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DESCRIPCION
Formulacién liquida que comprende un compuesto neutralizante del GM-CSF
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a formulaciones liquidas estables que comprenden un compuesto neutralizante del
factor estimulante de colonia de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Los ingredientes de las formulaciones
preferiblemente proporcionan estabilidad durante ciclos repetidos de congelacion-descongelacion a largo plazo. En
un aspecto preferido, las formulaciones son para su uso en terapias, preferiblemente para su uso en el tratamiento
de trastornos inflamatorios y autoinmunes, preferiblemente incluyendo trastornos alérgicos y psoriasicos, asi como
enfermedades artriticas o asmaticas. Ademas, se proporciona un kit que comprende las formulaciones de la
invencion.

Las proteinas se utilizan en una amplia gama de aplicaciones en los campos de los productos farmacéuticos,
productos veterinarios, cosméticos y otros productos de consumo, alimentos, piensos, diagnéstico, quimica industrial
y descontaminacion. En ocasiones, dichos usos se han visto limitados por restricciones inherentes a las proteinas
mismas o impuestas por el entorno o los medios en los que se utilizaban. Dichas restricciones pueden dar como
resultado una pobre estabilidad de las proteinas, variabilidad del rendimiento o unos altos costes. Debido al
advenimiento de la biotecnologia, es posible producir una amplia variedad de proteinas para aplicaciones
terapéuticas. Después de su produccién, los productos farmacéuticos proteicos generalmente se almacenan antes
de su uso. Debido al hecho de que las proteinas son generalmente mas grandes y mas complejas que los productos
farmacéuticos "tradicionales”, la formulacion y el procesamiento de productos farmacéuticos de proteinas que son
adecuados para el almacenamiento pueden ser particularmente prometedores. Para consultar revisiones de
formulaciones farmacéuticas de proteinas y disefio de procesos, véase Carpenter et al. (1997), Pharm. Res. 14: 969-
975; Wang (2000), Int. J. Pharmaceutics 203: 1-60; y Tang y Pikal (2004), Pharm. Res. 21: 191-200.

Se pueden considerar varios factores al disefar formulaciones y procedimientos para la produccion farmacéutica de
proteinas. La principal preocupacioén es la estabilidad de las proteinas a través de cualquiera o de todas las etapas
de fabricacion, envio y manejo, que pueden incluir la preparacion de la composicion, congelacion, liofilizacion,
secado, almacenamiento, envio, reconstitucion, ciclos de congelacion / descongelacion y almacenamiento posterior
a la reconstitucién por parte del usuario final. Otras posibles consideraciones incluyen la facilidad y la economia de
fabricacién, manipulacién y distribucion; la composicion del producto final para su administracién al paciente; y la
facilidad de su uso por parte del usuario final, incluida la solubilidad de la formulacion liofilizada tras la reconstitucién.

Las formulaciones liquidas pueden satisfacer ciertos objetivos. Las posibles ventajas de las formulaciones liquidas
incluyen su facilidad de fabricaciéon y economia y la adecuacion de las mismas para el usuario final. Con frecuencia,
cuando se almacenan durante periodos prolongados, los polipéptidos son inestables en solucion (Manning et al
(1989), Pharm. Res. 6:903-918). Como consecuencia, se han desarrollado otras etapas de procesamiento para
permitir una vida util mas larga, incluido el secado, p. ej., mediante liofilizacion. Las formulaciones liofilizadas
también pueden proporcionar ciertas ventajas. Los beneficios potenciales de la liofilizacion incluyen una mayor
estabilidad de la proteina, asi como la facilidad y economia en los envios y almacenamientos. Sin embargo, las
composiciones farmacéuticas liofilizadas pueden ser menos convenientes para el usuario final.

Ademas de la eleccion de la forma basica de la composicion (por ejemplo, liofilizada, liquida, congelada, etc.), la
optimizacién de una formulaciéon de proteinas generalmente implica variar los componentes de la formulacién y sus
concentraciones respectivas para maximizar la estabilidad de la proteina. Una variedad de factores puede afectar a
la estabilidad de la proteina, incluyendo la fuerza iénica, el pH, la temperatura, los ciclos de congelaciéon /
descongelacion, las fuerzas de cizallamiento, la congelacion, la liofilizaciéon, el secado, la agitacion y la
reconstitucion. La inestabilidad de las proteinas puede estar causada por la degradacion fisica (por ejemplo,
desnaturalizacién, agregacion o precipitacion) o la degradacion quimica (por ejemplo, desamidacion, oxidacién o
hidrélisis). La optimizacién de los componentes y las concentraciones de la formulacién se basa Unicamente en
estudios empiricos y / o enfoques racionales para superar las fuentes de inestabilidad.

A veces, en un almacenamiento a largo plazo de composiciones farmacéuticas que contienen polipéptidos, incluidas
formulaciones acuosas y liofilizadas, los polipéptidos activos pueden perderse debido a la agregacion y / o la
degradacion.

Por consiguiente, pueden abordarse practicas tipicas para mejorar la estabilidad del polipéptido variando la
concentracién de elementos con la formulacién, o agregando excipientes para modificar la formulacion (Patentes de
los Estados Unidos Nos. 5.580.856 y 6.171.586 y solicitudes de Patentes de los Estados Unidos Nos. US
2003/0202972, US 2003/0180287). El documento US 5.580.856 es una patente prototipo que describe agentes,
tales como polimeros naturales, tensioactivos, polisacaridos sulfatados, proteinas y tampones que puede afadirse
para estabilizar a una proteina seca durante o después de la deshidratacion. Sin embargo, aparte de muchas
opciones, la patente de los Estados Unidos 5.580.856 no ensefia qué estabilizador debe agregarse a qué proteina.
En consecuencia, mientras el lector experto se da cuenta de que hay muchas opciones, él o ella tendria que
encontrar para su proteina las mejores condiciones entre las muchas opciones descritas por el documento US
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5.580.856. La solicitud de patente estadounidense 2003/0202972 describe una formulacién liofilizada estable de un
anticuerpo anti-Her2, en el que el estabilizador es azucar, trehalosa o un tampén. Sin embargo, aunque estos
estabilizadores pueden ser Utiles para un anticuerpo, no pueden extrapolarse a otras proteinas. La solicitud de
patente estadounidense 2003/0180287 es similar a la US 2003/0202972 en la que también se describe una solucién
estable de una proteina de tipo inmunoglobulina, es decir, una proteina que contiene un dominio Fc. El estabilizador
puede ser fosfato de sodio, fosfato de potasio, citrato de sodio o potasio, acido maleico, acetato de amonio, tampén
tris, acetato, dietanolamina, histidina, lisina o cisteina. Entre estos estabilizadores quimicamente distintos que
podrian ser elegidos por el lector experto, la lisina resulté ser adecuada. Sin embargo, como con el documento US
2003/0202972, el estabilizador especifico es simplemente adecuado para una proteina especifica, aqui un dominio
Fc que contiene la proteina, y no puede ser extrapolado per se a otra proteina. En consecuencia, el uso de aditivos
no se puede extrapolar de una proteina especifica a otra proteina no relacionada. De hecho, el uso de aditivos, al
tiempo que mejora el almacenamiento, aun puede dar como resultado polipéptidos inactivos. Ademas, en el caso de
la liofilizacién, la etapa de rehidratacién puede introducir condiciones que resultan en la inactivacion del polipéptido
mediante, por ejemplo, la agregacion o desnaturalizacién (Hora et al. (1992), Pharm Res., 9: 33-36; Liu et al. (1991)
Biotechnol. Bioeng., 37: 177-184). De hecho, la agregacion de polipéptidos no es deseable ya que puede dar lugar a
la inmunogenicidad (Cleland et al. (1993) Crit. Rev. Therapeutic Drug Carrier Systems, 10: 307-377; y Robbins et al.
(1987), Diabetes, 36: 838-845).

El mantenimiento de la actividad biolégica durante el desarrollo y la fabricacion de productos farmacéuticos depende
de la estabilidad inherente de la macromolécula, asi como de las técnicas de estabilizacion empleadas. Existe una
gama de técnicas de estabilizacién de proteinas; incluyendo la adicién de "estabilizadores" quimicos a la solucién o
suspensién acuosa de la proteina. Por ejemplo, la patente de los Estados Unidos 4.297.344 describe la
estabilizacion de los factores de coagulacion Il y VIII, antitrombina Il y plasminégeno contra el calor mediante la
adicion de aminodacidos seleccionados. La patente de los Estados Unidos 4.783.441 describe un método para
estabilizar proteinas mediante la adicién de sustancias tensioactivas. La patente de los Estados Unidos 4.812.557
describe un método para estabilizar la interleucina-2 usando albumina de suero humano. Los métodos de
congelacién / descongelacién en los que la preparacion se mezcla con un crioprotector y se almacena a
temperaturas muy bajas es otra opciéon para estabilizar una proteina. Sin embargo, no todas las proteinas
sobreviviran a un ciclo de congelacion / descongelacién. El almacenamiento en frio con un aditivo crioprotector,
normalmente el glicerol, es otra opcién. El almacenamiento en forma de vidrio, como se describe en la patente de los
Estados Unidos 5.098.893 también podria hacerse. En este caso, las proteinas se disuelven en sustancias solubles
o hinchables en agua que estdn en estado amorfo o vitreo. El método mas ampliamente utilizado para la
estabilizacion de proteinas es la liofilizacion. Siempre que no se pueda lograr suficiente estabilidad de la proteina en
soluciéon acuosa, la liofilizacion proporciona la alternativa mas viable. Una desventaja de la liofilizacion es que
requiere un procesamiento sofisticado, es lento y costoso. Ademas, si la liofilizacion no se lleva a cabo con cuidado,
la mayoria de las preparaciones se desnaturalizan al menos parcialmente mediante los etapas de congelacion y
deshidratacién de la técnica. El resultado es con frecuencia la agregacion irreversible de una porcion de moléculas
de proteinas, lo que hace que una formulacién sea inaceptable para la administracién parenteral.

En términos generales, la degradacion de las proteinas ha sido bien descrita en la literatura, pero el almacenamiento
y la solubilidad de los compuestos neutralizan el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (mas
conocido como GM-CSF), en particular de polipéptidos y anticuerpos anti-GM-CSF, no se ha descrito.

Ademas, aunque se sabia en la técnica que habia una multitud de opciones para agentes estabilizadores de
proteinas, asi como para agentes que permiten una alta concentracion de una proteina mientras se mantienen
estables, hasta la presente invencidén, no se reconocié en la técnica de que una formulacién que comprende
compuestos neutralizantes de GM-CSF en altas concentraciones podria ser inestable y, por lo tanto, requerir
mejoras.

En la preparaciéon de una composicién farmacéutica que comprende una proteina, como un anticuerpo, por ejemplo,
un anticuerpo monoclonal, es un objetivo desarrollar formulaciones liquidas de alta concentracién debido al potencial
de administracion subcutdnea que resulta en una mayor conveniencia para el paciente. Sin embargo, existe un
consenso general de que el desarrollo de formulaciones de anticuerpos de alta concentracién, en particular los
anticuerpos monoclonales, plantea serios desafios con respecto a la estabilidad fisica y quimica de los anticuerpos
monoclonales, tal y como una mayor formaciéon de agregados solubles e insolubles que mejoran la probabilidad de
una respuesta inmunogeénica, asi como dar lugar a una baja bioactividad.

La formacién de agregados por un polipéptido durante el almacenamiento de una composicién farmacéutica liquida
puede afectar negativamente a la actividad biolégica de ese polipéptido, dando como resultado la pérdida de la
eficacia terapéutica de la composicion farmacéutica. Ademas, la formacién de agregados puede causar otros
desafios, como el bloqueo de los tubos, las membranas o las bombas cuando la composiciéon farmacéutica que
contiene el polipéptido se administra utilizando un sistema de infusién. Ademas, se ha informado que las
formulaciones de anticuerpos a alta concentracién dan como resultado un aumento de la viscosidad, creando asi
serios desafios para la capacidad de fabricacion y la facilidad de inyeccion. Las formulaciones altamente viscosas
son dificiles de fabricar, extraer en una jeringa e inyectar. El uso de la fuerza en la manipulacién de las
formulaciones viscosas conduce a una formacion excesiva de espuma, lo que puede conducir a la desnaturalizacién
e inactivacion de los anticuerpos monoclonales activos.
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Por lo tanto, existe una gran necesidad de conseguir una composicion farmacéutica estable de proteina altamente
concentrada que comprenda un compuesto que neutralice GM-CSF, p. €j., un anticuerpo y que tenga una viscosidad
baja y factible adecuada para una administracién subcutanea, tal como en un dispositivo listo para usar. Ademas,
desde el punto de vista del paciente, seria altamente deseable disponer de productos estables a temperatura
ambiente. En este momento, en particular, no hay formulaciones de anticuerpos comercializadas en las que el
almacenamiento a temperatura ambiente sea posible a lo largo de la vida Gtil del producto farmacoldgico.
Tipicamente, se produce un aumento de la agregacion de proteinas que causa un nivel inaceptablemente alto de
agregados e impurezas relacionadas con las proteinas, lo que puede dar lugar a reacciones inmunogénicas. Muchos
de los productos de anticuerpos monoclonales comercializados contienen tensioactivos en su formulacion.
Tipicamente, se afiaden tensioactivos para reducir el estrés interfacial que puede inducir la agregacion de proteinas
y la formacion de particulas que conducen a una calidad inaceptable del producto. Ejemplos de estrés interfacial
podria ser el contacto de la proteina con i) aire ii) material de cierre del recipiente, tal y como un émbolo de goma,
pistén, vidrio, jeringas precargadas iii) materiales relacionados con la produccién, como tanques de acero, tubos y
bombas iv) hielo, durante la congelacién / descongelacién, etc. Sin embargo, los tensioactivos, como los
polisorbatos, generalmente contienen un residuo de perdxidos que pueden oxidar la molécula de proteina, lo que
puede comprometer la calidad del producto. Ademaés, desde el punto de vista de la fabricacion, la adicion de
polisorbatos requiere de una etapa adicional en la produccién ya que la ultra / diafiltracién es dificil de realizar
cuando la formulaciéon contiene dichos polisorbatos. La prevencién de la formacion de productos oxidados es un
problema dificil, por lo tanto, se requiere un manejo cuidadoso de los polisorbatos para controlar la formacion de
productos oxidados. Por lo tanto, también seria deseable disefiar formulaciones sin tensioactivos, tanto desde el
punto de vista de la estabilidad como de la fabricacién.

Recientemente se ha demostrado que el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),
inicialmente como factor de crecimiento hematopoyético, es una citocina importante en la inflamacion y la
autoinmunidad. Los niveles elevados de ARNm o proteina GM-CSF se miden en una variedad de sitios
inflamatorios, incluso en pacientes alérgicos y psoriasicos, pacientes artriticos y asmaticos. Numerosos estudios in
vivo han demostrado en los ultimos afios que el bloqueo de GM-CSF a través de anticuerpos neutralizantes puede
prevenir o incluso curar enfermedades proinflamatorias en varios modelos de inflamacion, incluidos modelos para
encefalitis autoinmune experimental de la artritis, psoriasis y enfermedad pulmonar. Por lo tanto, es altamente
deseable tener disponible una formulacién con un compuesto neutralizador de GM-CSF que sea, en particular,
estable, que contenga altas cantidades de un compuesto neutralizador de GM-CSF y / o pueda administrarse por via
subcutanea.

