como controles positivo y negativo, respectivamente. En cada
punto temporal, se midi6 el nivel de CSF-1R de la superficie celular mediante citometria de flujo (Figura 7). Se calculo
el nivel relativo de CSF-1R de la superficie celular en las células tratadas con Ab969 en comparacién con el control de
isotipos y se muestra en la Figura 8.

El tratamiento de las células THP-1 con CSF-1 recombinante causé una disminucion rapida y sostenida en el nivel de
CSF-1R de la superficie celular; el ligando natural se une a su receptor afin e impulsa la internalizacién del complejo
ligando-receptor.

Las células THP-1 tratadas con Ab969 mostraron niveles mas altos de expresién de CSF-1R de la superficie celular
en comparacion con las células THP-1 tratadas con control de isotipos y sin tratar durante todo el curso de tiempo de
48 horas. Estos datos sugieren firmemente que el tratamiento de las células THP-1 con Ab969 no causa la
internalizacién de hCSF-1R expresado en la superficie celular hasta 48 horas después del tratamiento.

A medida que avanzaba el curso del tiempo, hubo un aumento notable en CSF-1R expresado en la superficie celular
en las células THP-1 no tratadas y tratadas, con la excepcion de las células tratadas con CSF-1. Esto podria deberse
a cambios en la expresion durante el periodo de crecimiento celular durante el periodo de tiempo de 48 horas del
experimento y podria haber sido, potencialmente, una respuesta de estrés.

Con el fin de proporcionar evidencia adicional de que Ab969 no potencia la internalizacién del receptor, y también
excluyendo la posibilidad de que la linea celular THP-1 no sea fisioldgicamente relevante, de igual manera se utilizaron
monocitos humanos primarios en un ensayo de internalizacion. Los datos de este ensayo también demostraron que
Ab969 no causa una internalizacién rapida de CSF-1R de la superficie celular en monocitos humanos primarios sanos.

Ab535:

La linea celular de monocitos/macroéfagos leucémicos de raton RAW264.7 expresa niveles altos de CSF-1R de murino
(mCSF-1R) y representa un sistema celular adecuado para probar si el anticuerpo anti-CSF-1R de murino Ab535
puede provocar la internalizacién del receptor.

Las células RAW264.7 se incubaron con Ab535 durante 0, 0,5, 2, 4, 24 y 48 horas. Las células también se trataron
con CSF-1 humano y un control de isotipos que sirvieron como controles positivo y negativo respectivamente. En cada
punto temporal, se midi6 el nivel de CSF-1R de la superficie celular mediante citometria de flujo (Figura 9). Se calculo
el nivel relativo de CSF-1R de la superficie celular en comparacion con el isotipo y se muestra en la Figura 10.

Los datos muestran que el tratamiento de las células THP-1 con CSF-1 recombinante causé una disminucion rapida y
sostenida en el nivel de CSF-1R de la superficie celular.

Se observo una clara reduccién de los niveles de mCSF-1R en la superficie celular en células RAW264.7 tratadas con
CSF-1 humano durante 2 horas en relacién con las células sin tratar y tratadas con control de isotipos. Esta reduccion
se mantiene a lo largo del estudio de 48 horas. Esto demuestra que el CSF-1 humano provoca la internalizacion de
mCSF-1R y valida el sistema experimental para monitorear la internalizacion del receptor.

Las células RAW264.7 tratadas con Ab535 exhiben niveles similares de mCSF-1R de la superficie celular en
comparacion con las células sin tratar y las tratadas con control de isotipos durante todo el curso de tiempo de 48
horas. Como se espera que la internalizaciéon del receptor mediado por anticuerpos ocurra dentro de este marco de
tiempo, estos datos sugieren fuertemente que Ab535 no desencadena la internalizacion de mCSF-1R.

Con el fin de proporcionar evidencia adicional de que Ab535 no potencia la internalizacion del receptor, se utilizaron
monocitos-macrofago CD11b+ murinos primarios en un ensayo de internalizacién. Estos resultados también
demostraron que el tratamiento de los monocitos-macrofagos de raton con Ab535 no causa la internalizacion de
mCSF-1R expresado en la superficie celular hasta 24 horas después del tratamiento.

viii) Activacion de CSF1-R

El CSF-1 se une al CSF-1R, causando la formaciéon de dimeros del receptor, lo que desencadena una rapida
fosforilacion del receptor al juntar los dominios de la quinasa. Esto conduce posteriormente a la internalizacion del
receptor y la activacion de varias vias de transduccion de sefiales bien caracterizadas, incluida la via Ras-MAPK. Es
posible que un anticuerpo anti-CSF-1R pueda provocar la agrupacion de receptores y desencadenar una cascada de
sefializacion cascada abajo. Esta puede ser una propiedad no deseada de un anticuerpo que deberia inhibir la
sefializacion del receptor, por lo que el agonismo del receptor por Ab969 se probd utilizando dos formatos de ensayo
in vitro independientes.

En el primer formato de ensayo, los anticuerpos se incubaron con células transfectadas con CSF-1R de longitud
completa humana y la fosforilacion del receptor y las moléculas de transduccion de sefial cascada abajo se
monitorearon mediante transferencia Western.

La linea celular THP-1 representd un punto de partida para monitorear el estado de activacion de CSF-1R. Sin embargo,
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el nivel de expresion de CSF-1R en esta linea celular es relativamente bajo, lo que dificulta la realizacion de un analisis
bioquimico. Por lo tanto, se disefié un sistema experimental para que el nivel de fosforilacion de CSF-1R se pudiera
detectar de manera robusta. La fosforilacion de CSF-1R se puede detectar en dos restos de tirosina, Y723 e Y809.
Ademas, se midio la fosforilacion de p44/42 MAPK (Erk1/2) en T202 e Y204 como una lectura independiente de la
actividad de CSF-1R. La estimulaciéon con CSF-1 se incluyé como control positivo en todos los experimentos.

Las células HEK293F se transfectaron con un vector plasmidico que expresaba CSF-1R de longitud completa.
Después de 24 horas de incubacién en condiciones libres de suero, las células se estimularon con una titulacion de
100 pg/ml a 0,001 pg/ml de Ab969.90 durante 5 minutos. Las células también se trataron con 500 ng/ml de CSF-1
recombinante para proporcionar un control positivo. Las células no tratadas se incluyeron como control negativo. Los
lisados de proteina de las células tratadas y no tratadas se separaron mediante electroforesis con SDS-poliacrilamida
y se transfirieron a nitrocelulosa. La inmunotransferencia Western se realizé utilizando anticuerpos contra fosfo-Y723
CSF-1R (Cell Signaling Technology #3151), fosfo-Y809 (Cell Signaling Technology #3154), CSF-1R total (Cell
Signaling Technology #3152) y fosfo-ERK1/2 (p44/42 MAPK) (Cell Signaling Technology #5301).

Las células HEK293F transfectadas con CSF-1R no estimuladas mostraron un bajo nivel basal de fosforilacion de
CSF-1R. La estimulacion de células con CSF-1 dio como resultado un nivel de fosforilacion de CSF-1R en los restos
Y723 e Y809 faciimente observados por analisis de transferencia Western (Figura 11). También hubo una clara
estimulacién de la fosforilacion de ERK1/2 después del tratamiento con CSF-1. El tratamiento de las células HEK293F
transfectadas con el anticuerpo Ab969.g0 no estimulo la fosforilacion de CSF-1R ni potencié la activacion de ERK1/2.

En un segundo ensayo, el anticuerpo Ab969 (monomérico y reticulado) se incubd con monocitos humanos primarios
y se uso la secrecion de MCP-1 como marcador de activacion de CSF-1R. El tratamiento con CSF-1 de monocitos
humanos hace que liberen la proteina-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1). Silos anticuerpos anti-CSF-1R tienen
la capacidad de activar al receptor CSF-1R en monocitos, se esperaria una liberacion de MCP-1.

Los ensayos bioquimicos antes descritos solo utilizaban anticuerpos monoméricos anti-CSF-1R. Sin embargo, es
posible que una IgG1 reticulada tenga una capacidad mejorada para acercar las moléculas de CSF-1R y desencadenar
la fosforilacion de la tirosina y la sefializacion corriente abajo. Para evaluar esto, el ensayo MCP-1 también se realizdé
utilizando Ab969.g0 que se habia entrecruzado con un anticuerpo anti-Fc humano.

Los monocitos humanos se prepararon a partir de sangre completa humana de la siguiente manera: se recolectaron
60-100 ml de sangre completa humana en tubos BD Vacutainer de 10 ml con 171 IU de heparina litio. La sangre se
dividié en 3-4 tubos Leucosep Ficoll (Greiner Bio-One) y se llenaron con PBS. Los tubos se centrifugaron a 1000 g,
20°C durante 10 minutos sin freno, y se recogio la capa de PBMC. Las células se sedimentaron y luego se aislaron
los monocitos utilizando esferas de CD14 humanas de seleccion positiva (Miltenyi Biotec 130-050-201) segun el
protocolo del fabricante. El anticuerpo Ab969.g0 se reticul6 mediante la adicion del anticuerpo anti-lgG Fc humano de
cabra (R&D Systems G-102-C) en una proporcion de 2:1 Ab969.90:Fc. Se sembraron monocitos a 20,000 células por
pocillo en medio en la presencia de una dosis de titulacion del anticuerpo Ab969.g0 o Ab969.90 reticulado (series de
dilucién de medio logaritmo que comprenden 16 concentraciones, maximo 10 pg/ml). Los pocillos de control no
contenian anticuerpo, en presencia y ausencia de 100 ng/ml de CSF-1, y en presencia y ausencia del anticuerpo anti-
Fc humano (a la misma concentracion que se presenta en la concentracion superior del anticuerpo Ab969.g0 (5 ug/ml)).
Las células se incubaron durante 24 horas, las placas se centrifugaron para sedimentar las células y se recogio el
sobrenadante. La MCP-1 secretada se midi6é por MSD (K151AYB-2) segun el protocolo del fabricante.

El resultado del experimento se muestra en la Figura 12. No se detectd ningiin aumento en los niveles de MCP-1 para
ninguno de los tratamientos con Ab969.90, ya sea en el formato monomeérico o reticulado; la concentraciéon de MCP-1
en el medio de las células tratadas fue idéntica a la de las células no tratadas. Como se esperaba, las células tratadas
con CSF-1 produjeron un aumento significativo y reproducible en los niveles de MCP-1.

Ejemplo 3 - Humanizacion del anticuerpo 969 y seleccion de injerto humanizado

Se seleccionaron cuatro anticuerpos anti-CSF-1R para humanizacién en funcién de su afinidad y propiedades medidas
en el Ejemplo 2.

i) Generacion de injertos humanizados.

El anticuerpo 969 y 970 se humanizé injertando las CDRs de las regiones V del anticuerpo de rata en los marcos de
la region V del anticuerpo de la linea germinal humana.

Las CDRs injertadas a partir del donante a la secuencia aceptora son las definidas por Kabat (Kabat et al., 1987), con
la excepcion de CDR-H1 donde se utiliza la definicion combinada de Chothia/Kabat (véase Adair et al., 1991,
Humanised antibodies. W0O91/09967).

La region V humana VK1 2-1-(1) 012 mas la regiéon J JK4 (V BASE, http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) se eligié como

el aceptador para las CDRs de cadena ligera. La region V humana VH2 3-1 2-70 mas la regiéon J JH3 (V BASE,
http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) se eligi6 como el aceptador para las CDRs de cadena pesada.
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Varios restos del marco a partir de las regiones V de rata se retuvieron en las secuencias humanizadas, como se
muestra en la Tabla 1.

Los genes que codifican secuencias de la region V de cadena ligera y pesada humanizadas iniciales, denominadas
gL1y gH1, respectivamente, se disefiaron y construyeron mediante un enfoque de sintesis automatizado. Se crearon
variantes adicionales tanto de las regiones V de cadena ligera como de cadena pesada al modificar los genes gL1y
gH1 mediante mutagénesis dirigida por oligonucleétidos.

Los genes VK (gL1 a gL9) se clonaron en el vector de expresion de la cadena ligera humana pKH10.1, que contiene
el ADN que codifica la region constante de la cadena Kappa humana (alotipo Km3). Los genes VH (gH1 y gH2) se
clonaron en el vector de expresion de cadena pesada gamma-4 humana pVhy4P FL, que contiene el ADN que codifica
la region constante de cadena pesada gamma-4 humana con la mutacién estabilizante de la bisagra S241P (Angal et
al., 1993, Mol Immunol. 30:105-8). Diferentes combinaciones de plasmidos que codifican la variante de las cadenas
ligeras y pesadas se cotransfectaron en HEK293F, dando como resultado la expresién de los anticuerpos 969
recombinantes humanizados.

Los otros tres anticuerpos anti-CSF-1R también se humanizaron al proporcionar un injerto conservador que contiene
una cantidad de restos de donantes en las cadenas pesada y ligera que se predice que es importante y un injerto
completamente humanizado que no contiene restos de donantes.

ii) Afinidad de anticuerpos humanizados.

Cada injerto humanizado se evalu6 para determinar (i) la afinidad de unién al CSF-1R humano mediante BlAcore y (ii)
la temperatura de fusion (Tm) medida mediante analisis ThermoFluor, ambos en relacién con el anticuerpo quimérico
parental. Se cree que la temperatura de fusién proporciona una indicacion temprana de la estabilidad de una molécula
de anticuerpo, con los anticuerpos inestables mostrando tipicamente una Tm inferior a 75.0°C.

Los injertos que representan las etapas de humanizacion de Ab969 se muestran en la Tabla 5. La Tabla 5 también
muestra el anticuerpo quimérico Ab696 (969cHcL). El injerto conservador (969gH1gL1) exhibié una constante de
afinidad (Kp) de 2,4 pM, por lo que no hubo pérdida aparente de afinidad en comparacién con el anticuerpo quimérico
de rata (969cHcL). La Tm del injerto conservador 969gH1gL1 fue de 78,8°C y, por lo tanto, por encima de un valor
umbral de 75,0°C. La sustitucion del resto del donante A78 por V78 en la cadena pesada para producir 969gH2gL1 no
redujo la afinidad del anticuerpo (Kp = 2,3 pM). Tras la sustitucién gradual de los restos donantes K38, Y71y F87, a
Q38, F71 e Y87 respectivamente, no se observaron cambios en la afinidad. El injerto humanizado final 969gH2gL8
que no contenia restos del donante mostré una afinidad similar al anticuerpo quimérico parental (4,1 pM).

Tabla 5

Anticuerpo de restos del donante VK | restos del donante VH | ka (M's™) ka (s) Kb (pM)

injerto
969cHcL N/A N/A 2,31E+06 7.99E-06 3,5
969gH1gL1 K38, Y71, F87 A78 2,04E+06 5.00E-06 |24
969gH1gL2 Y71, F87 A78 1,46E+06 5.00E-06 3,4
969gH1gL3 K38, F87 A78 1,80E+06 5.00E-06 2,8
969gH1gL4 K38, Y71 A78 2,39E+06 5.00E-06 2,1
969gH1gL5 F87 A78 9,26E+05 6.11E-06 6,6
969gH1gL6 K38 A78 1,15E+06 5.00E-06 4,4
969gH1gL7 Y71 A78 1,50E+06 5.00E-06 3,3
969gH1gL8 - A78 1,17E+06 5.00E-06 4,3
969gH2gL 1 K38, Y71, F87 - 2,27E+06 5.23E-06 2,3
969gH2gL2 Y71, F87 - 1,78E+06 6.11E-06 3,4
969gH2gL3 K38, F87 - 2,12E+06 7.29E-06 3,4
969gH2gL4 K38, Y71 - 2,20E+06 9.64E-06 4,4
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Anticuerpo de restos del donante VK | restos del donante VH | ka (M's™) ka (s) Kb (pM)
injerto
969gH2gL5 F87 7,68E+05 5.00E-06 6,5
969gH2gL6 K38 1,40E+06 6.23E-06 4.4
969gH2gL7 Y71 1,40E+06 5.00E-06 3,6
969gH2gL8 - 1,23E+06 5.00E-06 4,1

Ab969 posee un motivo de isomerizacién DG potencial en la uniéon de CDR-L2 y el marco. Este resto de acido aspartico
en el sitio DG en los injertos 969gH2gL7 y 969gH2gL8 se mutd a serina para dar una secuencia inerte de SG. La
afinidad hacia CSF-1R se midié mediante BlAcore y no se detectd ninguna pérdida aparente de afinidad (Tabla 6).
Ademas, los injertos finales 969H2gL7(SG) y 969gH2gL8(SG) retuvieron una Tm alta de 80,5°C y 79,9°C,

respectivamente.

Tabla 6
Anticuerpo de restos del donante VK restos del ka (M-'s™) ka (s7) Ko (pM)
injerto donante VH
969cHcL N/A N/A 4,35E+06 8,53E-06 2,0
969gH2gL7 DG Y71 - 2,56E+06 7,16E-06 2,8
969gH2gL7 SG Y71 - 2,54E+06 5,00E-06 2,0
969gH2gL8 DG - - 2,18E+06 5,00E-06 2,3
969gH2gL8 SG - - 3,22E+06 5,00E-06 1,6

La humanizacion de Ab969 y otro anticuerpo anti-CSF-1R Ab970 generd anticuerpos completamente humanizados
(sin restos de donantes de rata presentes) con una afinidad (Kp) equivalente al anticuerpo quimérico parental y una
Tm que dio una prediccion inicial de la estabilidad de la molécula. La version completamente humanizada de Ab969
(969gH2gL8 SG) cambid su nombre a Ab969.g5. De aqui en adelante, la version quimérica de Ab969 se denominara
Ab969.90.

La afinidad de los injertos quiméricos y humanizados purificados de los anticuerpos Ab969 contra CSF-1R
recombinante se midié de nuevo utilizando un andlisis BlAcore. Los experimentos previos de BlAcore realizados
durante el proceso de humanizacion se llevaron a cabo utilizando sobrenadantes de células sin tratamiento en lugar
de anticuerpos purificados. Se detectd una ligera reduccion en la afinidad, con valores de Kp incrementados de
aproximadamente 4 pM a 5 pM.

Tabla 7
Anticuerpo Experimento ka (M-'s™) ka (s7) Ko (pM)
969,90 1 2,16E+06 9,49E-06 4.4
2 2,16E+06 9,10E-06 4,2
Media 2,16E+06 9,30E-06 4,3
969,95 1 1,63E+06 8,13E-06 5,0
2 1,50E+06 7,96E-06 53
Media 1,57E+06 8,05E-06 51

iii) Inhibicion de la supervivencia de monocitos mediada por CSF-1 por Ab969.g0 y Ab969.g5

CSF-1 es necesario para la activacion y supervivencia de monocitos en cultivo; si se elimina el CSF-1, los monocitos
experimentan rapidamente apoptosis. Se ide6 un ensayo que utilizaba MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos-
1; también conocida como CCL2, ligando 2 del motivo C-C de quimiocina) como una lectura. Tras la estimulacién con
CSF-1, los monocitos humanos secretan MCP-1, que se puede detectar en sobrenadantes celulares mediante un
ELISA, generalmente 24 horas después de la estimulacion. La inhibicion de la sefializacién de CSF-1R por anticuerpos
que bloquean la unién de CSF-1 causa una reduccion en la secrecion de MCP-1.
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Se prepararon PBMCs humanas a partir de sangre completa humana fresca en un gradiente de Ficoll y se purificaron
los monocitos CD14* por seleccion positiva. Se incubaron un total de 2x10* monocitos con una serie de dilucion de
media logaritmica de 10 pyg/ml a 0,35 pg/ml de anticuerpo en presencia de 100 ng/ml de CSF-1 humano durante 24
horas. Se incluyeron controles que comprendian "ningun anticuerpo, ningin CSF-1"y "ningun anticuerpo, con CSF-1"
para proporcionar valores de liberacion de MCP-1 minimos y maximos. Después de la incubacién durante 24 horas,
las células se sedimentaron por centrifugacion y se recolectd el sobrenadante. Se midié la concentracion de MCP-1
utilizando el ELISA DuoSet CCL2/MCP-1 humano (R&D Systems DY279) siguiendo las instrucciones del fabricante.

De aqui en adelante, el ensayo se denomina 'ensayo de inhibicion de MCP-1".