Por lo tanto, el desafio técnico de la presente invencidn es cumplir con las necesidades descritas anteriormente.

La presente invencion aborda estas necesidades y, por lo tanto, proporciona una solucién al desafio técnico de las
realizaciones relativas a las formulaciones, asi como a los métodos y usos que aplican estas formulaciones en el
tratamiento de sujetos que padecen enfermedades que se beneficiarian de la administracion de compuestos
neutralizantes de GM-CSF. Estas realizaciones se caracterizan y describen en este documento, se ilustran en los
Ejemplos y se reflejan en las reivindicaciones.

Debe notarse que, como se usa en este documento, las formas singulares "una/uno”, "un" y "la/el" incluyen las
referencias en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "un
anticuerpo" incluye uno o mas de tales anticuerpos diferentes y la referencia a "el método" incluye la referencia a
etapas equivalentes y métodos conocidos por los expertos en la técnica que podrian modificarse o sustituirse por los
métodos descritos en este documento.

A menos que se indique lo contrario, la expresion "al menos" que precede a una serie de elementos debe
entenderse que se refiere a cada elemento de la serie. Los expertos en la materia reconoceran, o podran determinar
utilizando no més que la experimentacién de rutina, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la
invencion descritas en este documento. Dichos equivalentes estan destinados a ser abarcados por la presente
invencion.

A lo largo de esta memoria descriptiva y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo
contrario, se entendera que la palabra "comprender" y su variaciones, tales como "comprende" y "que comprende”
implican la inclusion de un nimero entero o etapa o grupo de numero enteros establecido o etapas, pero no la
exclusién de ningun otro numero entero, o etapa o grupo de numeros enteros o etapas. Cuando se usa en el
presente documento, la expresion "que comprende" ésta puede sustituirse por la expresion "que contiene" o, a
veces, cuando se usa en el presente documento con la expresién "que tiene" o ésta puede incluso sustituirse por la
expresion "que consiste en".

Cuando se usa en el presente documento "que consiste en" se excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no
especificado en el elemento de la reivindicacién. Cuando se usa en el presente documento, "que consiste
esencialmente en" no excluye materiales ni etapas que no afecten materialmente a las caracteristicas basicas y
novedosas de la reivindicacién. En cada caso en el presente documento, cualquiera de las expresiones "que
consiste esencialmente en" y "que consiste en" pueden reemplazarse por cualquiera de los otros dos términos.
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Como se usa en el presente documento, se entiende que el término conjuntivo "y / 0" entre los multiples elementos
citados abarca tanto opciones individuales como combinadas. Por ejemplo, cuando dos elementos estan unidos por
"y / 0", una primera opcion se refiere a la capacidad de aplicacién del primer elemento sin el segundo. Una segunda
opcion se refiere a la capacidad de aplicacion del segundo elemento sin el primero. Una tercera opcién se refiere a
la capacidad de aplicacién de los elementos primero y segundo juntos. Se entiende que cualquiera de estas
opciones se encuentra dentro del significado y, por lo tanto, satisface el requisito del término "y / 0" como se usa en
este documento. La capacidad de aplicacion concurrente de mas de una de las opciones también se entiende dentro
del significado y, por lo tanto, satisface el requisito del término "y / 0", como se usa en este documento.

A continuacion se describen diversos aspectos y realizaciones de la invencion.

La presente invencién se refiere a una composicion acuosa que comprende:

i) un compuesto neutralizante de GM-CSF que es un anticuerpo monoclonal humano
1. Una composiciéon acuosa que comprende:

i) un compuesto neutralizante de GM-CSF, que es un anticuerpo monoclonal humano que se une a GM-CSF que
comprende un secuencia de aminoacidos de cadena ligera como se establece en SEQ ID NO. 34 y una secuencia
de aminoéacidos de cadena pesada como se establece en SEQ ID NO: 35, a una concentracién de 100 mg / ml a 180
mg / ml,

i) 5% (p/v) de sorbitol,
iii) L-histidina 30 mM y
iv) tiene un pH de 5,8.

Ademas, la presente invencion se refiere a la composicion anterior que esta libre de tensioactivos o aminoacidos
adicionales.

La presente invencion también se refiere a la composicién mencionada anteriormente, que comprende 150 mg / ml
del anticuerpo o su fragmento funcional que se une al GM-CSF.

Ademas, la presente invencion se refiere a la composicion mencionada anteriormente que es estable durante al
menos 24 meses a aproximadamente 2-8°C o al menos 28 dias a temperatura ambiente.

La composicién mencionada anteriormente puede ser para uso en terapia.

Ademas, la presente invencién se refiere a la composicion mencionada anteriormente para su administracion
intravenosa y / o subcutanea.

La composicion de la invencion puede usarse en el tratamiento de trastornos inflamatorios y autoinmunes.
Estos trastornos se seleccionan entre trastornos alérgicos, psoriasicos, artriticos y asmaticos.
Ademas, se describe un kit que comprende la composicion descrita anteriormente.

Con el objetivo en mente de proporcionar una formulacién que tenga una alta concentracion de compuestos
neutralizantes de GM-CSF, los presentes inventores reconocieron que los compuestos que neutralizan GM-CSF
pueden ser inestables a altas concentraciones y también pueden ser inestables durante un periodo prolongado de
almacenamiento.

De hecho, hay muchas formas en las que los compuestos neutralizantes de GM-CSF, como las proteinas, pueden
ser inestables. Por ejemplo, la inestabilidad de las proteinas podria estar causada por la agregacién o
desagregacion de proteinas, pero también por la inestabilidad quimica debido a la desaminacion, desamidacion,
oxidacion, ruptura y formacién de enlaces disulfuro, hidrolisis, succinimidacion, reticulacion no de disulfuro,
desglicosilacion o "pardeamiento enzimatico" (reaccién de Maillard) o cualquier combinacion de estos fendémenos;
véase, por ejemplo, Wang et al. (1999), En Int. J. Pharm. 185: 129-188). Ademas, parametros fisicoquimicos como la
temperatura, el valor del pH, la adsorciéon en superficies, sales, iones metdlicos, agentes quelantes, fuerzas fisicas
tales como las fuerzas de corte, desnaturalizantes de proteinas, solventes no acuosos, concentracion de proteinas,
fuente y pureza de la proteina, morfismo de proteinas o la presion, pueden influir en la estabilidad de las proteinas.

Sin embargo, hay muchos factores que pueden influir en la estabilidad de las proteinas, podrian tomarse muchas
medidas para estabilizar una proteina. Por ejemplo, una proteina puede estabilizarse internamente (cambiando
aminoacidos) o externamente. La estabilizacién externa podria lograrse mediante agentes quelantes, iones
metalicos, agentes reductores, polimeros, polietilenglicoles / polioles, albumina sérica, tensioactivos, azlcares y
polioles, acidos grasos y fosfolipidos, aminoacidos, tampones, etc.; véase, por ejemplo, Wang, Y, y Hanson M
(1988), J. Parental Sci. & Technology, 42, Suplemento: 4-26; Wang et al. (1999), En Int. J. Pharm. 185: 129-188. En
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resumen, para estabilizar los compuestos neutralizantes de GM-CSF, tales como anticuerpos en una formulacion,
los expertos habrian tenido muchas opciones disponibles.

En el presente caso, los inventores observaron que los compuestos neutralizantes de GM-CSF pueden mostrar
agregacién y/o pueden no disolverse a altas concentraciones. Muchos factores diferentes pueden causar la
agregacién de una proteina en una formulaciéon. Los procedimientos tipicos de purificacién y almacenamiento
pueden exponer las formulaciones de proteinas a condiciones y componentes que hacen que la proteina se
agregue. Por ejemplo, las proteinas en una formulacién pueden agregarse como resultado de uno o mas de los
siguientes: almacenamiento, exposicion a temperaturas elevadas, el pH de la formulacién, la fuerza ionica de la
formulacion y la presencia de ciertos tensioactivos (p. ej., polisorbato-20 y polisorbato-80) y agentes emulsionantes.
Del mismo modo, las proteinas pueden agregarse cuando se exponen al esfuerzo cortante, como reconstituir una
torta de proteina liofilizada en solucién, purificar por filtracion una muestra de proteinas, congelar-descongelar, agitar
o transferir una solucion de proteina mediante una jeringa. La agregacién también puede ocurrir como resultado de
interacciones de moléculas de polipéptidos en solucién y en las interfaces liquido-aire dentro de viales de
almacenamiento. Se pueden producir cambios conformacionales en los polipéptidos adsorbidos en las interfaces
aire-liquido y sélido-liquido durante la compresion o extension de las interfaces como resultado de la agitacién
durante el transporte. Tal agitacién puede hacer que la proteina de una formulacién se agregue y finalmente
precipite con otras proteinas adsorbidas.

Ademas, la exposicion de una formulacién de proteina a la luz puede hacer que la proteina se agregue. La presente
invencion proporciona asi formulaciones que permiten altas concentraciones de compuestos neutralizantes de GM-
CSF y que reducen la agregacién de estos compuestos. Sin estar limitado a ninguna teoria, la reduccién de la
agregacién se cree que se logra controlando uno o mas de los mecanismos de agregacion mencionados
anteriormente. Esto puede dar como resultado, por ejemplo, una mejor estabilidad del producto y una mayor
flexibilidad en los procesos de fabricacion y las condiciones de almacenamiento.

Los presentes inventores tenian como objetivo proporcionar una formulacién con una alta concentracion de
compuestos neutralizantes de GM-CSF, con el fin de, por ejemplo, permitir un menor volumen de inyeccion que
fuera adecuado para reducir los efectos secundarios como el dolor debido a un volumen grande de inyeccion o
permitir la administracién subcutanea con un pequefio volumen.

Siendo asi, los presentes inventores han observado durante sus estudios una cierta inestabilidad de los compuestos
que neutralizan el GM-CSF y, por lo tanto, tenian como objetivo mejorar esta observaciéon no deseada. En
consecuencia, su objetivo fue concentrar los compuestos neutralizantes de GM-CSF manteniéndolos en solucién, es
decir, en una etapa disuelta. Al hacerlo asi, dispusieron de una multitud de opciones y alternativas disponibles, sin
embargo, sin ninguna indicacién de que alguna de ellas fuera adecuada para resolver el problema objetivo.

"Etapa disuelta” significa que el compuesto neutralizante de GM-CSF, preferiblemente en una concentracion de al
menos aproximadamente 20 mg/ml, esta en solucion, es decir, disuelto y/o disperso directamente en la solucion
acuosa (es decir, en la fase acuosa) de la formulacion. Preferiblemente, el compuesto neutralizante de GM-CSF se
disuelve o dispersa homogéneamente. Homogéneamente significa que el compuesto neutralizante de GM-CSF que
se disuelve y/o dispersa en la formulacién acuosa es casi uniforme, preferiblemente esta distribuido uniformemente
en la formulacion acuosa de modo que la concentracion ("c") del compuesto neutralizante de GM-CSF ("n" en caso
de masa molar o "m" en caso de masa) sea casi idéntica, preferiblemente idéntica en el volumen ("v") (o en todo el
volumen) de la soluciéon acuosa, es decir, c=n/v 0 c=m/v, respectivamente, sea casi constante, preferiblemente
constante. Preferiblemente no hay gradiente de concentracion dentro de la formulacién.

En consecuencia, una formulacién estable de la presente invencion que comprenda un compuesto neutralizante de
GM-CSF puede considerarse preferiblemente como una solucién acuosa, en la que el compuesto neutralizante de
GM-CSF se disuelve directamente y/o se dispersa en ella.

Una "solucion" es una mezcla homogénea de dos o mas sustancias/componentes. En tal mezcla, un soluto (en la
presente invencién un compuesto neutralizante de GM-CSF) se disuelve (como se describié anteriormente) en otra
sustancia (en la presente invencion preferiblemente una formulacién acuosa), también conocida como disolvente.

Dado lo anterior, el compuesto neutralizante de GM-CSF no se disuelve y/o dispersa en la soluciéon acuosa de forma
preferible. La expresion "estado disuelto" también incluye que el compuesto neutralizante de GM-CSF esta esencial
y preferiblemente no emulsionado o, mas preferiblemente, no emulsionado en absoluto en la solucién acuosa.

Ademas, la expresion "estado disuelto” incluye que el compuesto neutralizante de GM-CSF no esté esencialmente
encapsulado y/o atrapado (preferiblemente menos del 2%, 1% o 0,5% del compuesto neutralizante de GM-CSF
puede ser encapsulado y/o atrapado o, mas preferiblemente, no encapsulado y/o atrapado en absoluto, por ejemplo,
en liposomas, liposomas multilaminares o similares.

También estd comprendida en la presente descripciéon una formulacién liquida que contiene un compuesto
neutralizante de GM-CSF estable y que no sufre la formacion de conjugados/agregados o fragmentos/productos de
degradacién cuando se almacena durante un largo periodo, y cuya formulacion es adecuada para la administracion
subcutanea.
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Especificamente, después de probar muchos agentes estabilizadores diferentes, los presentes inventores
encontraron que los compuestos neutralizantes de GM-CSF podrian estabilizarse si se afiadiera un modificador de la
tonicidad a la soluciéon que se va a almacenar. Algunos ejemplos de modificadores de la tonicidad incluyen, entre
otros, azlcares y alcoholes de azlcar. Los azlcares simples se llaman monosacaridos e incluyen glucosa, fructosa,
galactosa, xilosa, ribosa, rona, lactulosa, alosa, altrosa, gulosa, idosa, talosa, arabinosa y lixosa. También estan
comprendidos los disacaridos que incluyen, por ejemplo, sacarosa, maltosa, lactosa, isomaltosa, trehalosa y
celubiosa. Los alcoholes de azucar incluyen sorbitol, manitol, glicerina, eritritol, maltitol, xilitol, poliglicitol. El aztcar
puede no ser un azucar no reductor como la sacarosa o la trehalosa. Los azucares no reductores se caracterizan por
la ausencia de una estructura de cadena abierta, por lo que no son susceptibles a las reacciones de oxidacién-
reduccion. Por lo tanto, uno o mas de los azlcares no reductores, como la sacarosa o la trehalosa, o uno o mas de
los alcoholes de azicar, como el manitol o el sorbitol podrian anadirse a la formulacién que comprende el
compuesto neutralizante de GM-CSF. También se podrian afadir combinaciones de azlcares no reductores y
alcoholes de azucar a la solucion, como la sacarosa y el manitol, sacarosa y sorbitol, trehalosa y manitol, o trehalosa
y sorbitol. Mas preferiblemente se afnaden los alcoholes de azlcar manitol y/o sorbitol, preferiblemente en su forma
D, méas preferiblemente se afnade sorbitol a la solucién. La concentracion del modificador de la tonicidad,
preferiblemente sorbitol, estd entre aproximadamente 1% y aproximadamente 15% (p/v), preferiblemente entre
aproximadamente un 2% y aproximadamente un 10% (p/v), mas preferiblemente entre aproximadamente un 3% y
aproximadamente un 7% (p/v), mas preferiblemente entre aproximadamente un 4% y aproximadamente un 6% (p/v)
y mas preferiblemente aproximadamente un 5% (p/v).