Se empled el ensayo de inhibicion de MCP-1 para comparar la actividad de 969.g5 humanizado con Ab969.g0
quimérico. Se realizaron cinco ensayos independientes utilizando cuatro donantes diferentes de monocitos. En todos
los ensayos, el injerto humanizado Ab969.g5 exhibié una actividad inesperadamente significativamente menor en
comparacion con el anticuerpo quimérico parental 969.g0. En la Figura 13 se muestra un solo experimento
representativo. La I1Csp media para 969.g0 en el ensayo de monocitos fue de 24,6ng/ml, en comparacién con
333,0ng/ml para 969.g5. Esto indica una disminucion de 13,5 veces en la potencia del anticuerpo cuando ambos
anticuerpos se comparan utilizando este formato de ensayo.

Se realizd una serie de experimentos con Ab969 para revelar por qué el anticuerpo humanizado exhibié una actividad
reducida en el ensayo de inhibicion de MCP-1. Los datos sugirieron que la pérdida de actividad de Ab969.g5 observada
en el ensayo de inhibicion de MCP-1 se debio al orden en que se agregaron el anticuerpo y el ligando a las células
diana. La actividad tanto de Ab969.g0 como de Ab969.g5 se redujo cuando se aplicd un formato de ensayo competitivo,
pero de manera mas importante, se detectdé un mayor diferencial en su actividad de bloqueo. Para analizar si una
menor constante de asociacion' de Ab969 humanizado podria ser responsable de la reduccion de la potencia, se
realizé un analisis BlAcore. Estos datos identificaron que, mientras que la Kp de Ab969.90 y Ab969.g5 eran similares,
la K, era menor para Ab969.g5, a 1,57x10% M-'s™ en comparacion con 2,16x10% M-'s™! para 969.90 (véase la tabla 5).
En un ensayo competitivo, donde el CSF-1 y el anticuerpo anti-CSF-1R compiten por unirse al mismo receptor, una
activacion mas lenta del anticuerpo podria resultar en una actividad de bloqueo reducida si la activacion del ligando
también es alta y el ligando esta presente en una alta concentracion. Se sabe que el CSF-1 humano tiene una tasa de
activacion particularmente alta a 2,19x10® M-'s™, similar a los anticuerpos, y el ensayo se realizd con una alta
concentracion de CSF-1 (250 ng/ml).

Con el fin de proporcionar evidencia adicional de que la reducciéon en la actividad de bloqueo de 969.g5 se debi6 a
una propiedad innata del anticuerpo, se desarrollé un ELISA que mide la uniéon de CSF-1 a CSF-1R. En adelante, este
método se denomina "ensayo ELISA de bloqueo de ligando". Este ensayo se realizd utilizando unién competitiva,
donde el CSF-1 y el anticuerpo fueron premezclados antes de la aplicacion a la placa unida a CSF-1R. El ensayo
también se llevé a cabo para evaluar la influencia de la concentracion de CSF-1 en la actividad del anticuerpo.

Cuando se midio la ICsp de 969.g0 y 969.g95 en el ELISA de bloqueo de ligando utilizando una concentracién de CSF-
1 de 1ng/ml, ambos anticuerpos parecian tener una actividad similar con una ICso de 12,83ng/ml contra 19,65ng/ml,
respectivamente. Cuando se us6 una concentracion de 10 ng/ml de CSF-1 en el ensayo, aumenté la ICso de Ab969.g0
y Ab969.g5, pero mas importante, el diferencial entre ellos aumentdé aun mas a 79,29 ng/ml contra 268,10 ng/mi,
respectivamente. La tendencia continué en un ensayo con 100 ng/ml de CSF-1, donde Ab969.g0 y Ab969.g5 dieron
valores de ICsp de 828,70ng/ml y 3947,00ng/ml, respectivamente. Un ensayo competitivo demuestra que Ab969.g5 es
menos activo que Ab969.g0 en el bloqueo de la uniéon de CSF-1 a CSF-1R. Esta reduccion de la potencia se hace mas
pronunciada a medida que aumenta la concentracion de CSF-1.

iv) Identificacion de injertos humanizados de Ab 969 con actividad equivalente a Ab 969 quimérico en el ensayo de
inhibicion de MCP-1

Se preparo un panel de injertos intermedios humanizados Ab969 mediante expresion transitoria para poder comparar
la actividad in vitro (Tabla 8). El anticuerpo quimérico correspondiente (Ab969.g0) y el injerto completamente
humanizado (Ab969.g5) también se incluyeron en la expresion transitoria, de modo que se podria hacer una
comparacion directa de las caracteristicas del anticuerpo dentro del mismo lote.

Tabla 8:
Anticuerpo Injerto Restos del donante VK Restos del donante VH
969.90 969cHcL N/A N/A
969.g7 969gH2gL4 K38, Y71 -
969.99 969gH2gL6 K38 -
969.g2 969gH2gL7 Y71 -
969.g5 969gH2gL8(SG) -
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La actividad in vitro de cada anticuerpo se probo en el ensayo de inhibicion de MCP-1. Se eligi6 el formato de ensayo
que utiliza una titulaciéon de CSF-1 con una concentracién unica del anticuerpo, ya que el formato permite la seleccion
rapida de un panel grande de anticuerpos y resalta cualquier actividad diferencial de bloqueo del CSF-1R. En este
ensayo, se detectd una liberacion dependiente de la dosis de MCP-1 de los monocitos humanos primarios y la
capacidad relativa de cada anticuerpo para bloquear la actividad del CSF-1R medida por la concentracién de CSF-1
donde se liber6 MCP-1. Se sembraron monocitos a 20,000 células por pocillo en medio en la presencia de una
titulacion de CSF-1 humano recombinante (series de dilucion de 2 veces que comprendian 18 concentraciones,
maximo 500 ng/ml). Se afiadié una dosis Unica de 1 pg/ml del anticuerpo. Las células se incubaron durante 24 h y se
recolecto el sobrenadante. La MCP-1 secretada se midi6 por ELISA. El ensayo de inhibicién de MCP-1 reveld que los
anticuerpos Ab969.g2 y Ab969.g7 conservaban una alta actividad de bloqueo de CSF-1R, con ambas entidades
capaces de inhibir completamente la secrecion de MCP-1 cuando se afiadi6 CSF-1 a los monocitos a una
concentracion mayor de 100 ng/ml (Figura 14). En este ensayo, se detecté una pérdida clara de actividad para
Ab969.g5, que solo podia inhibir la secrecién de MCP-1 hasta una concentracion de CSF-1 de 10 ng/ml. De manera
similar, el anticuerpo Ab969.g9 mostré una actividad de bloqueo de CSF-1R reducida en comparacion con Ab969.g2
y Ab969.g7.

La ICsp de los injertos humanizados Ab969 seleccionados se midié en el ensayo MCP-1 para proporcionar una
evaluaciéon mas completa de su capacidad relativa para inhibir la activacion de monocitos mediada por CSF-1. Se
considero6 importante evaluar la actividad del anticuerpo utilizando varios donantes diferentes sin agrupar los monocitos
de fuentes mixtas. La Tabla 9 muestra los valores de ICsy de los anticuerpos acumulados a partir de los ensayos
realizados en Ab969 utilizando 6 donantes diferentes.

Tanto el injerto humanizado Ab969.g2 como el Ab969.g7 exhiben una ICsg relativa que es comparable con el anticuerpo
quimérico Ab969.g0. En marcado contraste, Ab969.g5, exhibe una potencia mucho menor en el ensayo (relacion media
quimérica/lCso del injerto de 19,6).

Tabla 9
Anticuerp | Restos | Restos | ICso (ng/ml)
o) del del
donant donant
e VK e VH Donant Donant Donant Donant Donant Donant Media | Media
el e2 el ed eb eb + S.E. | quimérico/injert
o
969.90 N/A N/A 31,0 5,7 59,4 41,7 20,9 7.1 27,6 N/A
+/-
8,5
969.g7 K38, - 46,3 6,1 N/A N/A N/A N/A 26,2 1,3
Y71 (1,5) (1.1) +/-
14,2
969.g2 Y71 - N/A N/A 80,6 42,2 22,3 14,4 39,9 1,3
(1,4) (1.0) (1.1) (2.0) +/-
14.8
969.g5 -(SG) | - 667,1 100,3 N/A N/A N/A N/A 383, 19,6
(21,5) | (17.6) 7 +I-
200,
4

v) Afinidad del panel del anticuerpo humanizado Ab696

La afinidad de cada injerto de anticuerpo humanizado Ab969 y el anticuerpo quimérico parental se midi6 mediante
BlAcore (Tabla 10) donde se llevaron a cabo tres experimentos independientes y se calcularon los valores medios.
Los datos muestran que la afinidad (Kp) no parece cambiar durante el proceso de humanizacion desde la molécula
quimérica (Ab969.90) hasta el anticuerpo 'completamente humanizado' Ab969.g5. Sin embargo, la 'constante de
asociacion' del anticuerpo disminuye cuando la humanizacion avanza mas alla del injerto Ab969.g2; tanto Ab969.g4
como Ab969.g5 poseen valores de Ky mas bajos que los injertos anteriores. Ademas, el K, para Ab969.g5 es mas bajo
que para Ab969.g4, lo que indica potencialmente que la mutacion del sitio de isomerizacion de DG a SG reduce aun
mas la constante de asociacién de los anticuerpos.
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Tabla 10:

Anticuerpo Nombre del Restos del Restos del Ka (M-1s™) Ka (s) Kb
injerto anticuerpo donante de VK donante de VH (pM)
969cHcL 969.0 N/A N/A 2,83E+06 1,03E-05 3,6
2,79E+06 1,10E-05 3,9

2,68E+06 9,51-06 3,6

2,7TE+06 1,03E-05 3,7

969gH1gL1 969.91 K38, Y71, F87 A78 2,65E+06 8,47E-06 3.2
2,57E+06 6,04E-06 24

2,51E+06 9,88E-06 3,9

2,58E+06 8,13E-06 3,2

969gH2gL 1 969.96 K38, Y71, F87 - 2,43E+06 8,84E-06 3,6
2,44E+06 8,95E-06 3,7

2,54E+06 6,63E-06 2,6

2,4TE+06 8,14E-06 3,3

969gH2gL4 969.97 K38, Y71 - 2,57E+06 7,73E-06 3,0
2,60E+06 9,41E-06 3,6

2,52E+06 1,15E-05 4,6

2,56E+06 9,55E-06 3,7

969gH2gL7 969.92 Y71 - 2,46E+06 1,07E-05 4,3
2,49E+06 8,39E-06 3.4

2,44E+06 8,74E-06 3,6

2,46E+06 9,28E-06 3,8

969gH2gL8 969.g4 - - 1,99E+06 5,00E-06 25
1,94E+06 6,65E-06 3.4

1,97E+06 5,00E-06 25

1,97E+06 5,55E-06 2,8

969gH2gL8(SG) 969.g5 - - 1,71E+06 5,00E-06 2,9
1,85E+06 7,03E-06 3,8

1,84E+06 6,76E-06 3,7

1,80E+06 6,26E-06 3,5

Conclusiones:

La prueba de un panel de injertos humanizados Ab969 en varios ensayos reveld que el resto de tirosina en la posicion
71 (por ejemplo, Y71) dentro de la cadena ligera mejoré la actividad del anticuerpo. La sustitucion de Y71 por ejemplo,
una fenilalanina produce una reduccioén en la constante de asociacion del anticuerpo (disminucion de K;) en relacion
con la molécula quimérica parental. Esto da como resultado una capacidad reducida del anticuerpo para bloquear la
union de CSF-1 a CSF-1R, revelada en un ensayo que controla la actividad de CSF-1R en monocitos humanos
primarios (ensayo de inhibicion de MCP-1).

Ejemplo 4 - Estabilidad molecular del panel de Ab696 humanizado
i) Estabilidad térmica

La estabilidad térmica (medida como la temperatura de fusidon, Tm) se determind mediante dos métodos
independientes; un método monitorea el despliegue mediante la union del tinte fluorescente a las superficies
hidréfobas expuestas (método Thermofluor), el otro por calorimetria (DSC), una técnica ortogonal.

La T medida por Thermofluor para varios injertos del anticuerpo 969 (en PBS pH 7,4) se resume en la Tabla 11.
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Tabla 11
Muestra Media Tm1 (°C) S.D. Tm1 (°C) Media Tm2 (°C) S.D. Tm2 (°C)
969.92 80,5 0,6 65,6 0,4
969.92 80,5 0,6 65,6 0,4
969.g5 79,7 0,6 64,7 0,2
969.g5 (pH 5,0) 82,7 0,1 59,9 0,5
969.97 79,8 0,5 65,9 0,4
969.99 79,4 0,5 65,8 0,5
IgG4 Control 66,4 0,8 ND ND

Muestra Tm1 Media (°C) Tm1 S.D. (°C) Tm2 Media (°C) Tm2 S.D. (°C)

En general, el Fab 'T, medido por Thermofluor sugiere que la mayoria de los 969 injertos son térmicamente mas
estables que el control de IgG4.

i) El efecto de la concentracion de la muestra en la propension a la agregacion.

Como predictor de la estabilidad de las muestras durante el almacenamiento, se estudié el efecto de la concentracion
de anticuerpos sobre la estabilidad en PBS pH 7,4.

Experimento 1:

Los anticuerpos se concentraron a >10 mg/ml y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 dias. Inmediatamente
después de la concentracion (To), 969.97 aparecio6 turbio y 969.g8 aparecio ligeramente opalescente. En contraste, la
muestra 969.g5 se considerd clara mediante inspeccion visual. Después de 5 dias de incubacién a temperatura
ambiente, la muestra 965.g5 permanecio clara, mientras que la agregacion de 969.g7 y 969.98 habia progresado aun
mas, cada una exhibiendo un fuerte precipitado.

A partir de este estudio, fue posible clasificar las muestras en orden de resistencia a la agregacion en estas condiciones
de la siguiente manera: 969.g5 > 969.g8 > 969g7.

Experimento 2:

Antes de la concentracion, las tres muestras de anticuerpos fueron transparentes mediante inspeccion visual, con la
excepcion de 969.g6 (a 4,68 mg/ml) que aparecié opalescente. Tras la concentracion a 16 mg/ml, se observd una
precipitacion de 969.g6 después de 24 horas de almacenamiento a temperatura ambiente y 4°C. Sin embargo, tanto
969.g1 como 969.g4 permanecieron claramente visibles. Después de 5 dias de incubacion adicional, fueron evidentes
particulas grandes para la muestra 969.g1 tanto a temperatura ambiente como a 4°C. No se observo agregacion para
la muestra 969.g4 a temperatura ambiente 0 4°C, segun se evalud por inspeccion visual.

A partir de este estudio, fue posible demostrar que 969.g6 tuvo cierta inestabilidad de agregacién cuando se almacend
a baja concentracion (4,68 mg/ml) en PBS pH 7,4. Ademas, esta precipitacion se vio exacerbada por la concentracion
adicional de anticuerpos. El concentrado 969.g1 mostré una velocidad de agregacion mas lenta, mientras que el
concentrado 969.g4 permanecié estable hasta 5 dias a cualquier temperatura de almacenamiento. El orden de
estabilidad a la agregacion fue, por lo tanto: 969.g4 > 969.g1 > 969.96.

Experimento 3: Anticuerpos 969.g2, 969.95, 969.97 y 969.99

El analisis se realiz6 en las muestras inmediatamente después de la concentracion (To), después de una incubacion
durante la noche y 5 dias después de la concentracion. Todas las muestras fueron transparentes mediante inspeccion
visual antes de la concentracion y no hubo evidencia de formacion de particulas. Inmediatamente después de la
concentracion a 23,07 mg/ml, la muestra 969.g7 mostré precipitacion como se habia observado previamente en el
experimento 1. Se observé una ligera opalescencia con 969.99, que se hizo mas evidente después de 24 horas de
almacenamiento a temperatura ambiente o0 4°C. Todos los otros 969 injertos aparecieron claros por inspeccion visual
inmediatamente después de la concentracion.

Después de 21 dias de incubacién, no hubo ningiin cambio visible mas del observado después de la incubacion
durante la noche a temperatura ambiente; ambos injertos 969.g7 y 969.99 se agregaron como resultado de concentrar
las muestras, mientras que no hubo una agregacion visible obvia para las otras muestras.

En general, la muestra de 969.g2 mostré la menor tendencia a agregarse como resultado del aumento de la
concentracion. Esto también se correlacioné con la T, mas alta medida por Thermofluor.

Conclusion: Durante la expresion y purificacion del panel de Ab969 humanizado, se hizo evidente que el aumento de
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la concentracion de anticuerpos por encima de 10 mg/ml daba como resultado una precipitacion rapida de algunos
injertos de anticuerpos humanizados. Especificamente, Ab969.g1, Ab969.g6 y Ab969.g7 formaron un precipitado,
mientras que Ab969.g2, Ab969.g4 y Ab969.g5 no lo hicieron. Estos datos indican que una sustitucion del resto de lisina
en la posicion 38 (K38), dentro de la cadena ligera para glutamina, mejora la estabilidad del anticuerpo cuando se
concentra por encima de 10 mg/ml.

Ejemplo 5 Analisis in vitro de Ab969.g2
i) Secuencia de Ab969.g2

Ab969.92 contiene el injerto de cadena ligera gL7 y el injerto de cadena pesada gHZ2. Las alineaciones de las
secuencias de la regién V del anticuerpo (donante) de rata con las secuencias de la region V de la linea germinal
humana (aceptadora) se muestran en las Figuras 2A y 2B, junto con las secuencias humanizadas finales para el injerto
de cadena ligera gL7 y el injerto de cadena pesada gH2.

Los restos del marco de la cadena pesada en el injerto gH2 son todos del gen de la linea germinal humana. El resto
de glutamina en la posicidon 1 del marco de la cadena pesada humana se reemplazé con acido glutamico (E1) para
mejorar la expresion y purificacion de un producto homogéneo, por ejemplo, mediante la conversion de glutamina a
piroglutamato en el N-terminal de los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos.

Los restos del marco de la cadena ligera en el injerto gL7 son todos del gen de la linea germinal humana, con la
excepcion del resto 71 (numeracion de Kabat), donde se retuvo la tirosina del resto del donante. La retencién de este
resto proporciond una potencia mejorada del anticuerpo humanizado como se muestra en el Ejemplo 3.

i) Inhibicién de la activacion de monocitos humanos dependientes de IL-34

La actividad de Ab969.g2 en comparacion con 969.g0 se evalud en el ensayo de monocitos humanos dependientes
de IL-34. El experimento se realizo utilizando dos donantes de monocitos separados y se calculd la ICso media para la
inhibicién de la estimulacién de monocitos mediada por IL-34 (Tabla 12). No hubo diferencia significativa en la I1Cso
entre Ab969.92 y Ab969.90.

Se sembraron monocitos humanos primarios a 20,000 células por pocillo en presencia de 100 ng/ml de IL-34 humana
recombinante y una dosis de titulacion del anticuerpo anti-CSF-1R (series de dilucion de medio logaritmo que
comprenden 16 concentraciones, maximo 10 ug/ml). Las células se incubaron durante 24 horas y se recolecto el
sobrenadante. La MCP-1 secretada se midié mediante ELISA (R&D systems DY279). El grafico muestra el porcentaje
de inhibicion de la produccién de MCP-1 en comparacion con el CSF-1 control solo.

Tabla 12
Anticuerpo ICs0 (ng/ml)
Donante 1 Donante 2 Media + S.E.
969.g0 20,10 9,79 14,95 + 5,17
969.g2 20,58 9,59 15,09 + 5,51

i) Union de Ab969.g2 a SNPs de CSF-1R humano

Hay cuatro polimorfismos de nucleétido tnico (SNP) no sindnimos ubicados dentro del dominio de unién al ligando del
gen de CSF-1R humano que se han informado en la poblacién humana. Estos SNPs son V32G, A245S, H247P y
V279M (Figura 1F). Cada variante de SNP de CSF-1R humano se genero y se expresé de forma estable en lineas
celulares. La uniéon de Ab969.g2 a cada SNP se confirmé mediante citometria de flujo.