Otra sustancia especificamente preferida para estabilizar los compuestos neutralizantes de GM-CSF a alta
concentracién con respecto al almacenamiento a largo plazo es un sistema tampdn con un pH de entre
aproximadamente 4 y aproximadamente 10, preferiblemente entre aproximadamente 4 y aproximadamente 7, mas
preferiblemente entre aproximadamente 4 y aproximadamente 6 o entre aproximadamente 5 y aproximadamente 7,
incluso mas preferiblemente entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente 6,5 y, méas preferiblemente, con un pH
de aproximadamente 5,8. El tampdn de la invencién es un tampdn de histidina. Cuando se refiere a esto, se
entiende que un aminoacido es un L-aminoacido o D-amino&cido, donde se prefiere L-amino. Especificamente, se
utiliza histidina o una sal de la misma para el sistema de tampon. Preferiblemente la sal es un cloruro, fosfato,
acetato o sulfato, mas preferiblemente la sal es un cloruro. El pH del sistema tampon de histidina esta entre 5 y
aproximadamente 7, preferiblemente entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente 6,5, mas preferido es el pH
aproximadamente, o exactamente igual a 5,8. El pH puede ajustarse mediante el uso de bases y acidos de uso
convencional, preferiblemente NaOH. La concentracion del sistema tampdn, especificamente el sistema tampén de
histidina, esta entre aproximadamente 10 mM y aproximadamente 50 mM, preferiblemente entre aproximadamente
20 mM y aproximadamente 40 mM, mas preferiblemente aproximadamente 30 mM. La concentracion del tampon de
histidina de la presente invencion es 30 mM.

Se utiliza la combinacién del sistema tampén, especificamente el tampén de histidina, y el modificador de tonicidad,
especificamente el sorbitol, para estabilizar los compuestos neutralizantes de GM-CSF en la solucién, con el fin de
evitar la agregacion y hacer que la formulacién sea lo suficientemente estable para el aimacenamiento a largo plazo
y/o durante uno o mas ciclos de congelacion/deformacion. Se demostré que es preferible en términos de estabilidad
tener aproximadamente | 6% (p/v) y superior de alcohol de azlcar, preferiblemente sorbitol, en la formulacion. Sin
embargo, el limite superior para la osmolalidad de la formulacién esta configurado para ser de aproximadamente 470
mOsm/kg que sigue siendo hiperosmético pero similar a la osmolalidad de un producto aprobado (Synagis; Lm.
Administracion). Por lo tanto, se tuvo que encontrar un compromiso entre la estabilidad éptima, la tonicidad y la
concentracién del compuesto neutralizante de GM-CSF tal como se describe en los ejemplos de la presente
invencion. Por lo tanto, una concentracion preferente de alcohol de azlcar, preferiblemente sorbitol, esta entre
aproximadamente el 3% y aproximadamente el 7% (p/v), mas preferiblemente entre aproximadamente un 4% y
aproximadamente un 6% (p/v) y, mas preferiblemente, aproximadamente un 5% (p/v).

En algunas realizaciones de la presente invencién, las formulaciones o composiciones de la invencién que
comprenden un compuesto neutralizante de GM-CSF no requieren mas excipientes ademas de los divulgados
anteriormente (es decir, un tampon y un modificador de la tonicidad), como, por ejemplo, tensioactivos y
aminoacidos, que se utilizan en formulaciones tradicionales para estabilizar proteinas en soluciéon. Ademas, las
formulaciones descritas en este documento son preferidas respecto a las formulaciones estandar porque tienen una
menor inmunogenicidad debido a la falta de agentes adicionales cominmente necesarios para la estabilizacion de
proteinas.

Se sabe que los aminodacidos son Utiles para estabilizar las proteinas a una alta concentracién, entre otras cosas,
mediando la solubilidad de proteinas y/o inhibiendo la agregacién de proteinas. Aunque la treonina (por ejemplo, a
250 mM) indica un efecto estabilizador menor, la formulacién liquida de la presente invencién esta preferentemente
libre de otros aminoéacidos.

Ademas, se prefiere que la presente formulacion sea sin cloruro sédico o esté esencialmente libre de este. Por
"esencialmente libre" se entiende que la concentracion de cloruro de sodio esté cerca de 0 o muy cerca de 0 (cero)
mM, por ejemplo, menos de aproximadamente 50 mM, preferiblemente menos de aproximadamente 20 mM, mas
preferiblemente menos de aproximadamente 10 mM, incluso mas preferiblemente menos de aproximadamente 5
mM y mas preferiblemente menos de aproximadamente 2 mM o incluso menos de aproximadamente 1 mM.
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En productos biofarmacéuticos, la adicién de tensioactivos puede ser util para reducir la degradacion de las
proteinas durante el almacenamiento. Los polisorbatos 20 y 80 (Tween 20 y Tween 80) son excipientes bien
establecidos para este fin. Sin embargo, debido a los efectos nulos o negativos sobre la estabilidad de los
compuestos neutralizantes de GM-CSF, la formulacién liquida de la presente invencion no comprende
preferiblemente ningun tensioactivo.

La concentracion de los compuestos respectivos neutralizantes de GM-CSF utilizados es de al menos
aproximadamente 100 mg/ml en la formulacion liquida que debe almacenarse, congelarse/descongelarse y/o estar
listo para su uso. Concentraciones de aproximadamente 20 mg/ml a aproximadamente 200 mg/mg, preferiblemente
aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, mas preferiblemente aproximadamente 100 mg/ml a
aproximadamente 180 mg/ml, incluso mas preferiblemente aproximadamente 130 mg/ml a aproximadamente 170
mg/ml, incluso mas preferiblemente aproximadamente 135 mg/ml a aproximadamente 165 mg/ml, y mas preferidos
aproximadamente 150 mg/ml se utilizan en la presente invencion.

La vida util de la formulacion liquida producida tiene un requisito minimo preferido de 24 meses entre 2 y 8°C,
preferiblemente 36 meses entre 2 y 8°C, mas preferiblemente 48 meses entre 2 y 8°C, preferiblemente 60 meses
entre 2 y 8°C, o al menos 28 dias a temperatura ambiente (25°C+2°C).

La presente invencion se refiere a una formulacion estable, preferiblemente una formulacién liquida estable que
sorprendentemente permite el almacenamiento a largo plazo de compuestos neutralizantes de GM-CSF. Esta
formulacion es util, en parte, porque es mas conveniente utilizar para el paciente, ya que los compuestos
neutralizantes de GM-CSF de esta formulacion estan altamente concentrados para reducir los efectos secundarios
como el dolor debido a las inyecciones de gran volumen.

En consecuencia, un aspecto de la invencién se basa en el descubrimiento de que las formulaciones que
comprenden:

- un compuesto neutralizante de GM-CSF,

- un sistema tampén seleccionado preferentemente de un tampdén de histidina, un tampén de acetato y/o un tampén
de citrato con un pH preferido de entre 5y 7,

- y un modificador de la tonicidad preferiblemente seleccionado de azlcares no reductores, como sacarosa o
trehalosa, o alcoholes de azucar, como el manitol o el sorbitol,

se vuelven lo suficientemente estables para el almacenamiento a largo plazo y/o los ciclos de
congelacién/descongelacién y/o las tensiones de cizallamiento (estabilidad durante su agitacién). La formulacién de
la invencién tiene muchas ventajas respecto a las formulaciones tamponadas estandar. En un aspecto, la
formulacion muestra un comportamiento minimo de agregacion en almacenamientos a largo plazo sin efectos
nocivos que podrian esperarse con las formulaciones con alto contenido en proteinas. Otras ventajas de la
formulacién segun la invencion son: una fragmentacion minima del compuesto neutralizante de GM-CSF y ningun
impacto significativo en la bioactividad del compuesto neutralizante de GM-CSF respecto al almacenamiento a largo
plazo, y una baja viscosidad de la composicién. Finalmente, en una realizacion preferida, la formulacion esta libre de
otros excipientes como los tensioactivos, otros aminoacidos y/o el cloruro de sodio.

La presente descripcion comprende lo siguiente: Formulaciones, en las que el compuesto neutralizante de GM-CSF
es un polipéptido, un peptidomimético, un acido nucleico o una molécula pequena.

En una descripcion preferida, el compuesto neutralizante de GM-CSF (que es preferiblemente un polipéptido y, mas
preferiblemente, un anticuerpo o un su fragmento funcional) se une solo o se une especificamente a GM-CSF o al
receptor de GM-CSF. Se prevé que el receptor de GM-CSF o GM-CSF provenga de un animal, incluyendo, entre
otros, a mamiferos tales como animales de laboratorio (roedores como ratas, cobayas, hamsteres o ratones,
primates no humanos como Cynomolgus 0 macaco Rhesus), animales domésticos o mascotas (por ejemplo, perros
0 gatos), animales de granja o agricolas (por ejemplo, bovinos, ovinos, caprinos y porcinos) y/o seres humanos.
Preferiblemente, el receptor GM-CSF o el propio GM-CSF es un receptor de GM-CSF (Homo sapiens) humano o
GM-CSF humano, respectivamente, o un GM-CSF no-humano primate o receptor de GM-CSF no-humano primate,
respectivamente. Las variantes especialmente preferidas (homdlogos) del GM-CSF no-humano primate o receptor
de GM-CSF no-humano primate incluyen las del mono gibén (Nomascus concolor, también conocido como el gibdn
de cresta negro occidental) y de los monos de la familia macaca, por ejemplo el mono rhesus (Macaca mulatta) y el
mono cynomolgus (Macaca fascicularis). Segun una realizaciéon particularmente preferida de la invencion, el
compuesto que se une a GM-CSF o al receptor de GM-CSF (preferiblemente el anticuerpo o sus fragmentos)
presenta reactividad cruzada entre humanos y al menos una de las especies de monos mencionadas anteriormente.
Por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento del mismo es capaz de unirse (y neutralizar) tanto al GM-CSF humano
como al GM-CSF del mono Cynomolgus (Macaca fascicularis). Esto es especialmente ventajoso para una molécula
de anticuerpos destinada a la administracion terapéutica en sujetos humanos, ya que dicho anticuerpo normalmente
tendra que proceder a través de una multitud de pruebas antes de la aprobacién reglamentaria, de las cuales ciertas
pruebas iniciales involucran especies animales no humanas. Al realizar tales pruebas, es generalmente deseable
utilizar como especie no humana una especie que disponga de un alto grado de similitud genética con los seres
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humanos (por ejemplo, primates no humanos como el mono Cynomolgus), ya que los resultados asi obtenidos seran
generalmente altamente predictivos de los resultados correspondientes que pueden esperarse al administrar la
misma molécula a los seres humanos. Sin embargo, este poder predictivo basado en pruebas con animales
depende, al menos parcialmente, de la posibilidad de comparar la molécula, y es muy alto cuando, debido a una
reactividad entre especies, la misma molécula terapéutica puede administrarse a los seres humanos y a los modelos
animales. Como en esta realizacién de la invencion, cuando una molécula de anticuerpos es reactiva de forma
cruzada para el mismo antigeno en seres humanos y en otras especies estrechamente relacionadas, las pruebas se
pueden realizar utilizando la misma molécula de anticuerpos en humanos y en esta especie estrechamente
relacionada, por ejemplo en una de las especies de monos mencionadas anteriormente. Esto aumenta tanto la
eficiencia de las pruebas mismas como el poder predictivo proporcionado por tales pruebas con respecto al
comportamiento de tales anticuerpos en los seres humanos, la especie final de interés desde un punto de vista
terapéutico. Se prefiere que el anticuerpo o un su fragmento funcional que se adhiera a GM-CSF o al receptor de
GM-CSF sea un anticuerpo monoclonal o un su fragmento funcional. Lo mismo ocurre con los compuestos
neutralizantes de GM-CSF, que no son anticuerpos ni se derivan de anticuerpos.

En el contexto de la invencién, el compuesto neutralizante de GM-CSF es un anticuerpo monoclonal humano.

El compuesto descrito como neutralizante de GM-CSF puede ser un anticuerpo o un su fragmento funcional que se
une a un epitopo del GM-CSF de primate humano y no humano. Este epitopo comprende preferentemente los
aminodcidos 23-27 (RRLLN) y/o los aminoédcidos 65-77 (GLR/QGSLTKLKGPL). La variabilidad en la posicion 67
dentro del tramo de la secuencia de aminoacidos 65-77 refleja la heterogeneidad en esta porcion de GM-CSF entre,
por un lado, GM-CSF humano y gibén (en el que la posicién 67 es R) y, por otro lado, monos de la familia macaca,
por ejemplo cynomolgus y monos rhesus (en el que la posicion 67 es Q). Si el epitopo comprende dos tramos de
secuencia de aminoacidos que no son adyacentes, como 23-27 (RRLLN) y 65-77 (GLR/QGSLTKLKGPL), el epitopo
también puede llamarse epitopo "discontinuo". Dicho epitopo GM-CSF o dicho epitopo discontinuo GM-CSF pueden
comprender ademas los amino&cidos 28-31 (LSRD), aminoé&cidos 32-33 (TA) y/o aminoacidos 21-22 (EA).

El anticuerpo monoclonal humano o el su fragmento funcional comprende preferentemente en su region variable de
cadena pesada un CDR3 que comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en las
establecidas en las SEQ ID NOs: 1-13 y 56; preferiblemente la region variable de cadena pesada CDR3 comprende
la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID NO. 2.

Cualquiera de dichas secuencias CDRS3 de la regién variable de cadena pesada puede existir ain mas juntas en una
region variable de cadena pesada con la region variable de cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de
aminodcidos establecida en SEQ ID NO. 14 y la region variable de cadena pesada CDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO. 15.

Ademas, el anticuerpo monoclonal humano o el su fragmento funcional pueden comprender en su regién variable de
cadena ligera un CDR1 que comprenda la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID NO. 16, un CDR2 que
comprenda la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID NO. 17, y un CDR3 que comprende la secuencia de
amino&cidos establecida en SEQ ID NO. 18.

En una descripcién especialmente preferida, el anticuerpo monoclonal humano o el su fragmento funcional
comprende en su region variable de cadena ligera un CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 16, un CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ
ID NO. 17 y un CDR3 que comprende una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID: 18, y en su
region variable de cadena pesada un CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en
SEQ ID NO. 14, un CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 15y
un CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las establecidas
en SEQ ID NOs: 1-13 y 56, mas preferiblemente, SEQ ID NO. 2.

También se describe en este documento un anticuerpo monoclonal humano o su fragmento funcional que
comprende en su regién variable de cadena ligera una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las establecidas en las SEQ ID NOs: 19, 54 y 55. También se describe un anticuerpo monoclonal
humano o su fragmento funcional que comprende en su region variable de cadena pesada una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en las establecidas en las SEQ ID NOs: 20-33, 52 y 53. El
anticuerpo monoclonal humano o el su fragmento funcional pueden comprender una secuencia de aminoacidos de
cadena ligera como se establece en SEQ ID NO. 34 y/o una secuencia de aminodcidos de cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en cualquiera de las SEQ ID NOs: 35-48, més preferiblemente SEQ ID NO. 35.

También se describe un anticuerpo monoclonal humano o su fragmento funcional que puede comprender una o mas
secuencias de aminoacidos que tengan al menos un 70%, 80%, 90%, 95%, 98% 0 99% de homologia con la
secuencia de aminoacidos respectiva segln lo establecido en cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-48 y 52-56,
preferiblemente con la secuencia de aminoacidos respectiva como se establece en cualquiera de las SEQ ID NOs:
1-18 y 56 y/o con la secuencia de aminoéacidos de las regiones marco (FR) dentro de la secuencia de aminoacidos
segun se establece en cualquiera de las SEQ ID NOs: 19-48 y 52-55. Por lo tanto, se describe un anticuerpo
monoclonal humano o su fragmento funcional que puede comprender una o mas secuencias de aminoacidos que
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tengan al menos un 70%, 80%, 90%, 95%, 98% 0 99% de homologia con la secuencia de aminoacidos respectiva
como se establece en cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-18 y 56.