Ejemplo 6 Analisis de marcador farmacodinamico en mono cinomolgo

Se realiz6 un estudio farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD) con el anticuerpo monoclonal humanizado anti-CSF-
1R 969.92 para demostrar la actividad farmacoldgica del anticuerpo en un primate no humano (mono cinomolgo). Los
grupos de tres monos cinomolgos se administraron por via intravenosa con una dosis Unica de 7 mg/kg (Grupo 1) o
1,5 mg/kg (Grupo 2) anticuerpo 969.g2. El anticuerpo fue bien tolerado sin signos clinicos adversos. Se tomaron
muestras de suero en multiples puntos de tiempo a lo largo del estudio de 25 dias.

La concentracion sérica de 969.g2 se midié mediante ELISA y se realizdé un analisis farmacocinético (Tabla 13). Los
parametros de PK se calcularon utilizando el software WinNonlin.

t12 es la semi-vida del anticuerpo en suero.

Cmax €s la concentracién maxima de anticuerpos en el suero.
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AUC es el area bajo la curva (la integral de la curva de concentracion-tiempo) y proporciona una indicacion de la
exposicion total al medicamento.

Eliminacion es el volumen de plasma eliminado del farmaco por unidad de tiempo.
Vol. Dist. es el volumen de distribucién, el volumen aparente en el que se distribuye un medicamento.

Hubo una buena correlacion entre los valores observados y predichos (el animal 2 es una excepcion y se considera
un valor atipico). La Cnax fue proporcional a la dosis; AUC fue mayor que la dosis proporcional, lo que indica un
aclaramiento mas lento con la dosis mas alta. La mayoria de 969.9g2 se detecto en el suero.

Tabla 13
Animal Dosis t12 [h] Cmax AUCINF_obs Eliminacion Vol
[mg/kg] [ng/mL] [h*pg/mL] (Clobs) [mL/h/kg] | distribucion
(Vz_obs) [mL/kg]
1 66,1 209,4 23184,5 0,30 28,8
2 30,3 117,6 6975,9 1,15 50,4
3 63,3 188,7 16761,0 0,42 38,1
4 1,5 27,9 36,1 1928,1 0,78 31,3
5 1,5 22,7 34,7 1668,6 0,90 29,5
6 1,5 27,1 36,6 1634,8 0,92 35,9

La ruta principal para la eliminacion de CSF-1 es a través de la unién a su receptor afin, CSF-1R. Se espera que el
bloqueo de la unién de CSF-1 a CSF-1R aumente la concentracién sérica de CSF-1 a través de la prevencion de la
depuracion mediada por el receptor; un fenédmeno que se ha observado en modelos murinos. Por lo tanto, un aumento
en la concentracién sérica de CSF-1 es un marcador farmacodinamico de compromiso e inhibicion de CSF-1R.

Ambas dosis de 969.g2 instigaron una acumulacion rapida y significativa de suero CSF-1. El efecto fue dependiente
de la dosis, con la dosis de 7 mg/kg que dio una concentracion maxima de CSF-1 de aproximadamente 10 veces
mayor que la dosis de 1,5 mg/kg. Se observo una relacion farmacocinética/farmacodinamica con la normalizacion de
los niveles de CSF-1 después de la eliminacion del anticuerpo. Los niveles de CSF-1 volvieron a los valores iniciales
al final del estudio para ambos grupos de tratamiento. Los resultados se muestran en las Figuras 15a y 15b.

La Figura 15a muestra la concentracién de CSF-1 en muestras de suero tomadas de monos cinomolgos tratados con
una dosis intravenosa Unica de 7 mg/kg de Ab969.g2. La concentracion sérica de CSF-1 se midi6 en dos ensayos
independientes. El grafico muestra la concentraciéon media de CSF-1 para los tres animales en el Grupo 1 (7 mg/kg)
con error estandar (cuadrados). También se muestra la concentracion sérica media de Ab969.g2 (circulos).

La Figura 15b muestra la concentracién de CSF-1 en muestras de suero tomadas de monos cinomolgos tratados con
una dosis intravenosa Unica de 1.5 mg/kg de Ab969.g2. La concentracion sérica de CSF-1 se midié en dos ensayos
independientes. El grafico muestra la concentracién media de CSF-1 para los tres animales en el Grupo 2 (1.5 mg/kg)
con error estandar (cuadrados). También se muestra la concentracion sérica media de Ab969.g2 (circulos).

Hay dos poblaciones principales de monocitos de monos cinomolgos humanos circulantes; (i) CD14+ CD16- monocitos
"clasicos" y (ii) CD14+ CD16+ "no clasicos" o "monocitos” residentes. Los modelos murinos han demostrado que los
macrofagos de tejidos residentes, incluidos los TAMs, se derivan de la poblacion de monocitos no clasica. Ademas,
los monocitos no clasicos se derivan de una diferenciacion adicional de la poblacion de monocitos clasicos. Las
poblaciones de monocitos circulantes en monos cinomolgos a los que se les administr6 969.g2 se monitorearon
mediante citometria de flujo de cuatro colores de sangre completa. La citometria de flujo se realizé utilizando
anticuerpos anti-cyno-CD45-PerCP, anti-HLA-DR-APC humano, CD14-FITC anti-humano (clon My4) y CD16-PE anti-
humano (clon 3G8). Las puertas se establecieron utilizando el control de isotipos apropiado para cada anticuerpo. Los
monocitos clasicos se definieron como CD45+ HLA-DR+ CD14+ CD16-. Los monocitos no clasicos se definieron como
CD45+ HLA-DR+ CD14+ CD16+.

Ambas dosis de 969.g2 instigaron un agotamiento gradual de los monocitos no clasicos CD14+ CD16+ durante la
primera semana del estudio. El agotamiento casi total de los monocitos no clasicos fue causado por la dosis de 7
mg/kg. La reduccién de monocitos no clasica con dosis de 7 mg/kg y 1,5 mg/kg parecié alcanzar su punto maximo al
dia 4, con numeros que volvieron a la normalidad para el dia 11. Los resultados se muestran en la Figura 15c. Los
graficos de barras muestran el numero medio de monocitos CD14+ CD16+ no clasicos circulantes en los puntos de
tiempo a lo largo del estudio (dias (D) 0, 1, 4, 18 y 25) con error estandar. La concentraciéon media de suero CSF-1
también se representa con un error estandar.

Este ejemplo confirmé que (i) el anticuerpo 969.92 era capaz de unirse a CSF-1R y bloquear la uniéon de CSF-1 en el
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mono cinomolgo, (ii) demostrd la actividad farmacoldgica del anticuerpo 969.g2 en un modelo de primate no humano,
(iii) demostré que el anticuerpo 969.g2 agoté selectivamente la poblacién no clasica de monocitos cinomolgo in vivo -
la poblacion de monocitos se cree que es precursora de macrofagos asociados a tumores, y (iv) que la concentracion
sérica de CSF-1 era adecuada como biomarcador para medir la actividad de 969.g2.

Ejemplo 7: Inhibicion del crecimiento del xenoinjerto de cancer de mama MCF-7

El anticuerpo 969.g2 no es capaz de unirse al raton CSF-1R. Por consiguiente, se llevaron a cabo estudios in vivo con
ratones utilizando un anticuerpo anti-murino CSF-1R Ab535 para mostrar la utilidad de Ab969.92 para tratar el cancer
y la fibrosis. Se ha demostrado que Ab535 tiene propiedades y actividad comparables a Ab969.g2 en varios
experimentos in vitro.

Se ha demostrado que Ab535 inhibe la supervivencia de monocitos mediada por CSF-1 en el Ejemplo 2 iii), tiene una
afinidad comparable en el Ejemplo 2 iv) y no activa la internalizaciéon de CSF-1R en el Ejemplo 2 vii).

Como en el estudio in vivo sobre Ab535, el modelo de xenoinjerto de cancer de mama MCF-7 in vivo se llevé a cabo
de la siguiente manera:

El estudio midi6 la eficacia terapéutica del anticuerpo Ab535, administrado por via subcutanea (s.c.), frente a un
anticuerpo control, un control positivo y el vehiculo control en ratones atimicos inmunodeficientes que llevan
trasplantes subcutaneos del xenoinjerto de cancer de mama humano MCF-7. La inhibicién del crecimiento tumoral se
utilizé como parametro terapéutico. El cancer de mama humano MCF-7 se usé como modelo de xenotrasplante
subcutaneo en ratones inmunodeficientes NMRI: nu/un. La linea celular MCF-7 se obtuvo del banco de tumores del
National Cancer Institute (USA). Para su uso, las células se cultivaron in vitro en medio RPMI 1640 + FCS al 10%. Las
células se tomaron de cultivos sub-confluentes y se inocularon subcutdaneamente en ratones. Se inicid el tratamiento
cuando el tamafio del tumor era palpable (4-10 mm). Los compuestos de ensayo y el vehiculo control se suministraron
s.c. tres veces por semana El control positivo se administré por via intravenosa una vez al dia en los dias 24, 33 y 40.
Los volumenes de inyeccion se ajustaron individualmente al peso corporal en el momento de la inyeccion. Los
diametros tumorales se midieron tres veces por semana con un calibrador. Los volimenes tumorales se calcularon de
acuerdo con V = (longitud x (ancho)2)/2. Para el calculo del volumen tumoral relativo (RTV), los volimenes en cada
dia de medicién se relacionaron al dia del primer tratamiento. En cada dia de medicién, se calcularon la mediana y la
media de los volimenes tumorales por grupo y también los valores de la mediana del grupo tratado con respecto al
control (T/C) en porcentaje.

Los resultados se muestran en la Figura 16. El Ab535 mostr6 un efecto antitumoral dependiente de la dosis. Ambas
dosificaciones del anticuerpo IgG de raton control no indujo una inhibiciéon del crecimiento tumoral. Los volimenes
relativos de tumores fueron comparables con el vehiculo control y el control positivo ocasiond la inhibicion del
crecimiento tumoral.

Conclusion: el anticuerpo de prueba Ab535 indujo un efecto antitumoral estadisticamente significativo en el xenoinjerto
MCF-7 de cancer de mama humana a la dosis mas alta (30 mg/kg/dia).

Ejemplo 8: Inhibicion del crecimiento del cancer de préstata ortotopico PC-3

La eficacia antitumoral y antimetastatica del anticuerpo Ab535 también se probd utilizando un modelo de cancer PC-3
in vivo en prostata ortotopica. La linea celular PC-3 se modificd genéticamente para expresar de forma continua la
luciferasa, lo que permite llevar a cabo el analisis de imagenes por bioluminiscencia in vivo, lo que deja monitorear el
crecimiento del tumor in vivo y realizar analisis de metastasis ex vivo en 6rganos seleccionados.

El estudio consistio en 6 grupos experimentales, cada uno con 11 (Grupo 5) o 12 (todos los demas Grupos) ratones
macho NMRI desnudos después de la aleatorizacion. Al dia 0, las células PC-3 se implantaron ortotdpicamente en la
préstata de todos los ratones macho NMRI desnudos participantes. Al dia 3, se verifico la aparicion del crecimiento
tumoral mediante formacién de imagenes por bioluminiscencia in vivo. Al dia 8, se realizé una segunda formacién de
imagenes por bioluminiscencia in vivo y se asignaron al azar los animales portadores de tumores en seis grupos de
acuerdo con los resultados de la imagen, de manera que la intensidad de bioluminiscencia media y por lo tanto el
tamafio tumoral fueron similares en cada grupo. Al dia siguiente (dia 9), se inicio la terapia. Los animales de los grupos
2y 3 recibieron 30 y 10 mg/kg del anticuerpo control, respectivamente, 3 veces por semana s.c. hasta el dia 42. Los
animales de los grupos de tratamiento 4 y 5 recibieron 30 y 10 mg/kg del anticuerpo Ab535, respectivamente, 3 veces
por semana s.c. hasta el dia 42. Los animales del grupo 1 representaron el vehiculo control y el vehiculo se recibid
(PBS) 3 veces por semana s.c. hasta el dia 42. Los animales del grupo 6 representaron el control positivo y recibieron
360 mg/kg del control i.v. una vez por semana durante cuatro semanas (en los dias 10, 17, 24 y 31). Durante el curso
del estudio, el crecimiento de los tumores PC-3 implantados ortotdpicamente se monitored in vivo los dias 3, 8
(asignacion al azar), 15, 22, 29, 36 y 43 utilizando imagenes de bioluminiscencia.

Se realizé una necropsia al final del estudio. Se determinaron el peso y el volumen del tumor primario. Los 6rganos
seleccionados (higado, bazo y pulmén) se recolectaron, una porcion de cada uno se fij6 en formalina y el resto se
analizé con respecto al patron de metastasis a través de imagenes de bioluminiscencia utilizando un ensayo de
luciferasa in vitro. Ademas, el fémur de una pierna y la misma porcién de la columna lumbar se recolectaron para
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analizar el patrén de metastasis en los huesos utilizando el ensayo de luciferasa in vitro.

La sefal de bioluminiscencia in vivo se compuso a partir del tumor primario y de las metastasis (formacién de imagen
de cuerpo entero). Con base en estos datos, se podria calcular una curva de crecimiento tumoral para todos los grupos
(Figura 17). El desarrollo tumoral fue homogéneo en todos los grupos de estudio hasta la asignacion al azar y el inicio
del tratamiento. A continuacion, el Grupo 1 tratado con el vehiculo control, asi como los dos Grupos 2 y 3 del anticuerpo
control RTE11 mostraron un crecimiento tumoral regular. Se puedo observar una reduccion altamente significativa del
crecimiento tumoral medida in vivo al dia 43 para el control positivo (Grupo 6). El anticuerpo Ab535, administrado a 30
o 10 mg/kg, respectivamente (Grupos 4 y 5), condujo a una reduccion significativa del crecimiento tumoral cuando se
controla utilizando imagenes de bioluminiscencia in vivo.

Los volumenes de tumores primarios y los pesos humedos se determinaron durante la necropsia al dia 44. El control
positivo (Grupo 6), condujo a una reduccion altamente significativa tanto del volumen como del peso del tumoral
primario. El anticuerpo Ab535 se administré a 30 mg/kg (Grupo 4), se pudo observar una reduccion significativa tanto
del volumen como del peso del tumor primario. Cuando se administré Ab535 a 10 mg/kg (Grupo 5), la reduccion del
volumen tumoral fue notable, pero menor que la mostrada por el Grupo 4. No se pudo observar una eficacia antitumoral
significativa en el caso del anticuerpo control.

Utilizando la técnica de formaciéon de imagenes por bioluminiscencia, se midieron las actividades de luciferasa del
tumor primario después de la necropsia. Los resultados obtenidos fueron comparables a los resultados de los
hallazgos de la necropsia y la curva de crecimiento in vivo. El control positivo (Grupo 6) condujo a una reduccion
altamente significativa de la actividad luciferasa del tumor primario. El anticuerpo Ab535, administrado a 30 mg/kg
(Grupo 4), condujo a una reduccion significativa de la actividad luciferasa del tumor primario, mientras que la reduccion
fue menor cuando se administré Ab535 a 10 mg/kg (Grupo 5). No se pudo encontrar una reduccion significativa de la
actividad luciferasa para el anticuerpo control.

Se analizaron varios érganos adicionales (higado, bazo, pulmén, fémur y una parte de la columna lumbar) utilizando
la técnica de formacién de imagenes por bioluminiscencia ex vivo. En el caso del control positivo, se pudieron mostrar
reducciones significativas de la actividad de la luciferasa para el fémur y la columna lumbar, mientras que la reduccion
de la sefal fue apenas inferior a la significativa en el caso del higado y el bazo. En el caso del anticuerpo Ab535,
administrado a 30 mg/kg (Grupo 4), la reduccion de la actividad de la luciferasa fue significativa para el higado y
evidente para todos los demas o6rganos. El anticuerpo control (Grupos 2 y 3) no produjo ninguna reduccion de la
actividad luciferasa en todos los 6rganos analizados. En conclusion, se pudo demostrar una eficacia antitumoral
significativa para el anticuerpo Ab535 en este modelo tumoral, combinado con una eficacia antimetastatica evidente.

Ejemplo 9: Efecto del anticuerpo anti-CSF-1R en un modelo de fibrosis pulmonar in vivo inducida por
Bleomicina

La bleomicina es un antibiético aislado por primera vez de Strepfomyces verticillatus y se ha utilizado como
quimioterapéutico para varios tipos de cancer. El modelo de bleomicina de la fibrosis pulmonar es un modelo bien
establecido y se us6 esencialmente como se describe en Madtes, DK et al, 1999, Am J Respir Cell Mol Biol, 20, 924-
34. El protocolo detallado se puede encontrar en la siguiente referencia Morschl, E., Molina, J. G., Volmer, J., Mohsenin,
A., Pero, R. S., Hong, J. S., Kheradmand, F., Lee, J. J. y Blackburn, M. R. (2008), la sefializacion del receptor de
adenosina A3 influye en la inflamacién pulmonar y la fibrosis. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 39: 697-705.

Todos los ratones utilizados fueron ratones hembra C57BIk6 de tipo silvestre (20 g) adquiridos en Harlan Labs. Se us6
una instilacion de corte intra-traqueal (IT) donde los ratones se anestesiaron con avertina y se realizé una traqueotomia
para instilar una dosis de bleomicina de 3,5 unidades en 50 pl de solucion salina o 50 ul de solucién salina sola como
control. El tratamiento de esta manera conduce a una fase inflamatoria que alcanza su punto maximo al dia 7 después
de la exposicion a la bleomicina y una fase fibrética que es maxima al dia 21 después de la exposicion. El efecto del
anticuerpo Ab535 se investigd cuando el anticuerpo se dosificd solo en la fase fibrética del modelo y se administrd por
via subcutanea a 30 mg/kg, tres veces por semana desde el dia 9-21. Los animales se sacrificaron el dia 21 y las
lecturas incluyeron el analisis histopatoldgico de los pulmones, la celularidad del fluido BAL (lavado broncoalveolar) y
la medicion del colageno soluble en el fluido BAL. Se realizé un analisis histopatolégico para evaluar el dafio pulmonar
utilizando un sistema de puntuacién Ashcroft modificado para determinar la gravedad de la fibrosis pulmonar (Hubner
RH et al, 2008, Biotechniques 44: 507-17). Los pulmones extirpados se inflaron con formalina al 10% a 25 cm de
presion y se procesaron a través de una serie de alcoholes y xileno, se embebieron en parafina y las secciones de
tejido se desparafinaron antes del procesamiento y la tincion con Trichrome de Masson.

La cantidad de colageno soluble en el fluido BAL se evalué utilizando un kit de ensayo Sircol comercialmente disponible
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El efecto sobre la poblacién de macrofagos en el fluido BAL se determind utilizando preparaciones de cytospin. Se
centrifugaron las alicuotas de células BAL sobre portaobjetos de microscopio, se tifieron con Diff-Quick y se contaron
los macroéfagos.

Se encontré que el tratamiento terapéutico con el anticuerpo anti-CSF-1R, Ab535, con una dosis iniciada el dia 9,
resultd en una fibrosis pulmonar inducida por bleomicina muy reducida. Tanto la severidad como la extension de la
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fibrosis se redujeron significativamente. Los ratones tratados habian reducido la produccion de colageno, mejoraron
la patologia fibrotica y mejoraron la proteccion de la barrera pulmonar.

La Figura 18a muestra que el tratamiento de la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina con Ab535 redujo la
concentracion de colageno BALF en comparacion con el tratamiento con el control de isotipos.

La Figura 18b muestra que el tratamiento de la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina con Ab535 redujo la
puntuacién de Ashcroft de las muestras en comparacion con el tratamiento con el control de isotipos, lo que demuestra
que los ratones tratados con Ab535 tuvieron una mejora en patologia fibrotica.

La Figura 18c muestra que el tratamiento de la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina con Ab535 redujo la
concentracion de albumina en el suero en comparacién con el tratamiento con el control de isotipos, lo que demuestra
que mejoro la permeabilidad vascular de los ratones tratados con Ab535.

La Figura 19 muestra imagenes representativas del analisis histopatoldgico de pulmones de animales tratados con
solucidn salina control, bleomicina mas control de isotipos y bleomicina mas Ab535. Los animales tratados con Ab535
tenian una fibrosis pulmonar muy reducida en comparaciéon con los animales tratados con bleomicina, control de
isotipos.

Ejemplo 10. Efecto del anticuerpo anti-CSF-1R en un modelo de fibrosis pulmonar en ratéon deficiente en
adenosina desaminasa

La adenosina es un potente nucledsido de sefializacién, cuyos niveles aumentan cuando las células sufren estrés o
se dafian y se produce una amplia variedad de respuestas cuando la adenosina se asocia con sus receptores
acoplados a proteinas G especificos. La adenosina desaminasa (ADA) es una enzima del catabolismo de la purina
que convierte la adenosina en inosina. Se han generado ratones knockout a ADA y se ha demostrado que tienen
mayores niveles de adenosina en suero, asi como en tejidos tales como el rifidn, el higado y el pulmén (Blackburn,
MR et al, 1998, J Biol Chem, 273 (9): 5093-5100). Estos ratones presentan caracteristicas de enfermedad pulmonar
cronica tales como la destruccion alveolar, inflamacion de las vias respiratorias y produccion excesiva de moco que
se asocian con aumento de los niveles de adenosina en el pulmon (Blackburn MR et al, 2000, J Exp Med, 192: 159-
70). Los efectos son tales que los ratones mueren a las tres semanas de edad debido a la dificultad respiratoria. La
administracion de ADA exdgena utilizando un régimen de dosis bajo reduce los niveles de adenosina y prolonga la
vida util de estos ratones, lo que permite desarrollar un modelo de fibrosis pulmonar (Chunn JL et al, 2005, J Immunol
175: 1937-46, Pedrosa M et al, 2011, PLoS One, 6(7): €22667). En este modelo, la elevacién crénica de los niveles
de adenosina se asocia con un aumento de los mediadores pro-fibréticos, incluido el TGFx-1 en los pulmones, aumento
del depdsito de colageno en el tejido pulmonar y aumento de la patologia fibrotica de los pulmones. Para investigar el
efecto de moléculas con potencial antifibrético, los ratones deficientes en ADA se mantienen en un régimen de ADA
exogeno de dosis baja durante varias semanas, el tratamiento con ADA se detiene y se administra el agente
antifibrético potencial.

El efecto del anticuerpo anti-CSF-1R Ab535 se investigd en el modelo de fibrosis pulmonar en ratén knockout a ADA.
En este modelo, los ratones deficientes en enzimas se mantuvieron en terapia con enzimas ADA desde el dia 1 hasta
el dia 21 después del nacimiento. Se preparé un conjugado ADA-polietilenglicol (PEG) (Young HW et al, 2004, J
Immunol 173: 1380-89) y se administraron inyecciones intramusculares a los dias 1, 5, 9, 13 y 17 postnatales (0,625,
1,25, 2,5, 2,5y 2,5 unidades respectivamente), seguido de 5 unidades inyectadas por via intraperitoneal al dia 21. No
se administré mas enzima después del dia 21. Se administréo Ab535 dosificado por via subcutanea a 30 mg/kg, en un
volumen de 100 ml tres veces/semana desde el dia 25 (después del parto) hasta que los animales se sacrificaron el
dia 42.

Los animales se sacrificaron el dia 42 y las lecturas incluyeron analisis histopatolégico de los pulmones, celularidad
del fluido BAL y cuantificacion de colageno soluble en fluido BAL. El analisis histopatoldgico se realizé para evaluar el
dafio pulmonar utilizando un sistema de puntuacion Ashcroft modificado para determinar la gravedad de la fibrosis
pulmonar (Hubner et al, 2008, Biotechniques 44: 507-17). Los pulmones extirpados se inflaron con formalina al 10% a
25 cm de presion y se procesaron a través de una serie de alcoholes y xileno, se embebieron en parafina y las
secciones de tejido se desparafinaron antes del procesamiento y la tincién con Trichrome de Masson.

La cantidad de colageno soluble en fluido BAL también se evalud utilizando un kit de ensayo Sircol comercialmente
disponible siguiendo las instrucciones del fabricante.

El efecto sobre la poblacion de macrofagos en el fluido BAL se determind utilizando preparaciones de cytospin. Se
centrifugaron las alicuotas de células BAL sobre portaobjetos de microscopio, se tifieron con Diff-Quick y se contaron
los macroéfagos.

Se encontré que el tratamiento terapéutico con el anticuerpo anti-CSF-1R Ab535 redujo significativamente la fibrosis
pulmonar en ratones deficientes en ADA. Los ratones tratados tuvieron una produccion reducida de colageno,
mejoraron la patologia fibrética y mejoraron la funcion y proteccion de la barrera pulmonar.

La Figura 20a muestra que el tratamiento de ratones deficientes en ADA con fibrosis pulmonar inducida con Ab535
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redujo la concentracion de colageno BALF en comparacion con el tratamiento con el control de isotipos.

La Figura 20b muestra que el tratamiento de ratones deficientes en ADA con fibrosis pulmonar inducida con Ab535
redujo la puntuacién de Ashcroft de las muestras en comparacion con el tratamiento con el control de isotipos, lo que
demuestra que los ratones tratados con Ab535 habian mejorado la patologia fibrotica.

La Figura 20c muestra que el tratamiento de ratones deficientes de ADA con fibrosis pulmonar inducida con Ab535
redujo la concentracion de albumina en el suero en comparacion con el tratamiento con el control de isotipos, lo que
demuestra que mejoro la permeabilidad vascular de los ratones tratados con Ab535.

La Figura 20d muestra que el tratamiento de ratones deficientes en ADA con fibrosis pulmonar inducida que reciben
Ab535 redujo los numeros de macrofagos en el fluido BAL.

La Figura 21 muestra imagenes representativas del analisis histopatolégico de los pulmones de ratones normales
(ADA+) y ratones deficientes de ADA con fibrosis pulmonar inducida (ADA-), ambos tratados con el control de isotipos
o0 Ab535. En los ratones ADA-, los animales tratados con Ab535 tuvieron una fibrosis pulmonar muy reducida en
comparacion con el control de isotipos.

En consecuencia, se ha demostrado en dos modelos de ratones con fibrosis pulmonar que el tratamiento con un
anticuerpo anti-CSF-1R puede tratar de manera eficaz la enfermedad fibrética.

Lista de secuencias

<110> UCB Biopharma SPRL
<120> ANTICUERPOS
<130> G0181-PCT

<150> GB1315487.7
<151> 30-08-2013

<160> 39
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencias CA019 969 Ab CDR-L1

<400> 1
Leu Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asp Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 2

<<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencias CA019 969 Ab CDRL2

<400> 2
Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Asp
1 5

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencias CA019 969 Ab CDR-L3

<400> 3
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Leu Gln Asp Ser Glu Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 4

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencias CA019 969 Ab CDR-H1

<400> 4
Gly Phe Ser Leu Thr Thr Tyr Gly Met Gly Val Gly
1 5 10

<210>5

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencias CA019 969 Ab CDR-H2

<400> 5
Asn Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Asn
1 5 10 15

<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencias CA019 969 Ab CDR-H3

<400> 6
Ile Gly Pro Ile Lys Tyr Pro Thr Ala Pro Tyr Arg Tyr Phe Asp Phe
1 5 10 15

<210>7

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Region Rat Ab 969 VL

<400>7
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

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

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

Tyr Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Glu Ser
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20

65

70

ES 2733735713

75

80

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Phe Cys Leu Gln Asp Ser Glu Tyr Pro Trp

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

<210>8
<211> 321
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Region Rat Ab 969 VL
<400> 8
gacatccaga tgacacagtc tccagcttcc ctgtctgecat ctctgggaga aactgtctcc
atcgaatgtc tagcaagtga ggacatttac gataatttag cgtggtacca gaagaagcca
ggaaaatctc ctcacctcct catctattat gcaagtaget tgcaagatgg ggtcccatca
cggttcagtg gcagtggatc tggcacacag tattctctca aaatcaacag cctggaatct
gaagatgctg cgacttattt ctgtctacag gattctgagt atccgtggac gttecggtgga
ggcaccaagc tggaattgaa a
<210>9
<211> 127
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Region Rat Ab 969 VL con secuencia de sefial subrayada y en italica
<400> 9
Met Gly Val Pro Thr Gln Leu Leu Val Leu Leu Leu Leu Trp Ile Thr
1 5 10 15

Asp Ala Ile Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Leu Gly Glu Thr Val Ser Ile Glu Cys Leu Ala Ser Glu Asp
35 40 45

Ile Tyr Asp Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Lys Lys Pro Gly Lys Ser Pro
50 55 60

His Leu Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Asp Gly Val Pro Ser
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn
85 90 95

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Phe Cys Leu Gln Asp Ser
100 105 110

Glu Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
115 120 125

<210> 10

41

60

120

180

240

300

321



10

15

20

<211> 381
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2733735713

<223> Region Rat Ab 969 VL con secuencia de sefial subrayada y en italica

<400> 10
atgggtgtcc

gacatccaga
atcgaatgtc
ggaaaatctc
cggttcagtg
gaagatgctg
ggcaccaagc
<210> 11

<211>125
<212> PRT

ccactcagcet
tgacacagtc
tagcaagtga
ctcacctcct
gcagtggatc
cgacttattt

tggaattgaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cttggtgttg
tccagcettece
ggacatttac
catctattat
tggcacacag
ctgtctacag

a

<223> Region Rat Ab 969 VH

<400> 11

Gln Val Thr Leu

1

Thr Leu

Gly Met

35
Leu

Trp

Leu
65

Lys

Phe Leu

Cys Ala

Phe Asp

<210> 12
<211> 375
<212> ADN

Ser

Gly

Ala

Asn

Lys

Arg

Phe
115

5

Leu Thr

20

Val Gly

Asn Ile

Arg Leu

Leu
85

Ile
100

Gly

Trp Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Lys Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Thr Asn Val

Pro

Pro

Ser Gly

Thr Phe

Pro

Ser

ttgectgetgt
ctgtctgecat
gataatttag
gcaagtagct
tattctctca

gattctgagt

Gly Ile

10

Gly Phe

25

Ile Arg

40
Trp Asp

Ile Ser
His
Ile

Lys

Thr
120

Gly

<223> Region Rat Ab 969 VH

<400> 12

Gln

Asp

Lys

Thr

Tyr

105

Met

Pro Ser

Asp Lys

Thr
75

Asp

Ser Asp
90

Pro Thr

Val Thr

ggattacaga
ctctgggaga
cgtggtacca
tgcaagatgg
aaatcaacag

atccgtggac

Leu Gln

Ser Leu

30

Gly Lys

45

Tyr
60

Ser Asn Asn

Ser Ala
Ala

Pro

Val Ser

125

42

Pro

Thr

Gly

Tyr Asn

Thr

Tyr
110

tgccatatgt
aactgtctcce
gaagaagcca
ggtcccatca
cctggaatct

gttcggtgga

Ser Gln

15

Thr Tyr

Leu Glu

Pro Ser

Gln Ala

80

Tyr
95

Tyr

Arg Tyr

60

120

180

240

300

360

381



10

15

ES 2733735713

caggttactc tgaaagagtc tggccctggg atattgcage cctcccagac cctcecagtcetg

acttgcactt tctctgggtt ttcactgacc acttatggta tgggtgtggg ctggattcegt

cagccttcag ggaagggtct ggagtggectg gcaaacattt ggtgggatga tgataagtat

tacaatccat ctctgaaaaa ccggctcaca atctccaagg acacctccaa caaccaagca

ttcectcaage tcaccaatgt acacacttca gattctgcca catactactg tgctcggata

gggccgatta aatacccgac ggccccecctac cggtactttg acttetgggg cccaggaacce

atggtcaccg tcteg

<210>13

<211> 144

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Region Rat Ab 969 VH con secuencia de sefal subrayada y en italica

<400> 13

Met Asp Arg Leu Thr Ser Ser Phe Leu Leu Leu Ile Val Pro Ala Tyr

1 5 10 15

Val Leu Ser Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln

20 25 30
Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu
35 40 45
Thr Thr Tyr Gly Met Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys
50 55 60

Gly Leu Glu Trp Leu Ala Asn Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr

65 70 75 80

Asn Pro Ser Leu Lys Asn Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Asn
85 90 95

Asn Gln Ala Phe Leu Lys Leu Thr Asn Val His Thr Ser Asp Ser Ala

100 105 110
Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Ile Gly Pro Ile Lys Tyr Pro Thr Ala Pro
115 120 125
Tyr Arg Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Pro Gly Thr Met Val Thr Val Ser
130 135 140

<210> 14

<211> 432

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Region Rat Ab 969 VH con secuencia de sefal subrayada y en italica

<400> 14

43

60

120

180

240

300

360

375



10

15

atggacaggc
gttactctga
tgcactttct
ccttcaggga
aatccatctc
ctcaagctca
ccgattaaat
gtcaccgtcet
<210> 15

<211>107
<212> PRT

ttacttccte
aagagtctgg
ctgggtttte
agggtctgga
tgaaaaaccg
ccaatgtaca
acccgacggce

cg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Regién-969 gL7 V

<400> 15

Asp Ile Gln Met Thr

Asp

Leu

Tyr
50

Ser
65

Glu

Thr

<210> 16
<211> 321
<212> ADN

Arg Val

Ala Trp

Tyr Ala

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

Gl

5

Thr
20

Ile

Tyr Gln Gl

Ser Ser

Gly Thr As

Ala Thr

85

Gly
100

Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Region-969 gL7 V

<400> 16

Thr

Leu

Tyr

Thr

attcctactg
ccctgggata
actgaccact
gtggctggca
gctcacaatc
cacttcagat

cccctacegg

n Ser Pro

Cys Leu

Pro
40

n Lys

Gln
55

Asp
p Tyr Thr
Tyr

Cys

Lys Val

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

ES 2733735713

ctgattgtce
ttgcagccect
tatggtatgg
aacatttggt
tccaaggaca
tctgeccacat

tactttgact

Ser Leu

10

Ser Glu

25

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln
90

Asp

Ile Lys

105

ctgcatatgt
cccagaccct
gtgtgggctg
gggatgatga
cctccaacaa
actactgtgce

tctggggececce

Ser Ala Ser

Asp Ile Tyr

30

Pro Lys Leu

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Ser Glu Tyr

44

cctgtctcag
cagtctgact
gattcgtcag
taagtattac

ccaagcattc

tcggataggg

aggaaccatg

val Gly

15

Asp Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Trp
95

60

120

180

240

300

360

420

432



10

15

<223> Region-969 gL7 V con secuencia de sefial subrayada y en italica

gacatacaga tgactcagtc accctcaagce

atcacctgtc tggcctccga ggatatctac

ggaaaggctc ccaagctcct gatttattat

cggttcagcg gaagcggctc cgggacggat

gaggattttg ctacttacta ctgcctgcaa

ggcaccaaag tggaaatcaa g

<210> 17

<211> 127

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<400> 17

Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu

1 5

Asp Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met

20

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
35 40

Ile Tyr Asp Asn Leu Ala Trp Tyr

50 55

Lys Leu Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser

65 70

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

85
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
100

Glu Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly
115 120

<210> 18

<211> 381

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Regidn-969 gL7 V con secuencia de sefial subrayada y en italica

<400> 18

ES 2733735713

ctgagtgcca
gataacctgg
gcctectete
tacacactga

gactccgaat

Gly Leu Leu
10

Thr
25

Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Gln
75

Ser Leu

Thr Asp

90

Tyr

Thr
105

Tyr Tyr

Gly Thr Lys

gtgtgggaga
catggtatca
tccaagacgg
caattagctc

acccatggac

Leu

Pro Ser

30

Ala
45

Leu

Pro
60

Gly
Asp Gly
Thr Leu
Leu

Cys

Val Glu

125

45

Leu Trp

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

Ile

cagggtgaca
gcagaaacct
cgttcecatcet
tctgcaaccg

ctteggtggt

Leu Thr

15

Leu Ser

Glu Asp
Ala

Pro

Ser
80

Pro

Ile
95

Ser
Ser

Asp

Lys

60

120

180

240

300

321



10

atéégcgtéc
gacatacaga
atcacctgtce
ggaaaggctce
cggttcagceg
gaggattttg
ggcaccaaag
<210>19

<211> 214
<212> PRT

ctactcaagt
tgactcagtc
tggcctecga
ccaagctcect
gaagcggctce
ctacttacta

tggaaatcaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cttggggctg
accctcaagce
ggatatctac
gatttattat
cgggacggat
ctgcctgcaa

g

ES 2733735713

ctcttgettt
ctgagtgcca
gataacctgg
gcctectcete
tacacactga

gactccgaat

<223> Cadena ligera 969 gL7 (V + constante)

<400> 19

ggcttaccga
gtgtgggaga
catggtatca
tccaagacgg
caattagctc

acccatggac

cgcaagatgce
cagggtgaca
gcagaaacct
cgttccatcet
tctgcaaccg

cttcggtggt

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

46

60

120

180

240

300

360

381



ES 2733735713

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

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

Tyr Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Asp Ser Glu Tyr Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 20

<211> 642

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cadena ligera 969 gL7 (V + constante)

<400> 20

47



10

gacatacaga
atcacctgtc
ggaaaggctc
cggttcagceg
gaggattttg
ggcaccaaag
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctege
<210> 21

<211> 234
<212> PRT

tgactcagtc
tggcctecga
ccaagctcct
gaagcggctce
ctacttacta
tggaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cadena ligera 969 gL7 (V + constante) con secuencia de sefal subrayada y en italica

<400> 21

Met Ser Val Pro

1

Asp Ala

Ala Ser

35

Ile Tyr

50

Lys Leu

65

Arg Phe

Ser Leu

Arg

val

Asp

Leu

Ser

Gln

5

Cys
20

Asp Il

Gly Asp

Asn Leu Al

Ile Tyr

70

Ser Gl
85

Gly

Pro Glu As

100

Arg

Tyr

accctcaagce
ggatatctac
gatttattat
cgggacggat
ctgcetgecaa
gcgtacggta
tggaactgcce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

e Gln Met

Val Thr

40

a Trp
55

Tyr
Ala Ser
y Ser

Gly

p Phe Ala

Thr

25

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
105

ES 2733735713

ctgagtgcca
gataacctgg
gcctectete
tacacactga
gactccgaat
gcggecccat
tctgttgtgt
gataacgcce
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

10

Gln Ser

Thr Cys
Gln

Lys

Gln
75

Leu
Asp

Tyr

Tyr Tyr

gtgtgggaga
catggtatca
tccaagacgg
caattagctc
acccatggac
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagecag
gcgaagtcac

gt

Pro Ser

30

Ala
45

Leu

Pro
60

Gly
Asp Gly
Thr

Leu

Cys Leu

48

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
110

cagggtgaca
gcagaaacct
cgttccatct
tctgcaaccg
ctteggtggt
cttcecegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggce

Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

15

Leu Ser

Glu Asp
Ala Pro
Ser

Pro

Ile
95

Ser

Asp Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



ES 2733735713

10

15

Glu Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
115 120 125
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
130 135 140
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
145 150 155 160
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
165 170 175
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
180 185 190
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
195 200 205
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230
<210> 22
<211> 702
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> cadena ligera 969 gL7 (V + constante) con secuencia de sefal subrayada y en italica
<400> 22
atgagcgtge ctactcaagt cttggggctg ctcecttgettt ggecttaccga cgcaagatge 60
gacatacaga tgactcagtc accctcaagc ctgagtgcca gtgtgggaga cagggtgaca 120
atcacctgtc tggcctccga ggatatctac gataacctgg catggtatca gcagaaacct 180
ggaaaggctc ccaagctcct gatttattat gecctcecctcte tccaagacgg cgttceccatct 240
cggttcagecg gaagcggctc cgggacggat tacacactga caattagcectc tctgcaaccg 300
gaggattttg ctacttacta ctgcctgcaa gactccgaat acccatggac ctteggtggt 360
ggcaccaaag tggaaatcaa gcgtacggta gcggccccat ctgtcecttcat ctteccegeca 420
tctgatgagce agttgaaatc tggaactgecc tctgttgtgt gcctgetgaa taacttctat 480
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc tccaatcggg taactcccag 540
gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag caccctgacg 600
ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct gcgaagtcac ccatcaggge 660
ctgagetege cegtcacaaa gagettcaac aggggagagt gt 702
<210> 23
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Region-969 gH2 V