Alternativamente, en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de una CDR establecida en cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-18 y 56, pueden ser sustituidos uno, dos, tres cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o 10
aminoacidos. Preferiblemente, tal CDR que tenga sustituciones sigue siendo capaz de unirse a GM-CSF como se
describe en el presente documento.

Como alternativa o ademas, se describe que el anticuerpo monoclonal humano o el su fragmento funcional pueda
comprender una 0 mas secuencias de aminoacidos que tengan al menos un 70%, 80%, 90%, 95%, 98% 0 99% de
homologia con la respectiva secuencia de aminoacidos de una regién VH, VL, H o L, respectivamente, segun se
establece en cualquiera de las SEQ ID NOs:19-48 y 52-55. Se describe que la homologia es con respecto a toda la
secuencia de aminodacidos VH, VL, H o L. En esta descripcién, la homologia es referida a dentro de las CDR como
se describe antes o a la homologia dentro de las FR (o no CDR) de tal regiéon VH, VL, H o L como se establece en
cualquiera de las SEQ ID NOs:19-48 y 52-55. En consecuencia, 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20 o 25 aminoacidos pueden sustituirse en cada una de las FR. Tal variante de sustitucion FR todavia es
capaz de unirse a GM-CSF como se describe en el presente documento.

Los expertos en la técnica pueden identificar facilmente las FR (o no CDR) dentro de las SEQ ID NOs: 19-48 y 52-
55, ya que las SEQ ID NOs: 1-18 y 56 muestran secuencias CDR compuestas en una o mas de las secuencias VH,
VL, H o L mostradas en las SEQ ID NOs: 19-48 y 52-55. A saber, la lista de secuencias proporciona en el
identificador de secuencia <223> la designacién de cada una de las secuencias de aminoacidos. Las designaciones
idénticas indican que estas secuencias de aminodcidos "pertenecen" juntas, lo que significa que un CDR esta
contenido en una region VH, VL, H o L, por ejemplo, las SEQ ID NOs: 16, 17, 18 son secuencias de aminoacidos de
CDR que se encuentran en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO. 19 (ya que todos ellos
estan designados como "5-306").

A modo de ilustracion adicional, si los aminoacidos se sustituyen en uno, o mas, o en todos los CDR o FR de la
cadena pesada y/o ligera, se prefiere que la secuencia "sustituida" obtenida en ese momento sea al menos un 70%,
mas preferiblemente 80%, incluso mas preferiblemente 90%, especial y preferiblemente 95%, mas particularmente,
preferiblemente un 98% o0 99% idéntica con la secuencia "original" CDR o FR. Esto significa que depende de la
longitud del CDR o FR en qué grado sera homdloga con la secuencia "sustituida".

La homologia esta determinada por programas de alineacion de secuencias estandar como el Vector NTI
(InforMax™, Maryland, EE. UU.) o, mas preferiblemente, por el programa BLASTP, preferentemente la version
blastp 2.2.5 (16 de noviembre de 2002; cfr. Altschul, S. F. et al. (1997) Nucl. Acids Res. 25, 3389-3402). El
porcentaje de homologia se basa en la alineacion de todas las secuencias de polipéptidos (matriz: BLOSUM 62;
costes de huecos: 11,1; valor de corte establecido en 10-%) utilizando cualquiera de la secuencia de aminoacidos
CDR, VH, VL, H o L como referencia en una comparacion por pares. Se calcula como el porcentaje de nimeros de
"positivos" (aminoacidos homélogos) indicados como resultado en la salida del programa BLASTP dividido por el
numero total de aminodcidos seleccionados por el programa para la alineacion.

Cuando se utiliza en el presente documento, la homologia de las secuencias de aminoacidos o nucleétidos se puede
utilizar indistintamente con el término "identidad". El término "homologia" que se utiliza en la presente invencion
significa el porcentaje de residuos idénticos en pares —tras la alineacién homoldgica de una secuencia de una
secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleétidos de la presente invencién con una secuencia en cuestion—
con respecto al niumero de residuos en el mayor tramo de estas dos secuencias. Como se describié anteriormente,
los programas para determinar la homologia (o identidad) comparan secuencias alineadas sobre una base de
aminoacidos por amino&cidos, y se pueden establecer en varios niveles de estrigencia para su comparacion (por
ejemplo, aminoacido idéntico, sustitucion conservadora de aminoacidos, etc.). Segun se utiliza el término en este
documento, dos aminodcidos en cuestion se consideran "sustituciones conservadoras" entre si si cada uno
pertenece a la misma clase quimica, es decir, acido, no polar / hidréfobo, polar sin carga y basico. A modo de
ejemplo no limitador, dos aminodacidos diferentes pertenecientes a la clase de aminoacidos no polares se
considerarian "sustituciones conservadoras" entre si, incluso si estos dos aminodacidos no fueran idénticos, mientras
que un aminoacido no polar por un lado y un aminodcido basico por otro no se considerarian "sustituciones
conservadoras” entre si. El Panel 3.1 de "Molecular Biology of the Cell", 42 Edicién (2002), de Alberts, Johnson,
Lewis, Raff, Roberts y Walter agrupa a los aminoacidos en cuatro grupos principales: acido, no polar, polar sin carga
y basico. Dicha agrupacion puede utilizarse para determinar, en el contexto de la presente invencién, si un
aminoacido determinado es o no una sustitucion conservadora de otro aminoacido en cuestién. Los grupos
principales mencionados anteriormente pueden ser subclasificados, por ejemplo, en pequefios aminoacidos no
polares y grandes no polares, grandes aminoacidos aromaticos, etc. La expresion "sustitucion conservadora de
aminoacidos" también indica cualquier sustitucion de aminoacidos por un determinado residuo de aminoacidos,
cuando el residuo sustituto es tan quimicamente similar al del residuo dado que no hay ninguna disminucién
sustancial en los resultados de la funcién polipeptidica (por ejemplo, la unién).

El compuesto neutralizante de GM-CSF se formula tipicamente como una composicion farmacéutica para la
administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica o intradérmica
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a un sujeto, por lo que se prefiere la administracién subcutanea. La composicion farmacéutica de la invencion es una
composicion liquida, especificamente una composicion acuosa.

La concentracién del compuesto neutralizante de GM-CSF en la composicion farmacéutica liquida es de al menos
100 mg/ml, incluso mas preferiblemente entre unos 100 mg/ml y unos 200 mg/ml, tal como aprox. 150 mg/ml.
Cuando la composicién esta destinada a la administracién subcutanea, se pueden utilizar concentraciones mas altas
del compuesto neutralizante de GM-CSF.

Como se sefalé anteriormente, las composiciones comprenden un tampén. Como se utiliza en el presente
documento, el término "tampén" se refiere a una composicion anadida que permite que una formulacién liquida
resista los cambios en el pH. En ciertas realizaciones, el tampdn anadido permite que una formulacion liquida resista
los cambios en el pH mediante la acciéon de sus componentes conjugados acidos y basicos. Ejemplos de tampones
adecuados incluyen, entre otros, un sistema de histidina, acetato o citrato tamponado; en la presente invencion, se
usa la histidina.

La expresién "se une especificamente” o expresiones conexas tales como "union especifica", "se une
especificamente”, "enlazante especifico”, etc., tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la
capacidad del compuesto neutralizante de GM-CSF y, preferiblemente, al anticuerpo (humano) (monoclonal) o su
fragmento funcional para discriminar entre su diana (por ejemplo, GM-CSF o el receptor de GM-CSF) y cualquier
otro antigeno potencial diferente del GM-CSF o del receptor GM-CSF hasta tal punto que, a partir de una pluralidad
de antigenos diferentes como posibles parejas de unién, sélo GM-CSF/el receptor de GM-CSF esta unido, o esta
significativamente unido. En el sentido de la invencién, una diana esté unida "significativamente" cuando, entre una
pluralidad de antigenos diferentes igualmente accesibles como posibles parejas de unién, la diana esta unida al
menos 10 veces, preferiblemente al menos 50 veces, preferiblemente al menos 100 veces o mas frecuentemente
(en un sentido cinético) que cualquier otro antigeno diferente de la diana. Estas mediciones cinéticas se pueden
realizar, por ejemplo, utilizando tecnologia SPR, como un instrumento Biacore. Tal como se utiliza en el presente
documento, las expresiones "se une (especificamente) a" o términos relacionados como "reconoce
(especificamente)", "se dirige a", "interactia (especificamente) con" y "reacciona (especificamente) con" significan,
de acuerdo con esta invencion, que un compuesto neutralizante de GM-CSF (por ejemplo, un anticuerpo) exhibe una
afinidad apreciable por su diana (por ejemplo, GM-CSF o el receptor de GM-CSF) y, generalmente, no presenta
ninguna reactividad significativa con proteinas o antigenos distintos de las dianas antes mencionadas. La "afinidad
apreciable" incluye la union con una afinidad de aproximadamente 10® M (KD) o més fuerte, como 107 M o mas
fuerte. Preferiblemente, la unién se considera especifica cuando la afinidad del enlace es de aproximadamente 10!
a 108 M, preferiblemente de aproximadamente 10-'' a 10 M, mas preferiblemente de aproximadamente 10" a 10-
10 M. Si un compuesto (por ejemplo, un anticuerpo) reacciona especificamente, o se une a una diana, este puede ser
probado facilmente, entre otras cosas, comparando la reaccion de dicho compuesto con su proteina o antigeno
diana con la reaccion de dicho compuesto con proteinas o antigenos distintos de su diana. Preferiblemente, un
compuesto segun la invencion no se une esencialmente o no es capaz de unirse a proteinas o antigenos distintos de
GM-CSF o el receptor de GM-CSF. La expresion "no se une esencialmente" o "no es capaz de unirse" significa que
los compuestos de la presente invencion no muestran reactividad de méas del 30%, preferiblemente méas del 20%,
mas preferiblemente méas del 10%, particularmente preferiblemente mas del 9%, 8%, 7%, 6% 0 5% con proteinas o
antigenos distintos de GM-CSF o el receptor de GM-CSF.

Tal como se utiliza en el presente documento, "neutralizacién”, "neutralizador”, "neutralizante” y las variaciones
gramaticalmente relacionadas con ellos se refieren a la atenuacion parcial o completa de los efectos biologicos de
GM-CSF. Dicha atenuacion parcial o completa de los efectos bioldégicos de GM-CSF es el resultado de la
modificacién, interrupcion y/o derogaciéon de procesos mediados por GM-CSF, como la transduccién de sefales,
como se manifiesta, por ejemplo, en la sefalizacién intracelular, la proliferacion celular o la liberacion de sustancias
solubles, la regulacion positiva o negativa de la activacion del gen intracelular, que da como resultado, por ejemplo,
la expresion de receptores de superficie para ligandos distintos de GM-CSF. Como entienden los expertos en la
técnica, existen multiples modos para determinar si un compuesto, por ejemplo un anticuerpo o un su fragmento
funcional, debe clasificarse como neutralizador. Por ejemplo, esto puede lograrse mediante una prueba in vitro
estandar realizada de la siguiente manera: En un primer experimento de proliferacion, una linea celular, cuyo grado
de proliferacién se sabe que depende de la actividad de GM-CSF, se incuba con una serie de muestras con
diferentes concentraciones de GM-CSF, después de cuya incubacion se mide el grado de proliferacién de la linea
celular. A partir de esta medicién, se determina la concentracion de GM-CSF permitiendo la proliferacion media-
maxima de las células. A continuacién, se realiza un segundo experimento de proliferacién empleando en cada una
de las series de muestras el mismo nimero de células que se utilizaron en el primer experimento de proliferacion, la
concentracién antes determinada de GM-CSF y, en este caso, variando las concentraciones del compuesto
sospechoso de ser un neutralizador de GM-CSF. La proliferacion celular se mide de nuevo para determinar la
concentracién del compuesto analizado que es suficiente para causar la inhibicién del crecimiento medio maximo. Si
el grafico resultante de la inhibicion del crecimiento frente a la concentracion del compuesto analizado es de forma
sigmoidal, lo que resulta en una disminucién de la proliferacion celular con el aumento de la concentracion del
compuesto analizado, entonces se ha realizado cierto grado de inhibicion del crecimiento, es decir, la actividad de
GM-CSF se ha neutralizado en cierta medida. En tal caso, el compuesto en cuestion puede considerarse un
"neutralizador" en el sentido de la presente invencién. Un ejemplo de una linea celular, cuyo grado de proliferacién
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se sabe que depende de la actividad de GM-CSF, es la linea celular TF-1, como se describe en Kitamura, T. et al.
(1989). J Cell Physiol 140, 323-34.

Como entienden los expertos en la técnica, el grado de proliferacion celular no es el Gnico parametro por el cual se
puede establecer la capacidad neutralizadora GM-CSF. Por ejemplo, la medicion del nivel de moléculas de
sefalizacion (por ejemplo, citoquinas), cuyo nivel de secrecién depende de GM-CSF, puede utilizarse para identificar
un presunto compuesto de neutralizador de GM-CSF/inhibidor de GM-CSF).

Otros ejemplos de lineas celulares que se pueden utilizar para determinar si un compuesto en cuestion, tal como un
anticuerpo o un su fragmento funcional, es un neutralizador de la actividad de GM-CSF, incluyen AML-193 (Lange,
B. et al. (1987). Blood 70, 192-9); GF-D8 (Rambaldi, A. et al. (1993). Blood 81, 1376-83); (1990). Experimental
Hematology 18, 1108-11); MO7E (Avanzi, G. C. et al. (1990). Journal of Cellular Physiology 145, 458-64); TALL-103
(Valtieri, M. et al. (1987). Journal of Immunology 138, 4042-50); y UT-7 (Komatsu, N. et al. (1991). Cancer Research
51, 341-8).

Se entiende que la neutralizacién de GM-CSF, en linea con la presente descripcion, puede realizarse fuera de las
células que llevan los receptores de GM-CSF o dentro de dichas células. Por lo tanto, la neutralizacion de GM-CSF
por un compuesto puede ser una inhibiciéon o prevencion de la union de GM-CSF a su receptor especifico o una
inhibicion de la sefal intracelular inducida por una unién de las citoquinas a sus receptores. Un compuesto
neutralizante de GM-CSF puede, por ejemplo, unirse a GM-CSF directamente o al receptor de GM-CSF, interfiriendo
asi en ambos casos con los efectos biol6gicos de GM-CSF.

Como se definié anteriormente, los inhibidores de GM-CSF se pueden seleccionar del grupo que consiste en un
polipéptido, un peptidomimético, una molécula de acido nucleico y una molécula pequefa.

El término "polipéptido”, tal y como se utiliza en este documento, describe un grupo de moléculas que generalmente
consiste en al menos 30 aminoacidos acoplados entre si a través de un enlace peptidico covalente. De acuerdo con
la descripcion, el grupo de polipéptidos comprende "proteinas" que consisten en un solo polipéptido 0 mas de un
polipéptido. El término "polipéptido" también describe fragmentos de proteinas siempre y cuando estos fragmentos
consistan en al menos 30 aminoacidos. Es bien sabido en la técnica que los polipéptidos pueden formar multimeros
tales como dimeros, trimeros y oligdmeros superiores, es decir, que consisten en mas de una molécula
polipeptidica. Estos multimeros también se incluyen en la definicién del término "polipéptido”. Las moléculas
polipeptidicas que forman tales dimeros, trimeros, etc. pueden ser idénticas o no serlo. Las estructuras de orden
superior correspondientes de dichos multimeros son, por lo tanto, denominadas homo- o heterodimeros, homo- o
heterotrimeros, etc. Un ejemplo de heteromultimero es una molécula de anticuerpo, que, en su forma natural,
consiste en dos cadenas de polipéptidos ligeros idénticas y dos cadenas de polipéptidos pesados idénticas. Los
términos "polipéptido" y "proteina" también se refieren a polipéptidos/proteinas modificados naturalmente o no, en
los que la modificacion se realiza, por ejemplo, mediante modificaciones post-traduccionales como la glicosilacion,
acetilacion, fosforilacion, formacion de puentes de disulfuro y similares o por modificaciones quimicas como la
PEgilacion. Tales modificaciones son habituales en la técnica.

La expresion "acido nucleico" o "polinucleétido” define, en el contexto de la invencién, macromoléculas poliméricas
que consisten en multiples unidades de repeticién de acido fosférico, azlicares y bases de purina y pirimidina. Las
realizaciones de estas moléculas incluyen ADN, ARN y ANP. El acido nucleico puede ser monocatenario o
bicatenario, lineal o circular. El acido nucleico, en el contexto de la invencion, es un aptamero. Los aptameros de
acido nucleico son moléculas de ADN o ARN que han sido seleccionadas de grupo aleatorios en funcién de su
capacidad para unirse a otras moléculas. Se han seleccionado aptameros que se unen a &cidos nucleicos,
proteinas, pequefios compuestos organicos e incluso organismos enteros. Consisten en cadenas generalmente
cortas de oligonucledtidos, tipicamente de 50 bases 0 menos.

La expresion "molécula pequena" define un grupo de compuestos farmacéuticos organicos que tienen un peso
molecular de menos de 1000 Daltons, preferiblemente hasta 800 Daltons y, mas preferiblemente, de 300 a 700
Daltons. El limite de peso molecular superior para una molécula pequefia proporciona la posibilidad de que se
difunda rapidamente a través de las membranas celulares para que puedan llegar a sitios intracelulares de accion.
Las moléculas pequefias correspondientes se pueden derivar de una biblioteca de péptidos al menos parcialmente
aleatorizada. Las bibliotecas de moléculas pequenas adecuadas segun la presente invencién son habituales en la
técnica y/o se pueden comprar a distribuidores comerciales.

El término "peptidomimético” describe una pequefia cadena tipo proteica disefiada para imitar a péptidos. Este tipo
de moléculas se deriva artificialmente mediante la modificacion de un péptido existente con el fin de alterar las
propiedades de la molécula. Por ejemplo, el péptido principal existente se modifica para cambiar la estabilidad o la
actividad biol6gica de la molécula. Estas modificaciones comprenden la alteracién de la estructura y la incorporacién
de aminod&cidos no naturales.

La expresion "receptor de GM-CSF" se refiere al receptor fisioldgico de la superficie celular de GM-CSF, que se
describe en la técnica como un heterémero de una cadena alfa (CD116) y una subunidad beta comun (beta-c).
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Una realizaciéon preferida de un polipéptido neutralizante es un anticuerpo o sus fragmentos funcionales, mas
preferiblemente un anticuerpo humano o sus fragmentos funcionales. Las técnicas para la produccién de anticuerpos
son habituales en la técnica y se describen, por ejemplo, en Harlow y Lane "Antibodies, A Laboratory Manual", Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1988 y Harlow y Lane "Using Antibodies: A Laboratory Manual" Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1999.

La definicién del término "anticuerpo" incluye realizaciones tales como anticuerpos monoclonales, quiméricos, de
cadena sencilla, humanizados y humanos. Ademas de los anticuerpos de longitud completa, la definicion también
incluye derivados de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, como, entre otros, fragmentos de Fab. Los
fragmentos de anticuerpos o derivados comprenden ademds F(ab’)2, Fv, fragmentos de scFv o anticuerpos de
dominio Unico, como los anticuerpos de dominio o los nanocuerpos, anticuerpos de dominio variable Unico o de
dominio variable Unico de inmunoglobulina que comprenden un solo dominio variable, que podria ser VHH, VH o VL,
que se unen especificamente a un antigeno o epitopo, independientemente de otras regiones o dominios V; véase,
por ejemplo, Harlow y Lane (1988) y (1999), loc. cit.; Kontermann y Dibel, Antibody Engineering, Springer, 22 ed.
2010 y Little, Recombinant Antibodies for Immunotherapy, Cambridge University Press 2009. Dicho término también
incluye diacuerpos o anticuerpos de reorientacion de doble afinidad (DART). Se prevén mas diacuerpos
monocatenario (biespecificos), diacuerpos en tandem (Tandab), "minicuerpos” ejemplificados por una estructura que
es la siguiente: (VH-VL-CH3)2, (scFv-CH3)2 o (scFv-CH3-scFv)2, "Fc DART" e "IgG DART", multicuerpos como
triacuerpos. Los dominios variables Unicos de inmunoglobulina abarcan no sélo un polipéptido de dominio variable
Unico de anticuerpos aislado, sino también polipéptidos mas grandes que comprenden uno 0 mas monémeros de
una secuencia de polipéptidos de dominio variable Unico de anticuerpos.

Ademas, el término "anticuerpo”, tal como se emplea en el presente documento, también se refiere a derivados o
variantes de los anticuerpos descritos en el presente documento que muestran la misma especificidad que los
anticuerpos descritos. Ejemplos de "variantes de anticuerpos" incluyen variantes humanizadas de anticuerpos no
humanos, anticuerpos "maturados de afinidad" (véase, por ejemplo, Hawkins et al. J. Mol. 254, 889-896 (1992) y
Lowman et al., Biochemistry 30, 10832-10837 (1991)) y mutantes de anticuerpos con funciones efectoras alteradas
(véase, por ejemplo, U.S. Pat. No 5.648.260, Kontermann y Diibel (2010), loc. cit. y Little (2009), loc. cit.).

El término "anticuerpo” también comprende inmunoglobulinas (lg) de diferentes clases (es decir, IgA, IgG, IgM, IgD e
IgE) y subclases (como IgG1, IgG2, etc.). Los derivados de los anticuerpos, que también entran en la definicién del
término anticuerpo en el significado de la invencion, incluyen modificaciones de moléculas tales como, por ejemplo,
glicosilacion, acetilacion, fosforilacién, formacion de enlace de disulfuro, farnesilacién, hidroxilacion, metilacion o
esterificacion.

Un fragmento funcional de un anticuerpo incluye el dominio de un fragmento F(ab’)2, un fragmento Fab, scFv o
construcciones que comprenden dominios variables de inmunoglobulina Unicos o polipéptidos de anticuerpos de
dominio Unico, por ejemplo, dominios variables de cadena pesada Unica o dominios variables de cadena ligera
Unica, asi como otros fragmentos de anticuerpos como se describe en el presente documento. El F(ab’)2 o Fab
puede ser disefiado para minimizar o eliminar completamente las interacciones de disulfuro intermoleculares que se
producen entre los dominios Cx1y CL.

La expresién "anticuerpo humano”, tal como se utiliza en el presente documento, debe entenderse en el sentido de
que el anticuerpo o su fragmento funcional, comprende una o varias secuencias de aminoacidos contenidas en el
repertorio humano de anticuerpos germinales. Por lo tanto, a los efectos de la definicion en el presente documento,
un anticuerpo, o su fragmento, puede considerarse humano si consiste en dicha o dichas secuencias de
aminoacidos germinales humanos, es decir, si las secuencias de amino&cidos del anticuerpo en cuestién o sus
fragmentos funcionales son idénticas a la secuencia 0 secuencias de aminoacidos germinales humanas. Un
anticuerpo o su fragmento funcional también puede considerarse humano si consiste en una o varias secuencias
que se desvian de su secuencia o0 secuencias germinales humanas mas cercanas en no mas de lo que se esperaria
debido a la impresion de la hipermutacién somatica. Ademas, los anticuerpos de muchos mamiferos no humanos,
por ejemplo roedores como los ratones y las ratas, comprenden secuencias de aminoacidos VH CDR3 que se puede
esperar que existan en el repertorio de anticuerpos humanos expresado también. Cualquier secuencia o secuencias
de origen humano o no humano que puedan esperarse que existan en el repertorio humano expresado también se
consideraran "humanas" a los efectos de la presente invencion. Por lo tanto, la expresion "anticuerpo humano”
incluye anticuerpos que tienen regiones variables y constantes que corresponden sustancialmente a las secuencias
de inmunoglobulina germinal humanas conocidas en la técnica, incluidas, por ejemplo, las descritas por Kabat et al.
(véase Kabat et al. (1991) loc. cit.). Los anticuerpos humanos de la invencion pueden incluir residuos de
aminodcidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulina germinal humana (por ejemplo, mutaciones
introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacion somatica in vivo), por ejemplo en
los CDR vy, en particular, en el CDR3. El anticuerpo humano puede tener al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o
mas posiciones reemplazadas por un residuo de aminoacidos que no esté codificado por la secuencia de
inmunoglobulina germinal humana.

Los anticuerpos humanos o sus fragmentos funcionales de la invencién son monoclonales. Es particularmente dificil
preparar anticuerpos humanos que sean monoclonales. A diferencia de las fusiones de células B murinas con lineas
celulares inmortalizadas, las fusiones de células B humanas con lineas celulares inmortalizadas no son viables. Por
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lo tanto, los anticuerpos monoclonales humanos son el resultado de la superacion de obstaculos técnicos
significativos, generalmente conocidos, que existen en el campo de la tecnologia de anticuerpos. La naturaleza
monoclonal de los anticuerpos los hace especialmente adecuados para su uso como agentes terapéuticos, ya que
dichos anticuerpos existiran como una Unica especie molecular homogénea que puede ser bien caracterizada y
reproduciblemente fabricada y purificada. Estos factores dan lugar a productos cuyas actividades biolégicas pueden
predecirse con un alto nivel de precisidn, muy importante si estas moléculas van a obtener la aprobacion
reglamentaria para la administracion terapéutica en seres humanos. La expresién "anticuerpo monoclonal”, tal como
se utiliza en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que componen la poblaciéon son idénticos,
excepto por posibles mutaciones naturales y/o modificaciones posteriores a la traduccion (por ejemplo,
isomerizaciones, amidaciones) que puedan estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales
son muy especificos y se dirigen contra un Unico sitio antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones
convencionales de anticuerpos (policlonales), que normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico determinante en el
antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos porque son sintetizados por el
cultivo del hibridoma y no estan contaminados por otras inmunoglobulinas. El modificador "monoclonal” indica el
caracter del anticuerpo segun es obtenido de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe
interpretarse como que requiere la produccién del anticuerpo por ningin método en particular. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales que se utilizaran de acuerdo con la presente invencion pueden ser fabricados por el
método de hibridoma descrito primero por Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden hacerse por métodos de
ADN recombinante (véase, por ejemplo, U.S. Pat. No 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" también pueden
aislarse de las bibliotecas de anticuerpos de fagos utilizando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352:
624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), por ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales o los correspondientes fragmentos funcionales de la invencién son anticuerpos
humanos o los fragmentos funcionales correspondientes. Al contemplar agentes de anticuerpos destinados a la
administracion terapéutica a los seres humanos, es muy ventajoso que los anticuerpos sean de origen humano.
Después de la administracion a un paciente humano, el anticuerpo humano o su fragmento funcional muy
probablemente no provocara una fuerte respuesta inmunogénica por el sistema inmunitario del paciente, es decir, no
sera reconocido como una proteina ajena como es una proteina no humana. Esto significa que no se generaran
anticuerpos frente al huésped, es decir, del paciente contra el anticuerpo terapéutico que de otro modo bloquearia la
actividad del anticuerpo terapéutico y/o aceleraria la eliminacion del anticuerpo terapéutico del cuerpo del paciente,
evitando asi que se pueda ejercer el efecto terapéutico deseado.

El anticuerpo monoclonal humano o su fragmento funcional que se va a utilizar con fines farmacéuticos presenta
reactividad entre la especie humana y, al menos, una especie de mono. También se prefiere la misma reactividad
entre especies cruzadas para todos los demas compuestos neutralizadores/inhibidores derivados de anticuerpos o
no anticuerpos de GM-CSF.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo IgG. Un isotipo IgG comprende no sélo las regiones de anticuerpos variables
de las cadenas pesadas y ligeras responsables del reconocimiento y union de antigenos altamente discriminatorios,
sino también las regiones constantes de las cadenas de polipéptidos de anticuerpos pesados y ligeros normalmente
presentes en anticuerpos producidos "naturalmente” y, en algunos casos, incluso modificaciones en uno o mas sitios
con carbohidratos. Esta glicosilacion es generalmente un sello distintivo del formato IgG, y se encuentra en las
regiones constantes que comprenden la llamada regién Fc de un anticuerpo completo que se sabe que provoca
varias funciones efectoras in vivo. Ademas, la region fc media la unién de IgG al receptor Fc, asi como facilita el
desplazamiento del IgG a lugares con mayor presencia del receptor Fc, por ejemplo, hacia tejidos inflamados.
Ventajosamente, el anticuerpo IgG es un anticuerpo IgG1 o un anticuerpo IgG4, formatos que son preferidos ya que
su mecanismo de accidn in vivo esta particularmente bien comprendido y caracterizado. Este es especialmente el
caso de los anticuerpos IgG1.

El fragmento funcional del anticuerpo puede ser preferiblemente un scFv, un anticuerpo de dominio Unico, un Fv, un
anticuerpo VHH, un diacuerpo, un diacuerpo en tdndem, un Fab, un Fab’ o un F(ab’)2. Estos formatos generalmente
pueden dividirse en dos subclases, a saber, las que consisten en una sola cadena de polipéptidos, y las que
comprenden al menos dos cadenas de polipéptidos. Los miembros de la subclase anterior incluyen un scFv (que
comprende una regién VH y una regiéon VL unida en una sola cadena de polipéptidos a través de un enlazante
polipeptidico); un anticuerpo de dominio Unico (que comprende una Unica region variable de anticuerpos) como un
anticuerpo VHH (que comprende una sola region VH). Los miembros de esta Ultima subclase incluyen un Fv (que
comprende una regién VH y una regién VL como cadenas de polipéptidos separadas que no estan asociadas
covalentemente entre si); un diacuerpo (que comprende dos cadenas de polipéptidos no asociadas covalentemente,
cada una de las cuales comprende dos regiones variables de anticuerpos —normalmente una VH y una VL por
cadena de polipéptidos—, las dos cadenas de polipéptidos dispuestas en una conformacién de cabeza a cola de
modo que se produce una molécula de anticuerpos bivalente); un diacuerpo en tdndem (anticuerpos Fv biespecificos
de una sola cadena que comprenden cuatro regiones de inmunoglobulina ligada covalentemente —VH y VL— de
dos especificidades diferentes, formando un homodimero que es dos veces mas grande que el diacuerpo descrito
anteriormente); un Fab (que comprende como una cadena de polipéptidos toda una cadena de anticuerpos, que
comprende una regioén VL y toda la regién constante de la cadena ligera y, como otra cadena de polipéptidos, una
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parte de una cadena pesada de anticuerpos que comprende una regién completa de VH y parte de la regién
constante de la cadena pesada, estando conectadas intermolecularmente dichas dos cadenas de polipéptidos a
través de un enlace intercatenario de disulfuro); un Fab’ (como un Fab, anterior, excepto con enlaces de disulfuro
reducidos adicionales compuestos en la cadena pesada de anticuerpos); y un F(ab)2 (que comprende dos moléculas
de Fab’, estando unida cada molécula de Fab’ a la otra molécula de Fab’ respectiva a través de enlaces de disulfuro
entre cadenas). En general, los fragmentos funcionales de anticuerpos del tipo descrito anteriormente permiten una
gran flexibilidad en la configuracion, por ejemplo, las propiedades farmacocinéticas de un anticuerpo deseado para
la administracién terapéutica a las exigencias particulares a mano. Por ejemplo, puede ser deseable reducir el
tamano del anticuerpo administrado con el fin de aumentar el grado de penetracion al tejido al tratar tejidos que se
sabe que estan mal vascularizados (por ejemplo, las articulaciones). En algunas circunstancias, también puede ser
deseable aumentar la velocidad a la que se elimina el anticuerpo terapéutico del cuerpo, siendo dicha tasa
generalmente acelerable al disminuir el tamano del anticuerpo administrado. Un fragmento de anticuerpo se define
como un fragmento de anticuerpo funcional en el contexto de la invencién, siempre y cuando el fragmento mantenga
las caracteristicas de unién especificas para el epitopo/diana del anticuerpo principal, es decir, siempre y cuando se
adhiera especificamente a GM-CSF o al receptor GM-CSF.