49



10

15

ES 2733735713

<400> 23
Glu Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Ala Leu
1 5 10
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe
20 25
Gly Met Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro
35 40
Trp Leu Ala Asn Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys
50 55
Leu Lys Asn Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr
65 70 75
Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp
85 90
Cys Ala Arg Ile Gly Pro Ile Lys Tyr Pro Thr
100 105
Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120
<210> 24
<211> 375
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Regién 969 gH2 V
<400> 24
gaagtgacac tcaaggagtc tggacccgct ctggtgaaac
acatgtactt ttagtggctt ctcattgact acctatggaa
cagccacctg gcaaggctct ggaatggctg gccaacatct
tataacccgt ccectgaaaaa ccggetgacce attagcaagg
gtgctgacca tgacaaatat ggatcccgtt gacaccgcaa
ggtcccataa agtaccctac ggcaccttac cgatatttceg
atggttactg tcteg
<210> 25
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Val Lys Pro

Thr
30

Ser Leu

Gly Lys Ala

45

Tyr Asn

60

Tyr

Ser Lys Asn

Thr Ala Thr

Ala Pro Tyr

110

Val Ser

125

caacccaaac
tgggcgtggg
ggtgggatga
atacttctaa
cctactactg

acttttgggg

<223> Regidn-969 gH2 V con secuencia de sefial subrayada y en italica

<400> 25

50

Thr
15

Gln

Thr Tyr

Leu Glu

Pro Ser

Gln Val

80

Tyr
95

Tyr

Arg Tyr

actcactttg
atggatcaga
cgacaagtac
aaatcaagtg
cgcccgcatt

ccaagggaca

60

120

180

240

300

360

375



10

15

ES 2733735713

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly

1 5 10 15

Val His Ser Glu Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys
20 25 30

Pro Thr Gln Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu

35 40 45
Thr Thr Tyr Gly Met Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys
50 55 60

Ala Leu Glu Trp Leu Ala Asn Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr

65 70 75 80

Asn Pro Ser Leu Lys Asn Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys

85 90 95

Asn Gln Val Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala
100 105 110

Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Ile Gly Pro Ile Lys Tyr Pro Thr Ala Pro

115 120 125
Tyr Arg Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser
130 135 140

<210> 26

<211> 432

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Regidn-969 gH2 V con secuencia de sefial subrayada y en italica

<400> 26

atggagtggt cctgggtgtt tctgttctte ctgagtgtga ccaccggggt ccactccgaa

gtgacactca aggagtctgg acccgctctg gtgaaaccaa cccaaacact cactttgaca

tgtactttta gtggcttctec attgactacc tatggaatgg gcgtgggatg gatcagacag

ccacctggca aggctctgga atggctggecc aacatctggt gggatgacga caagtactat

aacccgtcece tgaaaaaccg gctgaccatt agcaaggata cttctaaaaa tcaagtggtg

ctgaccatga caaatatgga tcccgttgac accgcaacct actactgege ccgcattggt

cccataaagt accctacggce accttaccga tatttcgact tttggggcca agggacaatg

gttactgtect cg

<210> 27

<211> 453

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cadena pesada 969 gH2 (V + constante - hu IgG4P)

<400> 27

51

60

120
180
240
300
360
420

432



Glu

Thr

Gly

Trp

Leu

Val

Cys

Phe

Thr

Ser

Val

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Asp

Lys

130

Glu

Thr

Thr

Gly

35

Ala

Asn

Thr

Arg

Phe

115

Gly

Ser

Leu

Leu

20

Val

Asn

Arg

Met

Ile

100

Trp

Pro

Thr

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Gly

Gly

Ser

Ala

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Pro

Gln

val

Ala

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Met

Ile

Gly

Phe

135

Leu

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Lys

Thr

120

Pro

Gly

ES 2733735713

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Tyr

105

Met

Leu

Cys

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Pro

Val

Ala

Leu

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Thr

Thr

Pro

val

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Ala

Val

Cys

140

Lys

52

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Pro

Ser

125

Ser

Asp

Pro

Thr

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr

110

Ser

Arg

Tyr

Thr

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Arg

Ala

Ser

Phe

Gln

Tyr

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Tyr

Ser

Thr

Pro



145

Glu

His

Ser

Cys

Glu

225

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Ser

Gln

val

Val
385

Pro

Thr

Val

Asn

210

Ser

Gly

Met

Gln

Val

290

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

370

Glu

Val

Phe

Val

195

val

Lys

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

Thr

Pro

180

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

340

Thr

Thr

Glu

vVal

165

Ala

Val

His

Gly

Ser

245

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

Ser

150

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn
390

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

Val

375

Gly

Asn

Gln

Ser

200

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

360

Lys

Gln

ES 2733735713

Ser

Ser

185

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

345

Gln

Gly

Pro

Gly

170

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

Vval

Ser

330

Lys

Glu

Phe

Glu

155

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
395

Leu

Leu

Thr

Vval

220

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Met

Pro

380

Asn

53

Thr

Tyr

Lys

205

Asp

Ala

Pro

Val

Val

285

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Ser

Ser

190

Thr

Lys

Pro

Lys

vVal

270

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Lys

Gly

175

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Thr

160

Val

Ser

Thr

Val

Phe

240

Thr

val

vVal

Ser

Leu

320

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr
400
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Pro Pro Val

Thr Val Asp

Val Met His

435

Leu Ser Leu

450

<210> 28
<211> 1966
<212> ADN

ES 2733735713

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu

405

410

415

Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser

420

425

430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

Gly Lys

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

440

445

<223> cadena pesada 969 gH2 (V + constante - hu IgG4P, exones subrayados)

<400> 28
gaagtgacac

acatgtactt
cagccacctg
tataaccegt
gtgctgacca
ggtcccataa
atggttactg
tccaggageca
gaaccggtga
gctgtectac
agcttgggca
gacaagagag
cagccctect
ccccatetgt
cttctggatt
ctgcgcatac
ctgeccectga
ttctectecte

cccecatgece

tcaaggagtc
ttagtggctt
gcaaggctct
ccctgaaaaa
tgacaaatat
agtaccctac
tctecgagege
cctececgagag
cggtgtegtg
agtcctcagg
cgaagaccta
ttggtgagag
gcctggacge
ctcectcecacce
tttccaccag
aggggcaggt
cctaagccca
ccagatctga

accatgccca

tggaccecget
ctcattgact
ggaatggctg
ccggetgace
ggatccegtt
ggcaccttac
ttctacaaag
cacagccgcec
gaactcaggc
actctactcc
cacctgcaac
gccagcacag
accccggetg
ggaggcctct
gctececgggea
gctgegetca
ccccaaaggc
gtaactccca

ggtaagccaa

ctggtgaaac
acctatggaa
gccaacatct
attagcaagg
gacaccgcaa
cgatatttcg
ggcccateceg
ctgggctgece
gccctgacca
ctcagcagcg
gtagatcaca
ggagggaggg
tgcagcccca
gaccacccca
gccacaggcet
gacctgccaa
caaactctcc
atcttctcte

cccaggcecte

caacccaaac
tgggegtggg
ggtgggatga
atacttctaa
cctactactg
acttttgggg
tctteccect
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
tgtctgetgg
gcccagggcea
ctcatgeccca
ggatgcccecct
gagccatatc
actccctcag
tgcagagtcc

gcectceecage

54

actcactttg
atggatcaga
cgacaagtac
aaatcaagtg
cgceccgeatt
ccaagggaca
ggcgcecectge
ctacttccce
caccttcceeg
gccctecage
caccaaggtg
aagccaggct
gcaaggcatg
gggagagggt
accccaggcce
cgggaggacc
ctcagacacc
aaatatggtc

tcaaggcggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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acaggtgccce
acctccatct
ccaaaaccca
gacgtgagcce
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
ggggtgcgag
cgctgtgeca
cccatcccag
ctaccccage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

<210> 29
<211> 472
<212> PRT

tagagtagcc
cttcectcage
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcctgecacca
tccegtecte
ggccacatgg
acctectgtce
gaggagatga
gacatcgeceg
ccegtgetgg
aggtggcagg

tacacacaga

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cadena pesada 969 gH2 (V + constante - hu IgG4P) con secuencia de sefial subrayada y en italica

<400> 29

tgcatccagg
acctgagttce
catgatctcce
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
acagaggtca
ctacagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaatgt

agagcctcte

ES 2733735713

gacaggcccce
ctggggggac
cggacccectg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
gctcggecca
gccccgagag
ggtcagcctg
gagcaatggg
cteccttette
cttctcatge

cctgtctetg

agccgggtge
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
ccctetgece
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge

ggtaaa

tgacgcatcc
cctgttececece
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtctcc
tgggacccac
tgggagtgac
acaccctgec
tcaaaggcett
acaactacaa
ggctaaccgt

atgaggctct

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly

1

Val His

Pro Thr

35

Thr Thr

50

Ala
65

Leu

Asn Pro

Ser

Gln

Tyr

Glu

Ser

5

Glu
20

Vval

Thr Leu

Gly Met Gl

Al
70

Trp Leu

Leu Lys As

85

Thr

Thr

Leu Lys

Thr
40

Leu

y Val
55

Gly
Ile

a Asn

n Arg Leu

10

Glu
25

Ser Gly

Cys Thr Phe

Trp Ile

Trp Asp

75

Trp

Thr TIle

90

Ser

Pro Ala

30

Ser Gly

45

Gln
60

Pro
Asp

Asp

Lys Asp

55

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

15

Val Lys

Ser Leu

Gly Lys

Tyr Tyr

80

Ser
95

Lys

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1966



Asn

Thr

Tyr

Ser

145

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

225

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

305

Phe

Asp

Gln

Tyr

Arg

130

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

210

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

290

Gly

Asn

Trp

Val

Tyr

115

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

195

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

275

val

val

Ser

Leu

Val

100

Cys

Phe

Thr

Ser

Glu

180

His

Ser

Cys

Glu

Leu

260

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
340

Leu

Ala

Asp

Lys

Glu

165

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

245

Gly

Met

Gln

val

Tyr

325

Gly

Thr

Arg

Phe

Gly

150

Ser

Val

Phe

Val

Val

230

Lys

Gly

Ile

Glu

His

310

Arg

Lys

Met

Ile

Trp

135

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

215

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

295

Asn

Val

Glu

Thr

Gly

120

Gly

Ser

Ala

val

Ala

200

Val

His

Gly

Ser

Arg

280

Pro

Ala

Val

Tyr

Asn

105

Pro

Gln

Val

Ala

Ser

185

Val

Pro

Lys

Pro

Val

265

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
345

ES 2733735713

Met

Ile

Gly

Phe

Leu

170

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

250

Phe

Pro

val

Thr

Val

330

Cys

Asp

Lys

Thr

Pro

155

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

235

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

315

Leu

Lys

Pro

Tyr

Met

140

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

220

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

300

Pro

Thr

val

56

Val

Pro

125

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

205

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

285

Asn

Arg

val

Ser

Asp

110

Thr

Thr

Pro

Val

Ala

190

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

270

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
350

Thr

Ala

val

Cys

Lys

175

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

255

Lys

Vval

Tyr

Glu

His

335

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

160

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

240

Ala

Pro

Val

Val

Gln

320

Gln

Gly
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<223> cadena pesada 969 gH2 (V + constante - hu IgG4P, exones subrayados) con secuencia de sefial subrayada y

Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr
355 360
Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
370 375
Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
385 390
Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
405
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
420
Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser
435 440
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
450 455
Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
465 470
<210> 30
<211> 2023
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
en italica
<400> 30
atggagtggt cctgggtgtt tctgttctte
gtgacactca aggagtctgg acccgcectctg
tgtactttta gtggcttctc attgactacc
ccacctggca aggctctgga atggetggec
aacccgtcece tgaaaaaccg gctgaccatt
ctgaccatga caaatatgga tcccgttgac
cccataaagt accctacggce accttaccga
gttactgtct cgagcgcette tacaaagggce
aggagcacct ccgagagcac agccgccctg
ccggtgacgg tgtcgtggaa ctcaggecgec

ES 2733735713

Ile Ser Lys

Pro Pro Ser

Leu Val Lys

395

Asn Gly Gln

410

Ser
425

Asp Gly

Arg Trp Gln

Leu His Asn

ctgagtgtga
gtgaaaccaa
tatggaatgg
aacatctggt
agcaaggata
accgcaacct
tatttcgact
ccatccgtet

ggctgectgg

ctgaccagcg

Ala Lys

365

Gln
380

Glu

Gly Phe

Pro Glu

Ser Phe

Glu Gly

445

His
460

Tyr

ccaccggggt
cccaaacact
gcgtgggatg
gggatgacga
cttctaaaaa
actactgcge
tttggggcca
tccecectgge
tcaaggacta

gcgtgcacac

57

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

430

Asn

Thr

Gln Pro

Thr

Met

Ser
400

Pro

Asn
415

Tyr

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys

ccactccgaa
cactttgaca
gatcagacag
caagtactat
tcaagtggtg
ccgecattggt
agggacaatg
gccctgetcee
cttcceccgaa

ctteceecgget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gtcctacagt
ttgggcacga
aagagagttg
ccctectgee
catctgtcecte
ctggattttt
cgcatacagg
cccctgaccet
tctectceeca
catgcccacce
ggtgccctag
tccatctctt
aaacccaagg
gtgagccagg
aatgccaaga
ctcaccgtce
aaaggcctce
gtgecgagggce
tgtgccaacc
atcccaggag
ccccagegac
cacgcctece
caagagcagg
caaccactac

<210> 31
<211>107
<212> PRT

cctcaggact
agacctacac
gtgagaggcc
tggacgcacc
ctcaccegga
ccaccaggct
ggcaggtgcet
aagcccaccce
gatctgagta
atgcccaggt
agtagcctge
cctcagcacce
acactctcat
aagaccccga
caaagccgceg
tgcaccagga
cgtcectcecat
cacatggaca
tctgtcecta
gagatgacca
atcgcegtgg
gtgctggact
tggcaggagg

acacagaaga

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ctactceccte
ctgcaacgta
agcacaggga
cecggetgtge
ggcctctgac
ccgggcagec
gcgctcagac
caaaggccaa
actcccaatc
aagccaaccc
atccagggac
tgagttcctg
gatctcecegg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
gaggtcagct
cagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcte
ggaatgtctt

gcctctecect

ES 2733735713

agcagcgtgg
gatcacaagc
gggagggtgt
agccccagcec
caccccacte
acaggctgga
ctgccaagag
actctccact
ttctectetge
aggcctcgece
aggccccagce
gggggaccat
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
cggcccacee
ccgagagcca
cagcctgacce
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctcce

gtctectgggt

<223> Marco aceptor VK1 2-1-(1) 012 JK4 humano

<400> 31

tgaccgtgcecce
ccagcaacac
ctgctggaag
cagggcagca
atgcccaggg
tgccectacce
ccatatccgg
ccctcagete
agagtccaaa
ctccagctca
cgggtgctga
cagtcttcecct
tcacgtgegt
tggatggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaaggtgg
tctgeectgg
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaggce
gtgatgcatg

aaa

ctccagcage
caaggtggac
ccaggctcag
aggcatgccce
agagggtctt
ccaggccctg
gaggaccctg
agacaccttc
tatggtccce
aggcgggaca
cgcatccacc
gttcceccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagecgtce
ggtctccaac
gacccacggg
gagtgaccge
ccctgececcece
aaggcttcta
actacaagac
taaccgtgga

aggctctgca

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

58

15

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2023



10

15

ES 2733735713

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser
85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 32
<211> 321
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Marco aceptor VK1 2-1-(1) 012 JK4 humano
<400> 32
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcec ctgtcectgeat
atcacttgcec gggcaagtca gagcattagc agctatttaa
gggaaagccc ctaagctcct gatctatget gcatccagtt
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta
gggaccaagg tggagatcaa a
<210> 33
<211> 114
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Marco aceptor VH2 3-1 2-70 JH3 humano

<400> 33

Ser Ile

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg

Ser Ser

Tyr Ser

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

cccctetcac

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Leu

95

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

ttteggegga

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

1

5

10

15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser

20

25

30

59

60

120

180

240

300

321



10

15

ES 2733735713

Gly Met Arg Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu
35 40 45

Trp Leu Ala Arg Ile Asp Trp Asp Asp Asp Lys Phe Tyr Ser Thr Ser
50 55 60

Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg Ile Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr

100 105 110
Val Ser
<210> 34
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Marco aceptor VH2 3-1 2-70 JH3 humano
<400> 34
caggtcacct tgaaggagtc tggtcctgeg ctggtgaaac ccacacagac cctcacactg
acctgcacct tctectgggtt ctcactcage actagtggaa tgecgtgtgag ctggatccgt
cagcccccag ggaaggccct ggagtggcett gcacgcattg attgggatga tgataaattc
tacagcacat ctctgaagac caggctcacc atctccaagg acacctccaa aaaccaggtg
gtccttacaa tgaccaacat ggaccctgtg gacacagcca cgtattactg tgcacggata
gcttttgata tctggggcca agggacaatg gtcaccgtcet ct
<210> 35
<211> 972
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos para CSF-1R

<400> 35

Met Gly Pro Gly Val Leu Leu Leu Leu Leu Val Ala Thr Ala Trp His

1

5

10

15

Gly Gln Gly Ile Pro Val Ile Glu Pro Ser Val Pro Glu Leu Val Vval

60

60

120

180

240

300

342



Lys

Glu

Ser

65

Thr

Ile

Gln

Leu

Gly

145

Gly

Cys

Leu

Pro

Ser

225

Asn

Tyr

Pro

Trp

50

Ser

Tyr

His

Glu

Thr

130

Arg

Phe

Ser

Lys

Ala

210

Ala

Thr

Gln

Gly

Asp

Ser

Arg

Leu

Val

115

Asp

Pro

Thr

Ala

Val

195

Glu

Ser

Lys

Lys

20

Ala

Gly

Ile

Cys

Tyr

100

Val

Pro

Leu

Ile

Leu

180

Gln

Leu

Ser

Leu

Val
260

Thr

Pro

Leu

Thr

85

Val

val

vVal

Met

His

165

Met

Lys

Val

Val

Ala

245

Leu

Val

Pro

Ser

70

Glu

Lys

Phe

Leu

Arg

150

Arg

Gly

Val

Arg

Asp

230

Ile

Thr

Thr

Ser

55

Thr

Pro

Asp

Glu

Glu

135

His

Ala

Gly

Ile

Ile

215

val

Pro

Leu

Leu

40

Pro

Asn

Gly

Pro

Asp

120

Ala

Thr

Lys

Arg

Pro

200

Arg

Asn

Gln

Asn

ES 2733735713

25

Arg

His

Asn

Asp

Ala

105

Gln

Gly

Asn

Phe

Lys

185

Gly

Gly

Phe

Gln

Leu
265

Cys

Trp

Ala

Pro

90

Arg

Asp

Val

Tyr

Ile

170

Val

Pro

Glu

Asp

Ser

250

Asp

Val

Thr

Thr

75

Leu

Pro

Ala

Ser

Ser

155

Gln

Met

Pro

Ala

val

235

Asp

Gln

Gly

Leu

60

Phe

Gly

Trp

Leu

Leu

140

Phe

Ser

Ser

Ala

Ala

220

Phe

Phe

Val

61

Asn

45

Tyr

Gln

Gly

Asn

Leu

125

Val

Ser

Gln

Ile

Leu

205

Gln

Leu

His

Asp

30

Gly

Ser

Asn

Ser

Val

110

Pro

Arg

Pro

Asp

Ser

190

Thr

Ile

Gln

Asn

Phe
270

Ser

Asp

Thr

Ala

95

Leu

Cys

Vval

Trp

Tyr

175

Ile

Leu

Val

His

Asn

255

Gln

Val

Gly

Gly

80

Ala

Ala

Leu

Arg

His

160

Gln

Arg

Val

Cys

Asn

240

Arg

His



Ala

Thr

Ser

305

Leu

Thr

Asn

Pro

Asn

385

Pro

Leu

Gln

Val

Lys

465

Gln

Ala

Phe

Gly

Ser

290

Glu

Lys

Tyr

Ala

Arg

370

Pro

Pro

Leu

Cys

Trp

450

Val

Thr

Phe

Leu

Asn

275

Met

Gln

val

Leu

Thr

355

Leu

Gly

Glu

Cys

Ser

435

Asp

Thr

Tyr

Ile

Phe
515

Tyr

Phe

Asn

Met

Gly

340

Thr

Lys

Gly

Val

Ala

420

Gly

Asp

val

Glu

Pro

500

Thr

Ser

Phe

Leu

val

325

Pro

Lys

Pro

Trp

Ser

405

Ala

His

Pro

Gln

Cys

485

Ile

Pro

Cys

Arg

Ile

310

Glu

Phe

Asp

Ser

Arg

390

val

Ser

Thr

Tyr

Ser

470

Arg

Ser

val

Val

val

295

Gln

Ala

Ser

Thr

Glu

375

Ala

Ile

Gly

Asp

Pro

455

Leu

Ala

Ala

val

Ala

280

Val

Glu

Tyr

Asp

Tyr

360

Ala

Leu

Trp

Tyr

Arg

440

Glu

Leu

His

Gly

val
520

Ser

Glu

Val

Pro

His

345

Arg

Gly

Thr

Thr

Pro

425

Cys

Val

Thr

Asn

Ala

505

Ala

ES 2733735713

Asn

Ser

Thr

Gly

330

Gln

His

Arg

Phe

Phe

410

Gln

Asp

Leu

vVal

Ser

490

His

Cys

Val

Ala

Val

315

Leu

Pro

Thr

Tyr

Glu

395

Ile

Pro

Glu

Ser

Glu

475

Val

Thr

Met

Gln

Tyr

300

Gly

Gln

Glu

Phe

Ser

380

Leu

Asn

Asn

Ala

Gln

460

Thr

Gly

His

Ser

62

Gly

285

Leu

Glu

Gly

Pro

Thr

365

Phe

Thr

Gly

Vval

Gln

445

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile
525

Lys

Asn

Gly

Phe

Lys

350

Leu

Leu

Leu

Ser

Thr

430

Val

Pro

Glu

Gly

Pro

510

Met

His

Leu

Leu

Asn

335

Leu

Ser

Ala

Arg

Gly

415

Trp

Leu

Phe

His

Ser

495

Asp

Ala

Ser

Ser

Asn

320

Trp

Ala

Leu

Arg

Tyr

400

Thr

Leu

Gln

His

Asn

480

Trp

Glu

Leu



Leu

Lys

545

Tyr

Phe

Phe

Ala

Asp

625

Gly

Gly

Asn

Pro

Glu

705

Asp

Phe

Arg

Leu

Leu

530

Tyr

Thr

Pro

Gly

Val

610

Glu

Gln

Pro

Phe

Gly

690

Lys

Thr

Ser

Asp

Ala
770

Leu

Gln

Phe

Arg

Lys

595

Leu

Lys

His

Vval

Leu

675

Gln

Lys

Tyr

Glu

Leu

755

Ser

Leu

Vval

Ile

Asn

580

Val

Lys

Glu

Glu

Leu

660

Arg

Asp

Tyr

val

Gln

740

Leu

Lys

Leu

Arg

Asp

565

Asn

val

vVal

Ala

Asn

645

Val

Arg

Pro

val

Glu

725

Asp

His

Asn

Leu

Trp

550

Pro

Leu

Glu

Ala

Leu

630

Ile

Ile

Lys

Glu

Arg

710

Met

Leu

Phe

Cys

Leu

535

Lys

Thr

Gln

Ala

Val

615

Met

Val

Thr

Ala

Gly

695

Arg

Arg

Asp

Ser

Ile
775

Leu

Ile

Gln

Phe

Thr

600

Lys

Ser

Asn

Glu

Glu

680

Gly

Asp

Pro

Lys

Ser

760

His

Leu

Ile

Leu

Gly

585

Ala

Met

Glu

Leu

Tyr

665

Ala

Val

Ser

val

Glu

745

Gln

Arg

ES 2733735713

Tyr

Glu

Pro

570

Lys

Phe

Leu

Leu

Leu

650

Cys

Met

Asp

Gly

Ser

730

Asp

Val

Asp

Lys

Ser

555

Tyr

Thr

Gly

Lys

Lys

635

Gly

Cys

Leu

Tyr

Phe

715

Thr

Gly

Ala

val

Tyr

540

Tyr

Asn

Leu

Leu

Ser

620

Ile

Ala

Tyr

Gly

Lys

700

Ser

Ser

Arg

Gln

Ala
780

63

Lys

Glu

Glu

Gly

Gly

605

Thr

Met

Cys

Gly

Pro

685

Asn

Ser

Ser

Pro

Gly

765

Ala

Gln

Gly

Lys

Ala

5390

Lys

Ala

Ser

Thr

Asp

670

Ser

Ile

Gln

Asn

Leu

750

Met

Arg

Lys

Asn

Trp

575

Gly

Glu

His

His

His

655

Leu

Leu

His

Gly

Asp

735

Glu

Ala

Asn

Pro

Ser

560

Glu

Ala

Asp

Ala

Leu

640

Gly

Leu

Ser

Leu

Val

720

Ser

Leu

Phe

Vval
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Leu

785

Arg

Leu

Thr

Phe

Phe

865

Ala

Pro

Gln

Ser

Glu

945

Gln

Leu

Asp

Pro

Val

Ser

850

Tyr

Pro

Thr

Ala

Ser

930

Ser

Pro

<210> 36

<211> 277

Thr

Ile

val

Gln

835

Leu

Lys

Lys

His

Gln

915

Arg

Ser

Leu

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos para CSF-1R

<400> 36
Ile Pro Val Ile Glu Pro Ser Val Pro Glu Leu Val Val Lys Pro Gly

1

Asn

Met

Lys

820

Ser

Gly

Leu

Asn

Arg

900

Glu

Ser

Ser

Leu

Gly

Asn

805

Trp

Asp

Leu

Val

Ile

885

Pro

Asp

Gly

Glu

Gln
965

5

His

790

Asp

Met

Val

Asn

Lys

870

Tyr

Thr

Arg

Gly

His

950

Pro

val

Ser

Ala

Trp

Pro

855

Asp

Ser

Phe

Arg

Ser

935

Leu

Asn

Ala

Asn

Pro

Ser

840

Tyr

Gly

Ile

Gln

Glu

920

Gly

Thr

Asn

ES 2733735713

Lys

Tyr

Glu

825

Tyr

Pro

Tyr

Met

Gln

905

Arg

Ser

Cys

Tyr

Ile

Ile

810

Ser

Gly

Gly

Gln

Gln

890

Ile

Asp

Ser

Cys

Gln
970

10

Gly

795

Val

Ile

Ile

Ile

Met

875

Ala

Cys

Tyr

Ser

Glu

955

Phe

Asp

Lys

Phe

Leu

Leu

860

Ala

Cys

Ser

Thr

Ser

940

Gln

Cys

64

Phe

Gly

Asp

Leu

845

Val

Gln

Trp

Phe

Asn

925

Glu

Gly

Gly

Asn

Cys

830

Trp

Asn

Pro

Ala

Leu

910

Leu

Leu

Asp

Leu

Ala

815

val

Glu

Ser

Ala

Leu

895

Gln

Pro

Glu

Ile

15

Ala

800

Arg

Tyr

Ile

Lys

Phe

880

Glu

Glu

Ser

Glu

Ala
960



Ala

Gly

Ile

Cys

65

Tyr

Val

Pro

Leu

Ile

145

Leu

Gln

Leu

Ser

Leu

225

Val

Tyr

Phe

Thr

Pro

Leu

50

Thr

Val

Val

Val

Met

130

His

Met

Lys

Val

Val

210

Ala

Leu

Ser

Phe Arg Val Val

<210> 37
<211> 49
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos para CSF-1R

Val

Pro

Ser

Glu

Lys

Phe

Leu

115

Arg

Arg

Gly

Val

Arg

195

Asp

Ile

Thr

Cys

275

Thr

20

Ser

Thr

Pro

Asp

Glu

100

Glu

His

Ala

Gly

Ile

180

Ile

val

Pro

Leu

val
260

Leu

Pro

Asn

Gly

Pro

85

Asp

Ala

Thr

Lys

Arg

165

Pro

Arg

Asn

Gln

Asn

245

Ala

Arg

His

Asn

Asp

70

Ala

Gln

Gly

Asn

Phe

150

Lys

Gly

Gly

Phe

Gln

230

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Pro

Arg

Asp

Val

Tyr

135

Ile

Val

Pro

Glu

Asp

215

Ser

Asp

Asn

val

Thr

Thr

Leu

Pro

Ala

Ser

120

Ser

Gln

Met

Pro

Ala

200

val

Asp

Gln

val

Gly

25

Leu

Phe

Gly

Trp

Leu

105

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

185

Ala

Phe

Phe

Val

Gln
265

ES 2733735713

Asn

Tyr

Gln

Gly

Asn

90

Leu

Val

Ser

Gln

Ile

170

Leu

Gln

Leu

His

Asp

250

Gly

Gly

Ser

Asn

Ser

75

Val

Pro

Arg

Pro

Asp

155

Ser

Thr

Ile

Gln

Asn

235

Phe

Lys

Ser

Asp

Thr

60

Ala

Leu

Cys

Val

Trp

140

Tyr

Ile

Leu

Val

His

220

Asn

Gln

His

65

Val

Gly

Gly

Ala

Ala

Leu

Arg

125

His

Gln

Arg

Val

Cys

205

Asn

Arg

His

Ser

Glu

Ser

Thr

Ile

Gln

Leu

110

Gly

Gly

Cys

Leu

Pro

190

Ser

Asn

Tyr

Ala

Thr
270

Trp

Ser

Tyr

His

Glu

95

Thr

Arg

Phe

Ser

Lys

175

Ala

Ala

Thr

Gln

Gly

255

Ser

Asp

Ser

Arg

Leu

80

vVal

Asp

Pro

Thr

Ala

160

val

Glu

Ser

Lys

Lys

240

Asn

Met
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<400> 37
Met Arg His Thr Asn Tyr Ser Phe Ser Pro Trp His Gly Phe Thr Ile
1 5 10 15

His Arg Ala Lys Phe Ile Gln Ser Gln Asp Tyr Gln Cys Ser Ala Leu
20 25 30

Met Gly Gly Arg Lys Val Met Ser Ile Ser Ile Arg Leu Lys Val Gln
35 40 45

Lys

<210> 38

<211> 493

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos para CSF-1R (SNP V32G, A245S, H247P, V279M, posicion subrayada)

<400> 38
Ile Pro Val Ile Glu Pro Ser Val Pro Glu Leu Val Val Lys Pro Gly
1 5 10 15

Ala Thr Val Thr Leu Arg Cys Val Gly Asn Gly Ser Val Glu Trp Asp
20 25 30

Gly Pro Pro Ser Pro His Trp Thr Leu Tyr Ser Asp Gly Ser Ser Ser
35 40 45

Ile Leu Ser Thr Asn Asn Ala Thr Phe Gln Asn Thr Gly Thr Tyr Arg
50 55 60

Cys Thr Glu Pro Gly Asp Pro Leu Gly Gly Ser Ala Ala Ile His Leu
65 70 75 80

66



Tyr

Vval

Pro

Leu

Ile

145

Leu

Gln

Leu

Ser

Leu

225

Val

Tyr

Phe

Asn

Met

305

Gly

Val

Val

Val

Met

130

His

Met

Lys

Val

val

210

Ala

Leu

Ser

Phe

Leu

290

vVal

Pro

Lys

Phe

Leu

115

Arg

Arg

Gly

Val

Arg

195

Asp

Ile

Thr

Cys

Arg

275

Ile

Glu

Phe

Asp

Glu

100

Glu

His

Ala

Gly

Ile

180

Ile

Val

His

Leu

Val

260

val

Gln

Ala

Ser

Pro

Asp

Ala

Thr

Lys

Arg

165

Pro

Arg

Asn

Gln

Asn

245

Ala

val

Glu

Tyr

Asp
325

Ala

Gln

Gly

Asn

Phe

150

Lys

Gly

Gly

Phe

Gln

230

Leu

Ser

Glu

Val

Pro

310

His

Arg

Asp

Vval

Tyr

135

Ile

Val

Pro

Glu

Asp

215

Ser

Asp

Asn

Ser

Thr

295

Gly

Gln

Pro

Ala

Ser

120

Ser

Gln

Met

Pro

Ala

200

Val

Asp

Gln

Val

Ala

280

val

Leu

Pro

Trp

Leu

105

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

185

Ala

Phe

Phe

Val

Gln

265

Tyr

Gly

Gln

Glu

ES 2733735713

Asn

Leu

val

Ser

Gln

Ile

170

Leu

Gln

Leu

His

Asp

250

Gly

Leu

Glu

Gly

Pro
330

Val

Pro

Arg

Pro

Asp

155

Ser

Thr

Ile

Gln

Asn

235

Phe

Lys

Asn

Gly

Phe

315

Lys

Leu

Cys

Val

Trp

140

Tyr

Ile

Leu

Val

His

220

Asn

Gln

His

Leu

Leu

300

Asn

Leu

67

Ala

Leu

Arg

125

His

Gln

Arg

Val

Cys

205

Asn

Arg

His

Ser

Ser

285

Asn

Trp

Ala

Gln

Leu

110

Gly

Gly

Cys

Leu

Pro

190

Ser

Asn

Tyr

Ala

Thr

270

Ser

Leu

Thr

Asn

Glu

Thr

Arg

Phe

Ser

Lys

175

Ala

Ala

Thr

Gln

Gly

255

Ser

Glu

Lys

Tyr

Ala
335

Val

Asp

Pro

Thr

Ala

160

Val

Glu

Ser

Lys

Lys

240

Asn

Met

Gln

Val

Leu

320

Thr
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Thr

Lys

Gly

Val

385

Ala

Gly

Asp

val

Glu

465

Pro

Lys

Pro

Trp

370

Ser

Ala

His

Pro

Gln

450

Cys

Ile

<210> 39

<211> 512

Asp

Ser

355

Arg

vVal

Ser

Thr

Tyr

435

Ser

Arg

Ser

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia de dominio extracelular CSF-1R humano

<400> 39
Met Gly Pro Gly Val Leu Leu Leu

1

Thr

340

Glu

Ala

Ile

Gly

Asp

420

Pro

Leu

Ala

Ala

Tyr

Ala

Leu

Trp

Tyr

405

Arg

Glu

Leu

His

Gly
485

5

Arg

Gly

Thr

Thr

390

Pro

Cys

Val

Thr

Asn

470

Ala

His

Arg

Phe

375

Phe

Gln

Asp

Leu

Val

455

Ser

His

Thr

Tyr

360

Glu

Ile

Pro

Glu

Ser

440

Glu

vVal

Thr

Gly Gln Gly Ile Pro Val Ile Glu

20

ES 2733735713

Phe Thr
345

Ser Phe

Leu Thr

Asn Gly

Asn Val

410

Ala Gln

425

Gln Glu

Thr Leu

Gly Ser

His Pro
490

Leu Leu Val Ala

10

Leu

Leu

Leu

Ser

395

Thr

val

Pro

Glu

Gly

475

Pro

Ser

Ala

Arg

380

Gly

Trp

Leu

Phe

His

460

Ser

Asp

Pro Ser Val Pro

25

Lys Pro Gly Ala Thr Val Thr Leu Arg Cys Val Gly

35

40

68

Leu

Arg

365

Tyr

Thr

Leu

Gln

His

445

Asn

Trp

Glu

Thr

Glu

Pro

350

Asn

Pro

Leu

Gln

Val

430

Lys

Gln

Ala

Ala

Arg

Pro

Pro

Leu

Cys

415

Trp

Vval

Thr

Phe

Trp
15

Leu

Gly

Glu

Cys

400

Ser

Asp

Thr

Tyr

Ile
480

His

Leu Val Vval

30

Asn Gly Ser Val

45



Glu

Ser

65

Thr

Ile

Gln

Leu

Gly

145

Gly

Cys

Leu

Pro

Ser

225

Asn

Tyr

Ala

Thr

Trp

Ser

Tyr

His

Glu

Thr

130

Arg

Phe

Ser

Lys

Ala

210

Ala

Thr

Gln

Gly

Ser
290

Asp

Ser

Arg

Leu

val

115

Asp

Pro

Thr

Ala

Val

195

Glu

Ser

Lys

Lys

Asn

275

Met

Gly

Ile

Cys

Tyr

100

val

Pro

Leu

Ile

Leu

180

Gln

Leu

Ser

Leu

val

260

Tyr

Phe

Pro

Leu

Thr

85

val

vVal

Val

Met

His

165

Met

Lys

Val

Val

Ala

245

Leu

Ser

Phe

Pro

Ser

70

Glu

Lys

Phe

Leu

Arg

150

Arg

Gly

Val

Arg

Asp

230

Ile

Thr

Cys

Arg

Ser

Thr

Pro

Asp

Glu

Glu

135

His

Ala

Gly

Ile

Ile

215

Val

Pro

Leu

Val

val
295

Pro

Asn

Gly

Pro

Asp

120

Ala

Thr

Lys

Arg

Pro

200

Arg

Asn

Gln

Asn

Ala

280

val

His

Asn

Asp

Ala

105

Gln

Gly

Asn

Phe

Lys

185

Gly

Gly

Phe

Gln

Leu

265

Ser

Glu
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Trp

Ala

Pro

90

Arg

Asp

Val

Tyr

Ile

170

val

Pro

Glu

Asp

Ser

250

Asp

Asn

Ser

Thr

Thr

75

Leu

Pro

Ala

Ser

Ser

155

Gln

Met

Pro

Ala

Val

235

Asp

Gln

Val

Ala

Leu

Phe

Gly

Trp

Leu

Leu

140

Phe

Ser

Ser

Ala

Ala

220

Phe

Phe

val

Gln

Tyr
300

69

Tyr

Gln

Gly

Asn

Leu

125

Val

Ser

Gln

Ile

Leu

205

Gln

Leu

His

Asp

Gly

285

Leu

Ser

Asn

Ser

val

110

Pro

Arg

Pro

Asp

Ser

190

Thr

Ile

Gln

Asn

Phe

270

Lys

Asn

Asp

Thr

Ala

95

Leu

Cys

Val

Trp

Tyr

175

Ile

Leu

Val

His

Asn

255

Gln

His

Leu

Gly

Gly

80

Ala

Ala

Leu

Arg

His

160

Gln

Arg

val

Cys

Asn

240

Arg

His

Ser

Ser



Ser

305

Leu

Thr

Asn

Pro

Asn

385

Pro

Leu

Gln

Val

Lys

465

Gln

Ala

Glu

Lys

Tyr

Ala

Arg

370

Pro

Pro

Leu

Cys

Trp

450

Val

Thr

Phe

Gln

val

Leu

Thr

355

Leu

Gly

Glu

Cys

Ser

435

Asp

Thr

Tyr

Ile

Asn

Met

Gly

340

Thr

Lys

Gly

Val

Ala

420

Gly

Asp

Val

Glu

Pro
500

Leu

val

325

Pro

Lys

Pro

Trp

Ser

405

Ala

His

Pro

Gln

Cys

485

Ile

Ile

310

Glu

Phe

Asp

Ser

Arg

390

val

Ser

Thr

Tyr

Ser

470

Arg

Ser

Gln

Ala

Ser

Thr

Glu

375

Ala

Ile

Gly

Asp

Pro

455

Leu

Ala

Ala

Glu

Tyr

Asp

Tyr

360

Ala

Leu

Trp

Tyr

Arg

440

Glu

Leu

His

Gly
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val

Pro

His

345

Arg

Gly

Thr

Thr

Pro

425

Cys

vVal

Thr

Asn

Ala
505

Thr

Gly

330

Gln

His

Arg

Phe

Phe

410

Gln

Asp

Leu

Val

Ser

490

His

Val

315

Leu

Pro

Thr

Tyr

Glu

395

Ile

Pro

Glu

Ser

Glu

475

Val

Thr

Gly

Gln

Glu

Phe

Ser

380

Leu

Asn

Asn

Ala

Gln

460

Thr

Gly

His

70

Glu

Gly

Pro

Thr

365

Phe

Thr

Gly

Vval

Gln

445

Glu

Leu

Ser

Pro

Gly

Phe

Lys

350

Leu

Leu

Leu

Ser

Thr

430

Val

Pro

Glu

Gly

Pro
510

Leu

Asn

335

Leu

Ser

Ala

Arg

Gly

415

Trp

Leu

Phe

His

Ser

495

Asp

Asn

320

Trp

Ala

Leu

Arg

Tyr

400

Thr

Leu

Gln

His

Asn

480

Trp

Glu
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-CSF-1R que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia dada en SEQ ID NO: 27 y
una cadena ligera que comprende la secuencia dada en SEQ ID NO: 19.