Segun una nueva realizacion de la invencion, dicho anticuerpo o fragmento funcional de la misma puede estar
presente en formas monovalentes monoespecificas; multivalentes monoespecificas, en particular monoespecificas
bivalentes; o multivalentes multiespecificas, en particular bivalentes biespecificas. En general, un anticuerpo
monoespecifico multivalente, en particular bivalente monoespecifico como un IgG humano completo, como se
describe en el presente documento anteriormente puede traer consigo la ventaja terapéutica de que la neutralizacién
realizada por dicho anticuerpo se potencia por efectos de avidez, es decir, la unién por el mismo anticuerpo a
multiples moléculas del mismo antigeno, el propio GM-CSF o el receptor de GM-CSF. Se han descrito anteriormente
varias formas monovalentes monoespecificas de fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, un scFv, un Fv, un VHH o
un solo anticuerpo de dominio). Las formas multivalentes multiespecificas, en particular las biespecificas bivalentes
de un anticuerpo, pueden incluir una IgG completa en la que un brazo de unién se une al GM-CSF/receptor de GM-
CSF del primate, mientras que el otro brazo de unioén se une a otro antigeno distinto del GM-CSF/receptor de GM-
CSF. Otra forma multivalente mulespecifica, en particular, bivalente biespecifica puede ser ventajosamente un
anticuerpo biespecifico monocatenario humano, es decir, una construccion de anticuerpo humano recombinante que
comprenda dos entidades scFv como se ha descrito anteriormente, conectadas en una cadena de polipéptidos
contiguos por un espaciador de polipéptido interpuesto corto como se conoce generalmente en la técnica (véase por
ejemplo el documento WO 99/54440 para un anticuerpo monocatenario bi-especifico anti-CD19 x anti-CD3). En este
caso, una porcion de scFv del anticuerpo monocatenario biespecifico compuesto dentro del anticuerpo biespecifico
monocatenario se unira especificamente al receptor GM-CSF/GM-CSF como se ha establecido anteriormente,
mientras que la otra porcion respectiva de scFv de este anticuerpo monocatenario biespecifico se unird a otro
antigeno determinado que tenga beneficio terapéutico.

Segun una realizacion mas, los anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos pueden derivarse, por ejemplo
con un polimero organico, por ejemplo con una o mas moléculas de polietilenglicol ("PEG") y/o polivinil pirrolidona
("PVP"). Como se conoce en la técnica, dicha derivatizacién puede ser ventajosa en la modulacién de las
propiedades farmacodinamicas de los anticuerpos o sus fragmentos funcionales. Especialmente preferidos son las
moléculas de PEG derivatizadas como PEG-maleimida, permitiendo la conjugacién con el anticuerpo o su fragmento
funcional de una manera especifica al sitio a través del grupo sulfhidrilo de un aminoéacido de cisteina. De ellos, son
especialmente preferidos PEG-maleimida de 20 kD y/o 40 kD, ya sea en forma ramificada o en cadena lineal. Puede
ser especialmente ventajoso aumentar el peso molecular efectivo de fragmentos de anticuerpos humanos mas
pequeiios anti-GM-CSF, tales como los fragmentos de scFv mediante el acoplamiento de este Gltimo a una o mas
moléculas de PEG, especialmente PEG-maleimida.

Los anticuerpos descritos en este documento también incluyen anticuerpos "quiméricos" (inmunoglobulinas) en los
que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a las secuencias correspondientes en los
anticuerpos derivados de una especie en particular o pertenecientes a una clase o subclase de anticuerpos
particular, mientras que el resto de la cadena o cadenas son idénticas u homologas con respecto a las secuencias
correspondientes en los anticuerpos derivados de otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de
anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre y cuando muestren la actividad biol6gica deseada
(U.S. Pat. No. 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). Los anticuerpos
quiméricos de interés en este caso incluyen anticuerpos "primitizados" que comprenden secuencias de unién de
antigenos de dominio variable derivadas de un primate no humano (por ejemplo, Mono del Viejo Mundo, simio, etc.)
y secuencias de regiones constantes humanas.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (p. €j., murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas
de inmunoglobulinas o sus fragmentos (como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 u otras subsecuencias de antigenos de
anticuerpos) de secuencias humanas en su mayoria, que contienen una secuencia minima derivada de la
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpos receptores) en las que los residuos de una region hipervariable (también CDR) del receptor se
sustituyen por residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo del donante) como el
raton, la rata o el conejo que tienen la especificidad, la afinidad y la capacidad deseadas. En algunos casos, los
residuos de la inmunoglobulina humana de la regién marco de Fv (FR) se sustituyen por los residuos no humanos

15



10

15

20

25

30

35

ES 2794 449 T3

correspondientes. Ademas, los "anticuerpos humanizados”, tal y como se utilizan en el presente documento también
pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo del receptor ni en el anticuerpo del donante.
Estas modificaciones se realizan para perfeccionar y optimizar aiun mas el rendimiento de los anticuerpos. El
anticuerpo humanizado de manera éptima también comprendera al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véase Jones et al., Nature,
321: 522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596
(1992).

Tal y como se utiliza en el presente documento, la numeracion de los residuos de aminodcidos o las posiciones del
GM-CSF humano y de primate no humano se refiere a la de GM-CSF maduro, es decir, GM-CSF sin su secuencia
sefal de 17 aminoacidos (la longitud total de GM-CSF madura en las especies de humanos y primates no humanos
descritas anteriormente es de 127 aminoéacidos). La secuencia de GM-CSF humana y GM-CSF de gib6n es la
siguiente:

SEQ ID NO: 49

APARSPSPST QPWEHVNAIQ EARRLLNLSR DTAAEMNETV EVISEMFDLQ
EPTCLQTRLE LYKQGLRGSL TKLKGPLTMM ASHYKQHCPP TPETSCATQI
ITFESFKENL KDFLLVIPFD CWEPVQE

La secuencia de GM-CSF en ciertos miembros de la familia de monos macaca como, por ejemplo, el mono Rhesus y
el mono Cynomolgus es la siguiente:

SEQ ID NO: 50

APARSPSPGT QPWEHVNAIQ EARRLLNLSR DTAAEMNKTY EVVSEMFDLQ
EPSCLQTRLE LYKQGLQGSL TKLKGPLTMM ASHYKQHCPP TPETSCATQI
ITFQSFKENL KDFLLVIPFD CWEPVQE

La secuencia de GM-CSF humana también se muestra en SEQ ID NO.57. La de GM-CSF de gib6n también se
muestra en SEQ ID NO. 58:

APARSFSPST QPWEHVNAIQ EARRLLNLSR  DTAAEMNETV ~ EVISEMFDLQ
EPTCLQTRLE LYKQGLRGSL  TKLKGPLTMM  ASHYKQHCPP TPETSCATQI

ITFESFKENL KDFLLVIPFD CWEPVQE
(SEQ ID NO.57 y 58)

La secuencia de GM-CSF en ciertos miembros de la familia de monos macaca como, por ejemplo, el mono Rhesus
(SEQ ID NO.59) y el mono Cynomolgus (SEQ ID NO.60) también es la siguiente:

APARSPSPGT QPWEHVNATQ FEARRLLNZLSR DTAAEMNKTV  EVVSEMFDLQ
EPSCLQTRLE LYKQGLQGSL  TKLKGPLTMM ASHYKQHCPP  TPETSCATQI

ITFQSFKENL KDFLLVIPFD CWEPVQE
(SEQ ID NO. 59 y 60)

El epitopo minimo, ventajosamente un epitopo discontinuo como se describe en el presente documento, unido por el
anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo monoclonal humano (o su fragmento funcional) se indica en la secuencia
o secuencias de GM-CSF que se muestra més arriba en negrita.

El anticuerpo monoclonal humano neutralizante de GM-CSF o su fragmento funcional, que se une a GM-CSF, se
une asimismo a un epitopo de GM-CSF que comprende preferiblemente los aminoacidos 23-27 (RRLLN) y/o los
aminodcidos 65-77 (GLR/QGSLTKLKGPL). Estos tramos de la secuencia de aminoacidos estan indicados en la
secuencia GM-CSF anterior en negrita. El término "epitopo" se refiere a un sitio en un antigeno o una diana (por
ejemplo, GM-CSF) al que un compuesto, tal como un anticuerpo o su fragmento funcional, se une especificamente.
Dicha union/interaccion también se entiende que define a un "reconocimiento especifico". Los "epitopos" pueden
formarse tanto por aminoacidos contiguos como por aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por el plegado terciario
de una proteina. Un "epitopo lineal" es un epitopo en el que una secuencia primaria de aminoacidos comprende el
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epitopo reconocido. Un epitopo lineal normalmente incluye al menos 3, o al menos 4 y, mas generalmente, al menos
5, o al menos 6, o al menos 7, por ejemplo, de aproximadamente 8 a aproximadamente 10 aminoacidos o mas en
una secuencia Unica. En el contexto de la presente invencion, se prefiere que el epitopo GM-CSF sea un epitopo
discontinuo. En caso de que el anticuerpo se una a ambos tramos de secuencia 23-27 y 65-77, el epitopo puede ser
llamado "discontinuo". En la estructura secundaria de GM-CSF humano, los aminoacidos 15-35 estan situados en la
hélice A, mientras que los residuos correspondientes a las posiciones 65-77 forman parte de una estructura de bucle
situada entre las hélices C y D. Un modelo tridimensional de plegado de la molécula revela una proximidad estérica
cercana de estos sitios con respecto a los demés (véase también el documento WO 2006/111353). Tal y como se
utiliza en el presente documento, la expresién "epitopo discontinuo" debe entenderse como al menos dos tramos de
secuencia de aminoacidos no adyacentes dentro de una cadena de polipéptidos dada, en este caso GM-CSF
maduros humanos y primates no humano, que estan enlazados simultanea y especificamente por un anticuerpo.
Segun esta definicion, dicha unién especifica simultanea puede ser del polipéptido GM-CSF en forma lineal. En este
caso, se puede imaginar el polipéptido GM-CSF maduro formando un bucle extendido, en una regién de la cual las
dos secuencias indicadas en negrita por encima se alinean, por ejemplo, mas o menos en paralelo y en proximidad
unas de otras. En este estado, estan especifica y simultaneamente unidas por el fragmento de anticuerpos. Segun
esta definicion, la unidn especifica simultdnea de los dos tramos secuenciales de GM-CSF maduro indicado
anteriormente también puede adoptar la forma de una unién de anticuerpos a un epitopo conformacional. En este
caso, GM-CSF maduro ya tiene formada su conformacion terciaria como normalmente existe in vivo. En esta
conformacion terciaria, la cadena de polipéptido de GM-CSF madura se pliega de tal manera que se acercan los dos
tramos de secuencia indicados anteriormente, por ejemplo en la superficie exterior de una region particular de GM-
CSF maduro y plegado, donde luego son reconocidos en virtud de su conformacion tridimensional en el contexto de
las secuencias de polipéptidos circundantes.

En otra realizacién mas preferida, el epitopo anterior o el epitopo discontinuo anterior de GM-CSF comprende
ademas:

» amino&cidos 28-31 (LSRD), en cursiva en las secuencias anteriores de GM-CSF humano y primate no
humano;

e aminoacidos 32-33 (TA), subrayados en las secuencias anteriores de GM-CSF humano y primate no
humano; y/o

e aminoacidos 21-22 (EA), subrayados en las secuencias anteriores de GM-CSF humano y primate no
humano.

Los anticuerpos anti-GM-CSF monoclonales humanos preferidos o sus fragmentos funcionales son los que se
describen especificamente en el documento W02006/111353 bajo las SEQ ID Nos: 1 a 48 y 52 a 56, que
representan secuencias de aminoacidos de regiones determinantes de complementariedad de las cadenas pesadas
y ligeras (CDR) 1-3, asi como regiones variables de cadenas pesadas y ligeras y cadenas de longitud completa.

Especialmente preferidos son los anticuerpos anti-GM-CSF o sus fragmentos funcionales que comprenden una
secuencia CDR1 de la region variable de cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia
CDR2 de la region variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 15y una secuencia CDRS3 de la
regién variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 1; o que comprende una secuencia CDR1
de la region variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region
variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDRS3 de la regién variable de
la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 2; o que comprende una secuencia CDR1 de la regién variable
de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region variable de la cadena
pesada como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDR3 de la regién variable de la cadena pesada
como se establece en SEQ ID NO. 3; o que comprende una secuencia CDR1 de la region variable de la cadena
pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region variable de la cadena pesada
como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDR3 de la region variable de la cadena pesada como se
establece en SEQ ID NO. 4; o que comprende una secuencia CDR1 de la regién variable de la cadena pesada como
se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region variable de la cadena pesada como se establece
en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDRS3 de la regién variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID
NO. 5; o que comprende una secuencia CDR1 de la region variable de la cadena pesada como se establece en SEQ
ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 15y
una secuencia CDR3 de la regién variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 6; o que
comprende una secuencia CDR1 de la regién variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14,
una secuencia CDR2 de la regi6n variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 15 y una
secuencia CDR3 de la regién variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 7; o que comprende
una secuencia CDR1 de la region variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una
secuencia CDR2 de la region variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia
CDR3 de la regién variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 8; o que comprende una
secuencia CDR1 de la region variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia
CDR2 de la region variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDRS3 de la
regién variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 9; o que comprende una secuencia CDR1
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de la regién variable de cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region
variable de la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDRS3 de la region variable de
la cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 10; o que comprende una secuencia CDR1 de la region
variable de cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region variable de la
cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDRS3 de la regidn variable de la cadena
pesada como se establece en SEQ ID NO. 11; o que comprende una secuencia CDR1 de la regién variable de
cadena pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la regi6n variable de la cadena
pesada como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDR3 de la region variable de la cadena pesada
como se establece en SEQ ID NO. 12; o que comprende una secuencia CDR1 de la region variable de cadena
pesada como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region variable de la cadena pesada
como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDR3 de la regién variable de la cadena pesada como se
establece en SEQ ID NO. 13; o que comprende una secuencia CDR1 de la region variable de la cadena pesada
como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la regién variable de la cadena pesada como se
establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDR3 de la region variable de la cadena pesada como se establece
en SEQ ID NO. 56.

Aun mas preferido, cualquiera de las 14 combinaciones anteriores de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena pesada existe en un anticuerpo o su fragmento funcional que comprende ademas en su region variable de
cadena ligera un CDR1 que comprende la secuencia de aminoécidos establecida en SEQ ID NO. 16, un CDR2 que
comprende la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID NO. 17, y un CDR3 que comprende la secuencia de
amino&cidos establecida en SEQ ID NO. 18.

Un anticuerpo anti-GM-CSF especialmente preferido o su fragmento funcional comprende una secuencia CDR1 de
la regién variable de cadena pesada, tal como se establece en SEQ ID NO. 14, una secuencia CDR2 de la region
variable de cadena pesada, tal como se establece en SEQ ID NO. 15 y una secuencia CDR3 de la regién variable de
la cadena pesada, tal como se establece en SEQ ID NO. 2 y comprende ademas en su region variable de cadena
ligera un CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO. 16, un CDR2 que
comprende la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID NO. 17, y un CDR3 que comprende la secuencia de
aminodcidos establecida en SEQ ID NO. 18. Este anticuerpo anti-GM-CSF es el compuesto mas preferido para
neutralizar GM-CSF y también se describe en el documento WO 2006/111353.

El anticuerpo anti-GM-CSF o su fragmento funcional comprende en su region variable de cadena ligera una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 19. Se describe un anticuerpo o su fragmento
funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en
SEQ ID NO. 19 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 20; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 19 y una regién variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoécidos como se establece en SEQ ID NO. 21; o un anticuerpo o su
fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo
establecido en SEQ ID NO. 19 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 22; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 19 y una regién
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 23; o
un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 19 y una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 24; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID
NO. 19 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece
en SEQ ID NO. 25; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 19 y una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 26; o un anticuerpo o su fragmento
funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en
SEQ ID NO. 19 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 27; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 19 y una regién variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 28; o un anticuerpo o su
fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo
establecido en SEQ ID NO. 19 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 29; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminogcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 19 y una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 30; o
un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 19 y una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 31; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID
NO. 19 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece
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en SEQ ID NO. 32; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 19 y una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 33; o un anticuerpo o su fragmento
funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en
SEQ ID NO. 19 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 52; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 19 y una region variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 53.

El anticuerpo anti-GM-CSF o su fragmento funcional descrito en este documento puede comprender en su region
variable de cadena ligera una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 54. También se
describe un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 54 y una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 20; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID
NO. 54 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece
en SEQ ID NO. 21; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 54 y una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de amino4cidos como se establece en SEQ ID NO. 22; o un anticuerpo o su fragmento
funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en
SEQ ID NO. 54 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 23; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 54 y una regién variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 24; o un anticuerpo o su
fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo
establecido en SEQ ID NO. 54 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 25; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 54 y una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 26; o
un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 54 y una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 27; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la
regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID
NO. 54 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece
en SEQ ID NO. 28; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 54 y una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 29; o un anticuerpo o su fragmento
funcional, la regi6n variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en
SEQ ID NO. 54 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 30; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 54 y una regién variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoécidos como se establece en SEQ ID NO. 31; o un anticuerpo o su
fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo
establecido en SEQ ID NO. 54 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 32; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 54 y una regién
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 33; o
un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 54 y una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 52; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la
regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO.
54 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en
SEQ ID NO. 58.

El anticuerpo anti-GM-CSF o su fragmento funcional descrito en este documento puede comprender en su region
variable de cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 55. También se
describe un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 55 y una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 20; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la
regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID
NO. 55 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece
en SEQ ID NO. 21; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 55 y una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 22; o un anticuerpo o su fragmento
funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en
SEQ ID NO. 55 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se
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establece en SEQ ID NO. 23; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 55 y una regién variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 24; o un anticuerpo o su
fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo
establecido en SEQ ID NO. 55 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 25; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de amino&cidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 55 y una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 26; o
un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 55 y una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 27; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID
NO. 55 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece
en SEQ ID NO. 28; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 55 y una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 29; o un anticuerpo o su fragmento
funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en
SEQ ID NO. 55 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 30; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 55 y una regién variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 31; o un anticuerpo o su
fragmento funcional, la regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos segun lo
establecido en SEQ ID NO. 55 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 32; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 55 y una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 33; o
un anticuerpo o su fragmento funcional, la region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos segun lo establecido en SEQ ID NO. 55 y una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 52; o un anticuerpo o su fragmento funcional, la
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO.
55 y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en
SEQ ID NO. 53.

El anticuerpo anti-GM-CSF o su fragmento funcional de la invencién comprende en su region variable de cadena
ligera un CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 16, un CDR2 que
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 17 y un CDR3 que comprende una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 18 y comprende en su region variable de cadena
pesada un CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 14, un CDR2 que comprende una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 15 y un CDR3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seguln lo establecido en cualquiera de las SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13 0 56.

También se describe un anticuerpo que comprende ademds en su cadena ligera una secuencia de aminoacidos
como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de aminoacidos como se establece en
SEQ ID NO. 35; o en su cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su
cadena pesada una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 36; o en su cadena ligera una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de
aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 37; o en su cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID
NO. 38; o en su cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena
pesada una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 39; o en su cadena ligera una secuencia
de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de aminocidos como
se establece en SEQ ID NO. 40; o en su cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID
NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 41; o en su
cadena ligera una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 42; o en su cadena ligera una secuencia de
aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 43; o en su cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID
NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 44; o en su
cadena ligera una secuencia de aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una
secuencia de amino&cidos como se establece en SEQ ID NO. 45; o en su cadena ligera una secuencia de
aminodcidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO. 46; o en su cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID
NO. 34 y en su cadena pesada una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 47; o en su
cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su cadena pesada una
secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 48. También se describe el anticuerpo anti-GM-CSF
que comprende en su cadena ligera una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO. 34 y en su
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cadena pesada una secuencia de aminocidos como se establece en SEQ ID NO. 35 y también se describe en el
documento WO 2006/111353.

Las moléculas de anticuerpos monoclonales humanos y/o los fragmentos funcionales de la invencién son
especialmente ventajosos como neutralizadores de la actividad de GM-CSF humano. Los anticuerpos o sus
fragmentos funcionales de acuerdo con estas realizaciones especialmente preferidas son muy ventajosos por varias
razones.

En primer lugar, reconocen el GM-CSF humano con alta especificidad. Es decir, de una mezcla de GM-CSF humano
con otros factores estimulantes de colonias humanos, las moléculas de union segun estas realizaciones son
altamente discriminantes para el GM-CSF humano, mientras que los otros factores estimulantes de colonias en el
mismo ambiente no se reconocen. Esto significa que se espera que un anticuerpo o su fragmento funcional de
acuerdo con estas realizaciones, cuando se administre a un ser humano, se una especificamente y neutralice sélo la
diana deseada, mientras que otras dianas no deseadas no estaran ni unidas ni seran neutralizadas. En ultima
instancia, esto conduce a un alto grado de previsibilidad con respecto al modo terapéutico de accion in vivo.

En segundo lugar, los aglutinantes de acuerdo con estas realizaciones se unen a GM-CSF de primates y humanos
con afinidad apreciable. La "afinidad apreciable" incluye la unién con una afinidad de aproximadamente 10¢M (KD) o
mas fuerte. Preferiblemente, la unién se considera apreciable (o alta o especifica) cuando la afinidad de unidn es de
aproximadamente 102 a 108 M, 10" a 10° M, de 10'2 a 10" M, de 10" a 10® M, preferiblemente de
aproximadamente 10" a 10-°° M. Por lo que un aglutinante de la invencion tiene preferiblemente una Kp dentro de
ese intervalo. Dado que se han observado valores de Kb de aproximadamente 4 x 10°° M hasta tan bajos como
aproximadamente 0,04 x 10° M, este ltimo correspondiente a unos 40 pM, para las moléculas de anticuerpos
descritas en el presente documento, se prefiere que las moléculas de anticuerpos de la invencién tengan una Ko
dentro de ese intervalo. Sin embargo, también se prefiere que las moléculas de anticuerpos de la invencién tengan
una Ko como se describe anteriormente. Dado que la constante cinética de asociacion de tales moléculas en medios
acuosos esta controlada en gran medida por la difusién y, por lo tanto, no se puede mejorar mas alla de lo que las
condiciones de difusion locales permitiran en condiciones fisioldgicas, la baja Ko surge principalmente como
resultado de la constante cinética de disociacion, kott, que para el aglutinante de anticuerpos de afinidad mas alta es
de aproximadamente 10 s-'. Esto significa que, una vez que se forma el complejo entre un anticuerpo monoclonal
humano o su fragmento funcional de acuerdo con cualquiera de estas realizaciones por un lado y GM-CSF por otro
lado, este no se separa facilmente o, al menos, no se separa rapidamente. Para las moléculas de unién destinadas a
ser neutralizadores de la actividad bioldgica, estas caracteristicas son altamente ventajosas ya que el efecto
neutralizador deseable normalmente durard so6lo mientras la molécula, cuya actividad biolégica debe ser
neutralizada (en este caso GM-CSF primate y humano) sigue unida por la molécula de unién neutralizadora. Por lo
tanto, una molécula neutralizadora que permanece unida a su diana prevista durante mucho tiempo continuara
neutralizdndose durante un largo tiempo consecuentemente.

La alta afinidad de union de anticuerpos o sus fragmentos funcionales a GM-CSF de primates y humanos tiene una
ventaja adicional. Normalmente, los anticuerpos o sus fragmentos funcionales seran eliminados del torrente
sanguineo de un paciente de una manera dependiente del tamafio, con moléculas mas pequefias que se excretan y
eliminan antes que las mas grandes. Dado que el complejo de los dos polipéptidos (fragmento de anticuerpos o
anticuerpos y GM-CSF enlazado) es obviamente mas grande que el anticuerpo solo, la baja kot mencionada
anteriormente tiene el efecto de que el neutralizador terapéutico se excreta y elimina del cuerpo del paciente mas
lentamente de lo que seria el caso, si no estuviera unido a GM-CSF. Por lo tanto, no s6lo se incrementa la magnitud
de la actividad neutralizadora, sino también su duracién in vivo.

La actividad neutralizadora determinada para aglutinantes de acuerdo con las realizaciones anteriores es
sorprendentemente alta. Como se describird con mas detalle a continuacion, la actividad neutralizadora de GM-CSF
se midi6 in vitro utilizando un ensayo de inhibicion del crecimiento TF-1 (Kitamura, T. et al. (1989). J. Cell Physiol.
140, 323-34). Como una indicacién del potencial neutralizador, se midieron los valores de 1Cso, ICso que representa
la concentracién del anticuerpo o su fragmento funcional de acuerdo con cualquiera de estas realizaciones
necesarias para provocar una inhibicién media maxima de la proliferacion celular de TF-1. Para los anticuerpos anti-
GM-CSF monoclonales humanos o sus fragmentos funcionales especificados se determind por encima de un valor
ICs0 de aproximadamente 3 x 10" M, o aproximadamente 0,3 nM. Por lo tanto, las moléculas de unién son
neutralizadores muy potentes de la actividad de GM-CSF humanos.

Otros ejemplos de anticuerpos anti-GM-CSF neutralizantes son el anticuerpo humano E10 y el anticuerpo G9
humano descrito en Li et al., (2006) PNAS 103(10):3557-3562. E10 y G9 son anticuerpos de clase IgG. E10 tiene
una afinidad de union de 870 pM para GM-CSF y G9 tiene una afinidad de 14 pM para GM-CSF. Ambos anticuerpos
son especificos para la uniéon a GM-CSF humano y muestran una fuerte actividad neutralizadora segin se evalla
con un ensayo de proliferacion de células TF-1. Otros ejemplos son los anticuerpos humanos anti-GM-CSF que se
describen en el documento WO 2006/122797.

También se describen antagonistas de GM-CSF que incluyen anticuerpos frente a la cadena alfa o la cadena beta

de los receptores GM-CSF. Un anticuerpo del receptor anti-GM-CSF descrito en este documento puede estar en
cualquier forma de anticuerpo como se explicé anteriormente, por ejemplo, intacto, quimérico, monoclonal,
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policlonal, fragmento de anticuerpo o derivado, cadena Unica, humanizado, ser humano, etc. En la técnica se
conocen ejemplos de anticuerpos de los receptores anti-GM-CSF, por ejemplo, anticuerpos neutralizantes de alta
afinidad (véase, por ejemplo, U.S. Pat. No. 5.747.032 y Nicola et al., Blood 82:15, 1724, 1993).

Ejemplos de anticuerpos anti-GM-CSF conocidos se proporcionan en los documentos WO02006/122797,
W02007/049472, WO2007/092939, WO2009/134805, WO2009/064399, W0O2009/038760. Los anticuerpos contra el
receptor GM-CSF se proporcionan en el documento W0O2007/110631.

En resumen, los anticuerpos anti-GM-CSF o sus fragmentos funcionales exhiben un alto grado de discriminacion
para el antigeno deseado, unen este antigeno extremadamente fuerte y durante mucho tiempo y exhiben una
actividad neutralizadora muy potente durante mucho tiempo mientras permanecen unidos. Al mismo tiempo, la larga
persistencia del complejo aglutinante-antigeno ralentiza la eliminacion de este aglutinante del cuerpo, alargando asi
la duracion del efecto terapéutico deseado in vivo. Las mismas caracteristicas preferiblemente también se aplican
para los anticuerpos que reconocen el receptor GM-CSF, como se describié anteriormente.

La composicion de la presente invencion es preferiblemente una composicion farmacéutica. De acuerdo con las
presentes realizaciones, la expresion "composicion farmacéutica" se refiere a una composicion para su
administracién a un paciente, preferiblemente un paciente humano. Las composiciones o formulaciones
farmacéuticas estan generalmente en una forma que permita que la actividad biolégica del ingrediente activo sea
eficaz y, por lo tanto, que pueda administrarse a un sujeto para un uso terapéutico como se describe en el presente
documento. Por lo general, la composicion farmacéutica comprende formulaciones adecuadas (es decir,
farmacéuticamente aceptables) de vehiculos, estabilizadores y/o excipientes. En una realizacion preferida, la
composicién farmacéutica es una composicién para la administracion parenteral, transdérmica, intraluminal,
intraarterial, intratecal y/o intranasal o para su inyeccion directa en tejido. En particular, se prevé que dicha
composicién se administre a un paciente mediante perfusién o inyeccion. La administracién de las composiciones
adecuadas puede efectuarse por diferentes vias, por ejemplo, por via intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intramuscular, tdpica o intradérmica. La composicién de la presente invencién puede comprender ademas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados son habituales en la
técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite / agua, varios
tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, liposomas, etc. Las composiciones que comprenden estos
vehiculos pueden formularse mediante métodos convencionales conocidos.

De acuerdo con las presentes realizaciones, la expresion "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad del compuesto
neutralizante de GM-CSF que es eficaz para el tratamiento de enfermedades asociadas con GM-CSF, como
trastornos inflamatorios y autoinmunes.