2. El anticuerpo anti-CSF-1R segun la reivindicacion 1, que tiene una molécula efectora o informadora unida a él.

3. El anticuerpo anti-CSF-1R segun la reivindicacion 1 o 2, que tiene una afinidad de unién para CSF-1R humano de
10 pM o menor que 10 pM.

4. Una secuencia de ADN aislada que codifica la(s) cadena(s) pesada(s) y ligera(s) de un anticuerpo segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Un vector de clonacion o expresion que comprende una o mas secuencias de ADN segun la reivindicacion 4.

6. El vector segun la reivindicacion 5, en donde el vector comprende las secuencias dadas en SEQ ID NO: 28 y SEQ
ID NO: 20.

7. Una célula hospedadora que comprende uno o mas vectores de clonacion o expresion segun la reivindicacion 6.

8. Un proceso para la produccién del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende cultivar
la célula hospedadora de la reivindicacion 7 y aislar el anticuerpo.

9. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
combinacién con uno o mas de un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable; en donde la
composicion farmacéutica comprende opcionalmente otros ingredientes activos.

10. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composicién segun la reivindicacion 11 para uso
como un medicamento.

11. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composiciéon segun la reivindicacion 11 para el
tratamiento o la profilaxis del cancer o de una enfermedad fibrética.

12. El anticuerpo para uso segun la reivindicacion 11, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en
cancer de mama, cancer de prostata, cancer de hueso, cancer colorrectal, leucemia, linfoma, cancer de piel, cancer
de esofago, cancer gastrico, cancer astrocitico, cancer endometrial, cancer cervical, cancer de vejiga, cancer renal,
cancer de pulmon, cancer de higado, cancer de tiroides, cancer de cabeza y cuello, cancer de pancreas y cancer de
ovario.

13. El anticuerpo para uso segun la reivindicacion 11, en donde la enfermedad fibrética se selecciona del grupo que
consiste en fibrosis pulmonar tal como fibrosis pulmonar idiopatica y fibrosis quistica, fibrosis renal, cirrosis hepatica,
fibrosis endomiocardica, fibrosis mediastinica, mielofibrosis, fibrosis retroperitoneal, fibrosis masiva progresiva, fibrosis
sistémica nefrogénica, enfermedad de Crohn, queloide, infarto del miocardio, escleroderma y artrofibrosis.
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FIGURA 1A
secuencias CA0I9 969 Ab

CDR-L1

LASEDIYDNLA SEQ ID NO:1
CDRL2

YASSLOD SEQ ID NO:Z2
CDR-L3

LODSEYPWT SEQ ID NO:3
CDR-HI

GESLTTYGMGVG  SEQ ID NO:4
CDR-H2

NIWWDDDEYYNPSLEN SEQ ID NO:5
CDR-H3

IGPIKYPTAPYRYFDE SEQ ID NO:6
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FIGURA 1B

Ab 969 region VL de rata

DIQMTQSEAS
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L3ASLGETVS

SEQ ID NWO:7

IECLASEDIY

ASSLODGVES RF3GSGSGTY YSLEINSLES

GTELELE

Ab 969 region VL de rata

gacatoccaga
aactgtetoo
ocgbggtacca
gcaagtaget
Eggracacag
cgacttatte
Jogoaccaaqo

Ab 963 region VI de rata con secuencia senal subrayada y en italicas SECQ ID EO: 9

MEVPTQLLVE

SEQ IR NO:8

tgacacagtec tocagotteos
atcgaatgtc tagcaagtga
gaagaagoosa ggaaaatobe
tgoaagatgy ggbcocccatca
tattebteotea aaabecaacaqg
ctgtctacag gatbeotgagt

tggaattgaa

a

DHLAWYQEEE
EDARTYFCLO

ctgtoctgoat
ggacatttac
cteaccboot
cggttocagty
cetggaatet
atcocgtggac

GEEPHLLIYY
DEEYPWTFEGG

cteotgggaga
gataatttag
cabtoctbattat
goagkbggate
gaagatgebyg
grtcggtgga

LLLWITDATC DIQMTOQSFAS LSASLGETVS IECLASEDTY

DHLAWYQREE
EDAARTYFCLO

Ab 969 region VL de rata con secuencia sefial subrayada y en italicas SECQ TD WOz 10

atgggtgtcc
taccatatgt
ctotgggaga
gataatttag
catbtctattat
goagtggato
gqaagabtgelbyg
gqLtcggtgga

GESFHLLIYY ASSLODGVEE RFSGIGEGTY YSLEINSLES

CSEYPHTEGSG

coactoagot
gacatooaga
aactgbeteoc
cgtggtacca
geaagbaget
tggoacacadg
cgactkbattt
ggcaccaadgc

Ab 969 region VH de rata SEQ
OVTLEESGES TLORSOTLSL
ANIWWDDDEY YWNPSLENELT
GPIEYPTAPY RYFDEWSEST

Ab 969 region VH de rata SEC

caggttacte
coboagbobg
Lgggtgtagg
gqeaaacatth
coggctcaca

tgaaagagtc
actbgoactt
ctggattogt
gutgggatga
atctocaagg

GTELELE

cttggtgttg
tgacacagte
atcgaatgte
Jaagaagoca
Lgcaagatygg
tattcteotoa
chgbetacag
tggaattgaa

ID MO:ll

TCTEFSGFSLT
ISEDTSNNOA
MVTVS

ID WHO:12

tggcococtggg
Lobotbtgggkbs
cagocttoag
tgataagtat
ACaCCTCCcaa

73

ttgotgotgt
Locagottoo
Lagcaagtga
ggaaaatctc
ggtococcatea
aaatcaacaqy
gattcbgagt

b=l

ggattacaga
ctgtotgoat
ggacatttac
ctecacctoet
coggbbecagtyg
cobggaatet
atocogtggac

TYGMGVEHIR QPSGHEGLEWL

FLELTHVHTS

atattgcagco
Lteackgaca
Jgaagggtot
Cacaatocat
CRaccaagoa

D3ATYYCARI

ccboccagac
acktbatggkba
ggagtggctyg
ctetgaaaaa
ttocbcaage



tcaccaatgt
gggoccgatta
cooaggaacs
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acacacttca
aataccogac
atggtcacog

gattctgococa catactactg tgotocggata
ggoocococotac cggtactttg acttoctgggyg

toctog

Ab 969 region VH de rata con secuencia senal subrayada y en italicas SEQ ID NO:13

MDRLTSEFLL LIVPAYVLSY VILEESGPGI LOPSQTLSLT CTESGESLTT

YEMGYVGWIRD PSGRGLEWLA NIWWDDDRYY NPSLENELTI SEDTSHHQAF
LELTNYVHTSD SATYYCARIG PIKYPTAPYR YFDEFWGEGTM VIVS

Ab 969 region VH de rata con secuencia sefial subrayada y en itdlicas S5EQ 1D

atggacaggc

ttacttccte

attocctactyg

ctgattgtcco

ctgcatatgt

cotgtotoag
cocagacoct

tatggtatgyg
gtggotggca
tgazaaaccg
ctcaagctea

toaggataggg
Lobggggooe

grtactoetga
cagtotgact
gtatggycty
aacatttggt
gctecacaatc
ccaatgtaca
cogattaaat
aggaacealbyg

aagagtetgg
tgcactttot
gattocgtoag
gugatgatga
tccaaggaca
cacttocagat
accogacggo
gtoacogbet

74

coctgggata
chgggtttto
cobbcagygda
Laagtattac
cctoccaacaa
tctgocacat
coccctacogy
it

ttgeagooct
actgaccact
agggtotyga
aatccatcto
ccaageoatteo
actactgtgc
Lactttgact

Wo:ld
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FIGURA 1C

969 gL¥ region V SEQ ID
DIQMTQSPSS LSASVGDRVT
ASELODGVES RFEGEGEGETD
GTEVEIE

BED glL¥ region V 5EQ ID

gacatacaga
cagggtgaca
catggtatca
gootoctote
cgggacggat
ctacttacta
ggcaccaaayg

tgactcagte
abcaccbgkbs
gcagaaaceh
tocaagacdgg
tacacactga
cbtgooctgoaa
tggaaatcaa

Hos 15

ITCLASEDTY
YTLTIESLOF

Ho:le

acccboaage
Lggoeckbocga
ggaaaggctc
cgttocatet
caattagote
gactcogaat
g

DNLAWY QOKP
EDFATYYCLQ

ctgagtgoca
gugatabtetacs
coaagetect
cggttoageg
tobgoaacog
acccatggac

GEAPELLIYY
DEEYFWTEGG

Jtgtgggaga
gabtaacckbagy
gatttattat
gaagoggote
gaggattttg
cttoggbggt

969 gL7 region V con secuencia sefial subrayada y en italicas  SEQ ID MO 17
MEVPTOVLGL LLLWLTDARC
OHNLAWYOEF GEAPELLIYY
EDFATYYCLO DEEYENTEGS

DIQMTRSESS LeASVGDRVT
ARSSLODGVES RFEGSGSGTD
GTEVEIER

ITCLASEDTY
YTLTIZELOQP

969 gLT region V con secuencia senal subrayada y en italicas SEQ I0 NO:18

atgagogtac

ctactoaagt

cttggggotg ctottgottt

gacttaccgs

cgcaagatgo
grgtgggaga
gataacobag
gatttattat
gaagoggete
Jaggatiitg
cttoggyggt

gacatacaga
cagggtgaca
catggtatoa
gqoctoctobo
cgggacggalk
cbacttacka
ggcaccaaadg

tgacktoagte
atcacctgLc
geagaaacct
toccaagacog
tacacactga
ctgootgraa
tggaaatcaa

969 gLT de cadena ligera (V + constante} S=0

DIQMTQSESS
ASSLODGVES
CTEVEIERTV
DNALQSGNSQ
LESPVTESFN

LEASVGEDEVT
EFSG5G5GTD
ARPSVEFIFFFR

ESVTEQDSKED

EGEC

ITCLASEDLY
TTLTISSLOF
SCEQLESGTA
STYSLSSTLT

969 gL7 de cadena ligera [\ + constante} SEC

gacatacaga tgactcagtc accctcaage

cagggtgaca

abcacctgba

tggocbacga

75

acccboaags
tggootooga
gayasaggoto
cgbtooatot
caattagobs
gactoogaat
g

ID HO:19
DMLAWYQOEE
EDFATYYCLQ

SVVCLLHNEY
LEEADYEEHE

ID Wo:20

ctgagtgoca
ggatatotac

cbtgagkbgaca
ggatatctac
craagqoboot
cggttocagog
Letgeaacayg
accoatggac

GHAPKLLIYY
DEEYEWTFGG
PREAEVOWEY
VYACEVTHOG

JLgtgggaga
gataacobagg



catggtatca
guetootobe
cgggacggat
ctacttacta
ggcaccasaag
citocoogeca
goctgotgaa
gataacgeos
cagcaaggac
cagactacga
ctgageoteoge

ES 2733735713

qeagaaacch
Lecaagasgy
tacacactga
ctgootgoaa
tggasatecaa
tetgatgago
taacttctat
Lecaaboggy
agcacctaca
Jaaacacaaa
cogbcacaaa

ggaaaggctc
cgbbosatet
caattagctc
gactoogaat
gogtacggta
agttgaaate
cocagagagg
taasbaceayg
goctcagoag
gtotacgeoct
gagckttcaac

ccaagotoct
oggtbeagey
tctgoaaccy
acccabggac
goggooocat
Lggaactgce
ccaaagtaca
Jagagbgtea
caccctgacy
gogaagtoac
aggggagagt

gaktttattat
gaageggekbs
gaggattttg
ctboggtaggt
ctgtotteoat
totgttgtgt
gtggaaggtg
cagageagga
cbgagcaaag
coatoagggo
gkt

969 gL7 de cadena ligera [V + constante) con secuencia sefial subrayada y en italicas
SEQ ID HO:21

MSVPTQVLGL

LLLWLTDARC DIQMTOSFSS LSASYVGDREWVT ITCLASEDIY

CHLAWYQOEE
EDFRTYYCLY
SWWCLLHNEY
LSKADYEEHE

GEAPELLIYY ASSLOQDGVES RFSGSGSSTD YTLTISSLOP
DEEYPWTFGG GTEVEIKRTV AARFSVFIFFF SDEJLESGTA
PREAENOWEY DHNALQSGNSO ESVTEQDSKED STYSLISTLT
VYACEVTHQGE LSSPVTESFN RGEC

963 gL7 de cadena ligera [V + constante) con secuencia sefial subrayada y en italicas
SEQ ID HG:22

atgagogtgc

ctactcaagt

crttggggctg

ctottgottt

ggcttaccga

CEC&&E&EEC Jacatacaga

gtgtgggaga
gataacotgy
gatttattat
gaagoggabo
gaggattttg
cttoggtggt
ctgtotbteoat
totgttgtgt
aLggaaggLyg
cagagoagga
ctgagoasag
ccatcagggc
gt

cagggtgaca
catggtatea
gqoctoctehc
cgggacggat
ctacttacta
gqgoaccaaayg
ckhbeocogoca
qootgotgaa
gataacgooo
cagoaaggac
cagactacga
chgagotoge

tgactoagto
atcacctgte
goagaaacct
tocaagacgg
tacacactga
ctgoctgeaa
tggaaatcaa
tctgatgage
taacttetat
tocaatoggg
agoacctaca
gaaacacaaa
cogbocacaaa

76

accocboaage
tggoctocgs
ggaaaggote
cgttocatct
caattagete
gactoogaat
gogtacggta
agttgaaatc
cocagagagg
taactoocag
gooteagoag
gtcotacgeoct
gagcttcaac

chtyagtgoca
ggatatctac
cocaagetect
cggttcagog
bebgoaacag
acocatggac
goggooooalk
tggaactgoc
coaaagtaca
gagagtgtca
caccotgacyg
gogaagtoac
aggygagagt



FIGURA 1D

968 gH2 region ¥
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SEQ ID W

EVTLEESGFA LVEFTQTLTL

ANIWWDDDEY
GPIRYPTAPY

868 gH2 region V

gaagtgacac
actcactttg
Lggacgtggy
gocaacatet
coggetgaco
tgacaaatat
ggtoecataa
coaagggaca

YHPSZLENRLT
By EDEWNGRET

SEQ ID

tcaaggagte
acatgtactt
atggatcaga
ggtgggatga
attageaagy
ggatccogtt
agtacocctac
atggttactg

123

TCTESGFSLT
ISKDTSKHQV
MVTVS

HO:24

tggaccogot
ttagtggett
cagocacchg
cgacaagtac
atacttctaa
gacaccgcaa
gqgoaccttac
teteg

TYGMEVEWIR
VLTHMTHMDEY

ctggtgaaac
ctcattgact
geaaggotet
Lataaccogt
aaatcaagty
cctactactg
cgatattte

969 gH2 region-¥ con secuencia sefal subrayada y en italicas

MENEWNVFLFF LEVTTGVHEE

VILEESGPAL

VEFTQTLTLT

TEMEVEWIRD PPGRALEWLA HIWWDDDEYY NFSLENRLTI
LTMTHNMDEVD TATYYCARIG PIEYPTAPYR YFDFWGOGTHM

3969 gHZ region-V con secuencia sefial subrayada y en italicas

atggagtggt

cotgggtgtt

totgitctto

ctgagtgtga

QFPGEALEWL
DTATYYCARL

caacccaaac
acctatggaa
ggaatggoby
coctganaaa
gtgotgacca
cgooogoatt
acttttgggg

SEQ ID WO:E5

CTFEGFSLTT
SEDTSENCWVY
VTVE

SEQ ID WO:Zo

cocacoggggt

cocactoogaa
cocaaacact
tatggaatgyg
atggcoctggeoc
Cgaaaaaccyg
ckgaccatga
cogeattggt
tttggggoea

368 gH? de cadena pesada [V + contante - hu IgG4F)

EVTLEESGER
ANIWWDDDEY
GPTEYETARY
LGCLYEDYEE
SLGTETYTCN
PEPEDTLMIS
OFNSTYRVVS

gtgacactca
cacttigaca
gogtgggatyg
aacatctggt
gotgaccatt
caaatatgga
cecataaagt
agggacaatg

LVEFTOTLTL
YNESLENRLT
RYFOFWGOGT
EEVIVEHNSE
VDHEPSHTEV
BTEEVTCVWY
VLTVLHGDHL

aggagLotgg
tgtactttta
gatcagacag
gggatgacga
agcaaggata
toccegbtgac
accotacggo
gttactgtct

TCTFSGFSLT
ISKDTSENQV
MVTVSSASTE
ALTSGVHTFEFR
DERVESKYGP
DVEQEDEEVD
HGEEYECEVS

77

accogototy
gtggcttete
ccacctggeoa
caagtactat
cttctaaaaa
acocgcaaco
accttacega
cg

TYGMGEVGEWIR
VLTMTHMDEY
GPEVFPLARC
AVLOSEGLYS
PCPPCPAPEF
FHWYVDGVEY
NEGLPSSIEE

gtgaaaccaa
attgactacc
aggototgga
AaCogTCCo
tcaagiggtyg
actactgcgs
tatttogact

SEQ ID HO:27

OPPGEALEWL
DTATYYCARI
SRSTSESTAR
LESVVIVESS
LGGPSVFLFE
UMAKTEPEEE
TISKAKGOPR
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EPQVYTLFPS QEEMTENCVE LTCLVEGFYFP SDIAVEWESH
PEVLDSDGSE FLYSELTVDE SEWQEGHVES CSVMHEALHN

LGE

563 gH2 de cadena pesada [V + constants - hu ipGE4P, smonss subrapados) SEQ

gaagtgacac

teaaggaghe

Eggacecget

clggtgaaac

GOPENNYETT
HYTOKSLELS

ID NO:Z8

caacccaadac

actoactttg

acatgtactt

tragrggett

cteattgact

acctatggasa

Egggcgtggg

atggatcaga

cagccacchg

goaaggotct

ggaatggctg

gocaacatbct

ggtgggatga

cgacaagtac

Cataacccgt

coccbgaaadaa

ceggetgace

attageaagg

atactictaa

asatbcaagty

gtgctgacea

tgacaaatat

ggatcocgtt

gacacogoad

cctactacty

cgocogoatt

ggtoccataa

agtaccotac

qgeacettac

cgatattteg

actEtEggegg

ccaagggaca

atggtiactg

Letogagege

ttctacaaaq

ggoccatoog

Lotltocooot

ggogoootyge

Locaggagoa

cotocgagady

cacagecgos

ckgagetges

tggtcaagga

ctacttcoooe

gaaccggtga

cggbgtogtyg

gaactcadggo

geectgacca

qoggogtgoa

caccbbooog

gobgtoctac

agtcctocagg

actctactco

cbocagocagog

tggtgaccgt

goociocags

agetbygggea

cgaagacseta

cacctgcaac

gragatcaca

agocoageaa

caccaaggtyg gacaagagag ttggtgagag

Lgtctgotgg
Lgcagooooa
ggaggcctet
LEbocascasg
ctgcgeatac
cgggaggaco
actcocctoag
atottetekbs
ggtaagocaa
tagagtagoo
acctocatot
cotgttoooe

aagocaggct
gooccaggdea
gaccaccoca
getoogggea
agggycaggt
ctgocootga
ctcagacacc
tgeagagtes

cagcoccctoct
gqoaaggcabyg
ctoatgoooa
gooacaggel
gqotgogetoa
cobaagooca
ttotcteocte
aaatabggbs

gooagoacag
goctggacge
ceccabebgt
gggagagggt
ggatgeoeel
gacctgocas
cooccaaagge
ccagatetga
coecabgess

ggaggdaggd
acoooggotg
ctoctoacoo
cttotggatt
acassagygos
gagccatate
caaactotoo
gtaactccca
accatgocca

cocaggocto
tgcatoccagy
cttocicage

gqooctocagse
Jacaggooos
acctgaghbic

tcaaggoggy
agocggtge
ctggggggac

acaggtgceoe
tgacgcatos
catcagtott

CCAaaddactca

aggacactot

catgatotoe

coqacocotg

aggtcacgbg

cgtggtggtg

gacgtgagoo

aggaagacoo

cgaggtocag

Lheaactoyglt

acgtggatyg

cgbtggaggty

cataabgoca

Agacaaagoo

gegggagyady

cagttcasca

goacgtacsqg

Lgtggteage

gtoctoacoyg

toctgeacca

guactggetyg

aacggeaaqg

agtacaagty

caaggteotes

aacaaaggoc

tocogiooto

catogagaaa

accatctoca

aagocazagg

tgggacocac
cectotgooe
gocccgagag

goggtgcday
tgggagtgac
ccacaggtgt

gqgocacatgg
cgotgtgosa
acacootgoo

acagaggtca
acctotgtee
cccatcccag

gotoggooca

ctacagggea
gaggagatga

coaagaacoa ggteagootg acctgoctgy teaaaggott ctaccocage
tggagiggga gagoaatqggg cagoccggada

gacatogoog

acaaciCacaa

gaccacgoch

coogtgotgg actocgacgg ctocttotic

ctotacageoa

ggctaacegh

ggacadagagc aggtggcagy aggggaatgt

cttocteoatge

tecgtgatge

atgaggetel geasaaccac Lacacacaga

agagectete

coctgtectotg

ggtaaa
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555 gH2? oo cadena pesada [V + constants - hu ipG4P) con sacusncia sefal subrayada y en Malcas
SEQ ID NO:29

MEWSWVELEFF
TEMGEYEHIRD
LTMTHMDPEWVD
PSVFPLAPCS
VLOSSELYSL
CEFPCPAFEFL
HWYVDGVEVH
EGLESSIEET
DIAVEWESHG
SVMHEEALANH

LEVTTGVHSE
PPGEALEWLA
TATYYCARIG
RSTSESTAAL
SEVWVTVFSES
GGFSVELERPE
HAKTEFREED
ISEARGOFRE
QPENNYRTTP
TTORSLELSL

VTLEESGFAL
HIWWDDDEYY
PIKYPTAFYR
GCLVEDYFEE
LGTETYTCHV
KFREDTLMISR
FHSTYRVWVEV
POVYTLPESO
FVLDEDGSFF
GE

VEPTQTLTLT
HESLENELTI
YEOFWEQGETH
PYTVSWNESGA
DHEFSHTEVD
TEEVTCVVVD
LTVLHJDOWLHN
EEMTENOVSL
LYSRLTVDES

CTFSGESLTT
SEDTSRENOVY
VTVSEASTE:
LTSGVHTFERA
ERVESEYGFF
VIOEDFEVQF
GEEYECEVSN
TCLVEGEYFES
BEWQEGHNVESC

555 gH? e cadana pasada [V + constants - hu ipG4P, smonss subrapados) con sscusnc safal subrayads
SEQ ID NG:3d

‘& Itallzads

atggagtggt

cotgggtgtt

Eotgttotic

ctgagtgtga

ceaccggagt

cractoogaa

gigacactca

aggagtctgg

accogotetg

gtgaaaccaa

cocaagoact

cacttbgaca

tgtackttta

gtagettete

attgactace

tatggaatgg

gogtgggatyg

Jatcagacayg

ccacctygca

aggctcbgga

atggetggoeo

aacatcbggh

gggatgacga

caagtactat

aacocogbooe

tgaaazaccg

geobgaccatt

agcaaggata

citctaaaaa

tcaagkbggtg

ctgaccatga

caaatatgoga

teocogttgac

agcgocaacot

actactgoge

cogoatiggt

cooataaagh

acocbacgge

accttaccga

tatttogact

tttggggoeca

agggacaatbyg

gttactgtct

cgagegette

tacaaaggge

cecabeoogtel

Looocobgge

goocbgotoe

aggagracct

cogagagoac

agoogocchg

ggctgoctgg

tcaaggacta

cttococcgaa

cocgghbgacgg

tgtegtggaa

ctcaggoges

ctgaccageg

goghtgoacac

cttooogget

gtectacagt

cotoaggact

ctactococcic

agcagcgtgy

tgacogbgos

ctocagoago

Ltgggoacga

agaccbacac

ctgcaacgta

gabocacaage

ccagcaacac

caaggtggac

aagagagttyg

gtgagaggeoc

gagagagtgt
coggotgtgo
ctoacocogga
ctggattttt
ccaggeocety
cocatatoogg
actetecact
actoccaato
atgoocaggt
ggtgcoctag
CYCAToCacsT
cagbetioct

orgotggaag
agococoagos
ggoctotgac
coaccagget
cgeatacagg
gaggacochyg
cosboagebs
Ltotctotge
A4gCCAAToD
agtagoctge
toccatctotl
gqtioocooood

coagqgetoan
cagggoadca
caccocacto
cogggoagoc
ggoaggLgct
coccbgacct
agacasetie
agqagbccaaa

cootectgoe
aggcatgocc
atgoocagagy
acaagotgga
gogeoteagac
aagoocacod
Lebtoeteasa
tatggtocco

agcacaggga
tggacgoace
catctgbote
agagggtett
tgococtacs
ctgococaagag
caaaggocas
gatobgagta
catgococcaco

aggootogoo
atccagggac
cctocagoaco

ctocagotoa
aggooocage
tgagttootyg

aggsgggaca
cgggtgotga
dagggaccat

aaacccaadg

acactotoat

gatctocegy

accootgadqg

tocacgtgogt

ggtggtggac

gtgagccagqg

aagacocoda

gotesagtte

aactgrtacy

Lggabggegt

qgaggbgeat

aatqocaaga
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caaagoogcd ggaggagcag ttcaacagca cgtaccgtgt ggtcagegtc
cteacogtee bgcaccagga cbggobgaac ggeaaggaglh acaagbgcaa
ggtctocaac aaaggectoe cgtoctocat cgagaaaacc atctocaaag
coaaaggtgy gacocacggyg gtgogaggge cacatggaca gaggtoagot
cggoocacee tobgococtgg gagtgaccge tgbgeocaacc tctgtoocta
cagggoadgos cogadageea caggtgtaca ¢¢¢l‘.g¢¢¢¢¢ atcccaggag
gagatgacca agaaccaggt cagectgace tgoctggtca aaggottcta
ccocagogac abtegoogtgy sgtgggagsg caatgggeoag coggagadca
actacaagac cacgeocteos gtgetggact cegacggete cttettecteo
tacagcaggc taaccgbgga caagagcagg tggoaggagg ggaatgbctt
cteatgotoe ghbgatgeatg aggctebgoa caaccactac acacagaaga
gootobooct ghotctgggh aaa
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FIGURA 1E

Marco acaptor humano Vi1 2-1-{1} 012 JK4

DIOMT2SESS LSASVGDEVT

ITCRASQSIS

SEQ ID NO:31

STLHWYQOEE

ASSLOEGVPS RFIGSGSGTD FTLTISSLOP EDFATY YOO

Marco acaptor umano Vi1 2-1-{1) 012 JK4

gacatccaga
cagagtcacs
attggtateca
goateocagtt

tgacccagto
atcacttgoe
gragadacoa

tgcaaagtgy

tgggacagat ttcactctca
caacttacta ctgtcaacaq
gggaccaagy tggagatcoaa

Marco acaptor humane VH2 3-1 2-70 JH3

WNTLEESGPA LVWRFTOTLTL
ARIDWDDDEE YSTZLETELT

AFDIWGOETM VTVS

Marco acaptor humane VH2 3-1 2-70 JH3

caggtcacct
cobocacachy
tgogtgtgag
goacgeatbyg
caggoctcace
tgaccaacat
gobtttgata

tgaaggagto
acchgoacct
ctggatoogt
attgggatga
atctocaagy
ggaceotgty
tctggggoca

SEQ

tocatcctoo
gggcaagtca
qJgaszagqoco
ggtoocatoa
ccatcagocag
agttacagta
a

10 Ho:32

ctgtctgeat
gagcatTage
ctaagoboct
aggttoagty
toctgocaacct
cocctoCcac

SEQ ID MO:33

TCTESGFELE
IGKDTSRNQV

SEQ ID HO:

tggtoctgog
Lobtotgggbh
cagooocooag
Lgataaattes
acacctccaa
gacacagoca
agggacaatyg

81

TEGEMEVEWLER
VLTHMTHMDEY

34

ctggtgasac
cteackboage
ggaaggooct
tacagoacat
aaaccaggtyg
cgtattacty
gtcacogtct

GERAFPRKLLIYA
3YSTRLTFGG

ctgtaggaga
agctatttaa
gatctatget
goagtggate
gaagattttg
Lttooggogga

QPPGEALEWL
DTATYYCARI

cCcacacagac
actagbggaa
JgagTggctt
chtotgaagac
gtococttacaa
tgcacggata
ct

GTEVEIEK



FIGURA 1F
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Secuencia de aminoacidos para C5F-1R S5EG 1D NO: 35

MEPEVLLLLL
DEEESPHWTL
VEDPARFWHY
HTHNYSFSEWH
GEPALTLVER
DEHHNRTOEY
LELSSEQNLI
LAMATTEDTY
PEEVSYIWTE
DDPYFEVLSE
ISAGAHTHEE
KIIESYEGHS
AFGLGEEDAV
GACTHEEEVL
MIHLEEKYVE
ELRDLLHFSS
EDIMNDSNYI
LGLNEYEGIL
PTFOOICEFL
LTCCEQGEDIA

VATAWHGOGT
YSDGESSSILS
LAGEVVVEED
GFTIHEAEFT
ELVEIRGEAR
LTLNLIDOVDE
QEVTVGESLH
RHTFTLSLER
INGSGTLLCA
EPFHEVTVOS
CEFLETEVVY
YTFIDPTOLE
LEVAVEMLES
VITEYCOYGD
RDSGESSOGY
OVROGMAFLA
VEGNARLEPVE
VHSEFTELVE
OEOANEDRRE
QPLLOPHNYD

PVIEPSVEEL
THRATFONTS
QDALLECLLT
QE0DYQCSAL
QIVCSASSVD
OHAGHYSCVA
LEVMVERYEG
LEPSERGRYS
BSGYEOENYT
LLTVETLEHN
ACMSIMALLL
YHEEWEFFRN
TAHADEKEAL
LLNFLRREAE
DTYVEMREYS
SENCIHRDVEA
WMAFESTFOC
DEYOMAGEAR
EDYTHLESSS
FC

VVEEBGATVTL
TYRCTEFGOE
DEVLEAGVSL
MGGREVMS IS
VNFDVEFLOHEN
SNVQGEHSTS
LOGFNWTYLG
FLARNEGGHE
WLOCSGHTDR
OTYECRARNS
LLLLLLLYEY
HLOFGETLGA
MSELKIMSHL
AMLGPSLEPG
TS5NDSFSED
ARNVLLTHGH
VYTVOSDVWS
APKNIYSIMO

REGGEGE555

Secuencia de aminoacidos para C5F-1R SEGQ ID NO: 36

RCVEHGEVER
LGEEAATHLY
VEVREGRPLMRA
IRLEVQEVIE
NTELAIPQOE
MEFFEVVESAY
PFSDHQPEFKE
ALTFELTLRY
CDEAQVLOVI
VESGSWAFTE
EQEPETOIVER
GAFGEVVEAT
GOHEMIVNLL
QDPEGGVDYE
DLOEEDGEFL
VARIGDEFGLA
YGILLWEIFS
LCWALEPTHR
ELEEESSSEER

IFVIEFSVPELVVEFGATVTLRCVGNGSVENDGF FSFHENTLY SDGSSS ILSTHHATFONTETYR
CTEPGDPFLGGSARTHL Y VEDEARPWHNVLAQEVVVFEDQDALLECLLTDEVLEAGY SLVRVRERE
LMRATHY SFSPWHGFT IHRAKF IQSCQDY QU ALMGGREVMS IS IRLEVOEV I FGPPALTLYFAE
LVRIRGERRQIVC SRS EVDVNFDVELOENN TELA T FOOSOFENNEY QEVLTLNLDOVDFQHAGH
YECVASHNVOQGEHSTSMEFFRYY

Secuencia de aminoacidos para CSF-AR SEG 1D NO: 37

MEHTHY SFSPWHGFTIHRAEF IOSQDYQCSALMEGGREVHMST SIRLEVRE

Secuencia de aminocacidos para C5F-1R 5E@ ID NO: 38 (5BP V325G, AZ455, H24TF, VITIM,
posicion subrayada)

IPVIEFSVPELVVEFGATVILRCVGHGSVERDGPPSFHRTLY SDGESS ILSTHRATFQNTGTYR
CTEPGDPLGGESAATHLYVEDEARPWNYVLADEVVEFEDODALLPC LLTDPVLEAGYELVEVRERR
LHMEHTHY SFSPWHGFT IRRAKF IQSQDY QU ALMGGREVHMS IS TRLEVOEVIFGPPALTLYVEAR
LVRIRGEAAQTVC EASSVIVNEDVE LOHENN TR LATROOS DERNNE Y QEVL T LNLDO VD FQHAGH
YECVASNVOGERSTSMEFRVVE SAY LN LSSEQNL IQEVTVGEEGLNLEVMYEAY PGLOGFHNNTYL
GPEFSDHOPEPELANAT TRDTYRHTFTLSLFRLEP SEAGRY SELARNPGGHEALTFELTLEYFFE
VEVIWTFINGESGTLLC ARASGY POPNVTIWLOCSGHTDRCDEAQVLOVWDDE Y PEVLEQEFFHEVT
VOSLLTVETLEHNOTY ECEAHNSVGEGSWARIP ISAGRAHTHPPDE
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FIGURA 24
CADENA LIGERA Injerto 563

1005 10 1% F0OFR 3 33 40 43 M 33 63 &3 M T3 OB B3 B 83 1D 103
Ligera gz DL G TS A LEAS LG TV | DL T POM AN ¥ P SIS F L L 1 S gy 5 i 5 G T ¥ S L LS LSS DA T ¥ LN TPWE T SCL THLE LN

i i ] i
VED 2-1-{11 017 OGHTOSHSELARSWE DAY I T RR] B ETL R S L LT R O P S S ST T LT [ S8 LGP LA AT Y Y g T TR PO THVE LK

oEE gLT DT M TS P S LSS Vs D W T 1 T T W A i AL L Y I i o 75 i S S T LT [ S5 L e N O AT ¥ ¥ LN TP F oL TRV L

Lependa

563 = pSCUSNCi vanabis os cadena Bgera de rata

235 gLT = Injerto humanizado de i cadena variabis iger utlzando VK1 2-1-{1) 012 plus insa parminal 08 NEMans JK4 COMo sl Marncs scaptor.
CDRE 52 musetran sn negritsssubrapadas

El resto donants s2 musstra sn negritasitatcas y resaitado: ¥T1
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FIGURA 2B
CADEMA FESADA Injarto 553

1 5 I 1% Ip 35 30 ak 35 4 4% 50 55 &1 B3 T3 75 80 abc 83 g 3 L0s

OVTLEEECPCILOPETLELTCTF S0 BLTTY QHOVOW I RO P ECHC LEW LN INWD DR Y YRS LERA LT I X DT SHNOAF LY LTRVHT S DEATYYCAR ICPIKY PTARFYRYEDE NG POTHYTVE

Fezads 283
|

WHZ 2=1 Z=T0 OVTLEESGPFALVERPTOTLTLTCT FSGRSLATSRMREVEW I ROP PGKALENLAR IDNDDDEFY STLETA LT I 3RO TS RNV LTNTHN D PY DT AT Y Y CAR L= === === == AFDWRGOGTHYTVE

F6IgHE ENTLEESSEALVEPTOTLTLTCT F 3GE SLTTY@HEWEW T ROP PEHALEWLAN TWWD DR YRS LENA LT TR T S BNV LTHTRE Y DT AT Y CAR LGP I K P TARYRE PR RGOS THYTVE

Leyenda

863 = Secuencia variable de cadena pesada de rata
363gH? = Injerto humanizado de la cadena pesada variable 363 utilizando VH2 3-1 2-70 plus |a linea germinal humana como el marco aceptor

Las CDRs se muestran en negritas/subrayadas

84



FIGURA 3

SEQ ID NO:

MGPFGVLLLLL
THHATEQHTG
VEVRGRPLME
ELVRIRGEAR
SHVQGEHSTS
LANATTEDTY
ASGYFPQPHVT
VESGESWAFIP

39

VATAWHGOGI
TYRCTEPGDE
HTHYSESPWH
QIVCSASEVD
MEFRVVESAY
EHTETLSLPR
WLOCSGHTDR
ISAGAHTHEF

ES 2733735713

PVIEPSVFEL
LGGSAATHLY
GFTIHRBEFI
VHEDVELQHN
LHLSSEQNLI
LEPSEAGRYS
CDEAQVLOWH
DE

VVEPGATVTL
VEDPARPWNY
QEQDYQCSAL
MTHELAIPQQS
QEVTVGEGLI
FLARNPGGHE
DDEYFPEVLED)

85

RCVGHGSVEW
LAQEVVVFED
MGGREVMIIS
DEHMMBY QEV
LEVMVEAYPG
ALTFELTLRY
EPFHEVTVQS

DGPPSPHWTL
QDALLPCLLT
IRLEVQEVIP
LTLHLDOVDE
LOGENWTYLG
PPEVEVIRTFE
LLTVETLEHN

YEDGEESSILS
DPVLEAGVSEL
GPPALTLVEPA
QHAGHY SCWVA
PESDHOPEPK
INGSGTLLCA
QTYECRAHNS
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FIGURA 4
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FIGURA 5b

FIGURA &

absorbancia

0.25

Luminiscencia

ES 2733735713

20000
18000
16000
14000
12000
10000
BO00
8000
A000
2000
Q

AbDED

Sin anticuenpo

Anticuerpo

4o
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10

[CSF-1] (ng/ml)
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FIGURA T

C&lulas no tratadas
Control hlgG4

Ab 889 hlgG4
hCSF1 recombinante

RN

Fluorescencia Alexa Flior 458
Media geometrica
£
T

T T T T T T T 1
2 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Horas pos-tratamiento
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FIGURA 10
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15a
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FIGURA 15cC

Monocitos CDO14+ CDM6+ no clasicos (células/ul)

ES 2733735713
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FIGURA 16
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actividad de luciferasa in vivo (ph/s)
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FIGURA 17

1.2:1099
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] I
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dia

—e— Grupo 1: Vehiculo control (PBS) s.c. 3x semanalmente d9 - d42 (n =12)

== Grupo 2: 30 mg/kg anticuerpo control s.c. 3x semanalmente d9 - d42 (n = 12)

=%  Grupo 3: 10 mg/kg anticuerpo control s.c. 3x semanalmente d9 - d42 (n=12)

=#=  Grupo 4: 30 mg/kg anticuerpo Ab535 s.c. 3x semanalmente d9 - d42 (n = 12/9)
== (Grupo 5: 10 mg/kg anticuerpo Ab535 s.c. 3x semanalmente d9 - d42 (n = 11/10)

Grupo 6: 360 mg/kg control positivo i.v. una vez a la semana por cuatro
semanas (dia 10, 17, 24 y 31) (n = 12/11)

97



ES 2733735713

FIGURA 18a
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FIGURA 18b

Evaluacion Ashcroft
wn
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FIGURA 18c
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FIGURA 18d:
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FIGURA 19

Bleomicina + Ab535

I Bleomicina + Ab control de isotipos [

[ sol_salina + Ab control de isofipos |
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FIGURA 20a
il
60 -
504
40 -

304

Colageno BAL (ug/ml)

201

101

D -
Isotipo ADA+  Ab535ADA*  |gotipo ADA.  A535 ADA--

103



ES 2733735713

FIGURA 20b

Evaluacion Ashcroft
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FIGURA 20c
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* Denota la diferencia significativa de ratones ADA+ (tipo silvestre);
# denota la diferencia significativa de ratones ADA-/- tratados con el anticuerpo control de
isotipos (p < 0.05).
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FIGURA 21

ADA--

ADA++
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