Dosis preferidas y métodos preferidos de administracion son tales que, después de la administracion, el compuesto
neutralizante de GM-CSF esta presente en la sangre en dosis efectivas. El calendario de administracion se puede
ajustar observando las condiciones de la enfermedad y analizando los niveles séricos del compuesto neutralizante
de GM-CSF en pruebas de laboratorio seguidas al extender el intervalo de administracion, por ejemplo, de dos
veces por semana o una vez por semana a una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada
cuatro semanas, etc., o, alternativamente, reduciendo la administracion correspondiente a intervalos.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar al sujeto a una dosis adecuada. El régimen de dosificacion
sera determinado por el médico asistente y por factores clinicos. Como es bien sabido en las artes médicas, las
dosis para cada paciente dependen de muchos factores, incluyendo el volumen corporal del paciente, la superficie
corporal, edad, el compuesto particular a administrar, sexo, tiempo y via de administracion, estado de salud general,
y otros medicamentos que se administren simultdneamente.

Los preparativos para la administracién parenteral incluyen soluciones acuosas 0 no acuosas estériles,
suspensiones y emulsiones. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites
vegetales como el aceite de oliva y ésteres organicos inyectables como el oleato etilico. Los vehiculos acuosos
incluyen agua, soluciones alcoholicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo soluciéon salina y medios
tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen soluciéon de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, cloruro de
dextrosa y sodio, Ringer lactato o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de liquidos y
nutrientes, reponedores de electrolitos (como los basados en la dextrosa de Ringer), etc. También pueden estar
presentes conservantes y otros aditivos, como, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes,
gases inertes, etc. Ademas, la composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién podria comprender
vehiculos proteinicos, como, por ejemplo, albamina sérica o inmunoglobulina, preferiblemente de origen humano. Se
prevé que la composicion farmacéutica de conformidad con la invencion pueda comprender, ademas de los
compuestos descritos anteriormente, agentes bioldgicamente activos, en funcién del uso previsto de la composicién
farmacéutica. Tales agentes pueden ser medicamentos que actien sobre el sistema gastro-intestinal, medicamentos
que actien como agentes citostaticos, medicamentos para prevenir la hiperuricemia, medicamentos que inhiban las
inmunoreacciones (por ejemplo, corticosteroides), medicamentos que modulen la respuesta inflamatoria,
medicamentos que actien sobre el sistema circulatorio y/o agentes, como las citoquinas, conocidos en la técnica.
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Para analizar el efecto de un compuesto neutralizante de GM-CSF, por ejemplo en la artritis reumatoide (AR), se
pueden seleccionar medidas de datos, por ejemplo, de farmacocinética, inmunogenicidad y el potencial de mejorar
los signos clinicos y sintomas de la AR medidos segun los criterios de la respuesta DAS28, ACR20/50/70 y/o
EULAR, imagenes por RMN para la sinovitis y el edema 6seo, asi como los datos reportados por el paciente. ACR
es una medida que resume la mejora en el nimero de articulaciones sensibles e hinchadas, la escala del dolor, la
evaluacion de la mejora de los pacientes y médicos y ciertos marcadores de laboratorio. ACR 20 describe el
porcentaje de los participantes en el estudio que lograron una mejora del 20 por ciento en los signos y sintomas
clinicos, por ejemplo, una mejora del 20 por ciento en el recuento de articulaciones sensibles o hinchadas, asi como
una mejora del 20 por ciento en otros tres criterios relevantes para la enfermedad.

Otro problema importante en el desarrollo de farmacos, tal como la composicion farmacéutica de acuerdo con la
invencion, es la modulacién predecible de las propiedades farmacocinéticas. Para este fin, se establece un perfil
farmacocinético del medicamento problema, es decir, un perfil de los parametros farmacocinéticos que afectan a la
capacidad de un medicamento en particular en el tratamiento de una condicion determinada. Los parametros
farmacocinéticos del farmaco que influyen en la capacidad de un medicamento para el tratamiento de una
determinada entidad de la enfermedad incluyen, entre otros: la semivida, el volumen de distribucién, el metabolismo
hepatico de primer paso y el grado de unién al suero sanguineo. La eficacia de un agente farmacol6gico
determinado puede verse influida por cada uno de los pardmetros mencionados anteriormente. La "semivida"
significa el tiempo en que el 50% de un medicamento administrado se elimina a través de procesos bioldgicos, por
ejemplo, metabolismo, excrecién, etc. Por "metabolismo hepatico de primer paso” se entiende la propension de un
farmaco a ser metabolizado en el primer contacto con el higado, es decir, durante su primer paso a través del
higado. "Volumen de distribucion” significa el grado de retencién de un medicamento en los distintos compartimentos
del cuerpo, como, por ejemplo, espacios intracelulares y extracelulares, tejidos y érganos, etc. y la distribucion del
farmaco dentro de estos compartimentos. "Grado de unién al suero sanguineo" significa la propension de un
medicamento a interactuar y unirse a las proteinas séricas de la sangre, como la albumina, lo que conduce a una
reduccion o pérdida de la actividad bioldgica del farmaco.

Los parametros farmacocinéticos también incluyen biodisponibilidad, tiempo de demora (Tiag), Tmax, tasas de
absorcion y/o Cmax para una cantidad determinada de farmaco administrado. "Biodisponibilidad" significa la
cantidad de un medicamento en el compartimento sanguineo. "Tiempo de demora" significa el tiempo de retardo
entre la administracién del medicamento y su deteccion y su capacidad de medida en sangre o plasma. "Tmax" es el
tiempo después del cual se alcanza la concentracién maxima de sangre del farmaco, la absorcién se define como el
movimiento de un medicamento desde el sitio de administracion en la circulacion sistémica, y "Cmax" es la
concentracién sanguinea maxima obtenida con un farmaco dado. El tiempo para alcanzar una concentracién en
sangre o tejido del farmaco que se requiere para su efecto bioldgico esta influido por todos los parametros.

El término "toxicidad", tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a los efectos tdxicos de un
medicamento manifestado en eventos adversos o0 eventos adversos graves. Estos eventos secundarios pueden
referirse a una falta de capacidad de tolerar el farmaco en general y / o la falta de una tolerancia local después de la
administracion. La toxicidad también podria incluir efectos teratogénicos o cancerigenos causados por el farmaco.

Los términos "seguridad", "seguridad in vivo" o "capacidad de tolerar el fA&rmaco”, como se utiliza en este documento,
definen la administracién de un medicamento sin inducir eventos adversos graves directamente después de la
administracion (tolerancia local) y durante un periodo méas largo de aplicacion del farmaco. La "seguridad", la
"seguridad in vivo" o la "capacidad de tolerar el farmaco" pueden evaluarse, por ejemplo, a intervalos regulares
durante el tratamiento y el periodo de seguimiento. Las mediciones incluyen la evaluacion clinica, por ejemplo,
manifestaciones de érganos, y el cribado de anomalias de laboratorio. La evaluacion clinica puede llevarse a cabo y
desviarse a los hallazgos normales registrados/codificados de acuerdo con las normas NCI-CTC y/o MedDRA. Las
manifestaciones de o6rganos pueden incluir criterios como alergia/inmunologia, sangre/médula ésea, arritmia
cardiaca, coagulacién y similares, como se establece, por ejemplo, en los Criterios Terminoldgicos Comunes para
Eventos Adversos v3.0 (CTCAE). Los parametros de laboratorio que se pueden probar incluyen, por ejemplo,
hematologia, quimica clinica, perfil de coagulacion y analisis de orina y examen de otros fluidos corporales como
suero, plasma, liquido linfoide o cefalorraquideo, exudados, etc. Por lo tanto, la seguridad puede evaluarse, por
ejemplo, mediante un examen fisico, técnicas de diagndstico por imagenes (es decir, ultrasonido, rayos X,
tomografias computarizadas, imagenes por resonancia magnética (RM), otras medidas con dispositivos técnicos (es
decir, electrocardiogramas), signos vitales, midiendo los parametros de laboratorio y registrando los eventos
adversos. La expresién "dosis efectiva y no téxica", tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
dosis tolerable del compuesto neutralizante de GM-CSF, preferiblemente el anticuerpo tal y como se define en el
presente documento, que es lo suficientemente alto como para curar o estabilizar la enfermedad de interés sin
provocar efectos toxicos importantes, o esencialmente sin estos. Dichas dosis eficaces y no toxicas pueden
determinarse, por ejemplo, mediante estudios de aumento de la dosis descritos en la técnica y deben estar por
debajo de la dosis que induce eventos secundarios adversos graves (toxicidad limitante de la dosis, DLT).

La formulacién de la invencion (a veces también conocida como "composicion de la materia"; "composicion”, o
"solucion") es una formulacion liquida.
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"Formulacion liquida", tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a una composicién de la materia que
se encuentra como un liquido, caracterizado por el libre movimiento de las moléculas constituyentes entre si, pero
sin tendencia a separarse a temperatura ambiente. Las formulaciones liquidas de la invencién incluyen a las
formulaciones acuosas. Una formulacién acuosa es una formulacién en la que el disolvente o el disolvente principal
es agua, preferiblemente agua para inyeccion (WFI). La disolucion del compuesto neutralizante de GM-CSF en la
formulacion puede ser homogénea o heterogénea, siendo preferido que sea homogénea como se ha descrito
anteriormente.

También se describen liquidos no acuosos que podrian emplearse siempre que proporcionen estabilidad a la
formulacion. El liquido no acuoso podria ser un liquido hidréfilo. Ejemplos ilustrativos de liquidos no acuosos
adecuados incluyen: glicerol; dimetilsulféxido (DMSQO); polidimetilsiloxano (PMS); etilenglicoles, como el etilenglicol,
dietilenglicol, trietilenglicol, polietilenglicol ("PEG") 200, PEG 300 y PEG 400; y propilenglicoles, como el
dipropilenglicol, el tripropilenglicol, el polipropilenglicol ("PPG") 425 y el PPG 725.

"Formulacion liquida acuosa/no acuosa mixta", tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
formulacion liquida que contiene una mezcla de agua, preferiblemente WFI, y una composicion liquida adicional.

Cuando se utiliza en el presente documento, una "formulacién" o una "composicion" se entiende que es una mezcla
de un compuesto neutralizante de GM-CSF (es decir, el farmaco/sustancia activa) y otras sustancias quimicas y/o
aditivos necesarios para un medicamento que se encuentra preferiblemente en estado liquido. Una formulacion de la
invencion incluye una formulacion farmacéutica.

La preparacion de la formulacién incluye el procedimiento en el que se combinan sustancias quimicas diferentes,
incluidas el farmaco activo, para producir un medicamento final, tal como una composicion farmacéutica. El farmaco
activo de la formulacién de la invencién es un compuesto neutralizador de GM-CSF.

En determinadas realizaciones, el compuesto neutralizante de GM-CSF que debe formularse es esencialmente puro
y/o esencialmente homogéneo (es decir, estd sustancialmente libre de sustancias contaminantes, por ejemplo,
proteinas, etc., impurezas que puedan estar relacionadas con el producto y/o relacionadas con el proceso). La
expresion "esencialmente puro" significa una composicion que comprende al menos aproximadamente 80%,
preferiblemente aproximadamente 90% o en peso del compuesto, preferiblemente al menos aproximadamente 95%
en peso del compuesto, méas preferiblemente al menos aproximadamente 97% en peso del compuesto 0 mas
preferiblemente al menos aproximadamente 98% en peso del compuesto, preferiblemente del compuesto en un
estado monomeérico. La expresién "esencialmente homogéneo" significa una composicion que comprende al menos
99% en peso del compuesto, preferiblemente del compuesto en un estado monomérico, excluyendo la masa de
diversos estabilizadores y agua en solucién.

Cuando se utiliza en el presente documento, el término "aproximadamente” se entiende que puede haber variacion
en el valor o intervalo respectivo (como pH, concentracion, porcentaje, molaridad, numero de aminoacidos, tiempo,
etc.) que puede ser de hasta 5%, hasta 10%, hasta 15% o hasta incluyendo 20% del valor dado. Por ejemplo, si una
formulacion comprende aproximadamente 5 mg/ml de un compuesto, esto se entiende que significa que una
formulacion puede tener entre 4 y 6 mg/ml, preferiblemente entre 4,25 y 5,75 mg/ml, méas preferiblemente entre 4,5y
5,5 mg/ml e incluso mas preferiblemente entre 4,75 y 5,25 mg/ml, siendo el mas preferido 5 mg/ml. Tal como se
utiliza en el presente documento, un intervalo que se define como "(de) X a Y" equivale a un intervalo que se define
como "entre X e Y". Ambos intervalos incluyen especificamente el limite superior y también el limite inferior. Esto
significa que, por ejemplo, un intervalo de "5 mg/ml a 10 mg/ml" o "entre 5 mg/ml y 10 mg/ml" incluye una
concentracién de 5, 6, 7, 8, 9 y 10 mg/ml, asi como cualquier valor intermedio dado.

Una formulacién "estable" es una formulacion en la que el compuesto neutralizante de GM-CSF conserva
esencialmente su estabilidad fisica y/o estabilidad quimica y/o actividad biolégica en el almacenamiento y/o no
muestra signos sustanciales de agregacioén, precipitacion, fragmentacion, degradacion y/o desnaturalizacion en
comparacién con una muestra de control, preferiblemente tras un examen visual del color y/o claridad, o medida por
la dispersion de la luz UV o por la cromatografia de exclusién por tamanos. Varias técnicas analiticas adicionales
para medir la estabilidad de las proteinas estan disponibles en la técnica y se revisan en Peptide and Protein Drug
Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug
Delivery Rev. 10:29-90 (1993), por ejemplo.

"Durante el almacenamiento”, tal y como se utiliza en el presente documento, significa una formulacién que, una vez
preparada, no se utiliza inmediatamente; mas bien, después de su preparacion, se envasa para su almacenamiento,
ya sea en forma liquida, en estado congelado, o en forma seca para su posterior reconstituciéon en una forma liquida
u otra forma.

Se prevé que el compuesto neutralizante de GM-CSF sea preferiblemente estable en la medida en que no forme
sustancialmente agregados o fragmentos / productos de degradacion (por ejemplo, debido a una o mas de las
causas antes mencionadas) durante el almacenamiento y /o durante o después del estrés por congelar /
descongelar y / o durante o después de la tensién de cizallamiento (por ejemplo, agitacion). Por consiguiente, se
prevé preferiblemente que no mas del 10 % del compuesto neutralizante de GM-CSF, més preferiblemente no mas
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del 8%, incluso mas preferiblemente no mas del 5%, particular y preferiblemente no mas de 2% en relaciéon con la
cantidad del compuesto neutralizante de GM-CSF al comienzo del almacenamiento o antes de llevar a cabo uno o
mas ciclos de congelacion / descongelacion o antes de llevar a cabo estudios de agitacién forme agregados y / o
fragmentos. Esta estabilidad se aplica preferentemente para un intervalo de tiempo de al menos 1 mes, al menos 2
meses 0 al menos 3 meses; preferiblemente 4 meses, al menos 5 meses o al menos 6 meses; mas preferiblemente
al menos 9 meses o al menos 12 meses; incluso méas preferiblemente al menos 18 meses o al menos 24 meses; y la
mayoria preferiblemente de al menos 30 meses o al menos 36 meses o al menos 48 meses 0 al menos 54 meses o
al menos 60 meses. Las condiciones de temperatura de almacenamiento preferidas son hasta la temperatura
ambiente (de aproximadamente 20°C a aproximadamente 25°C), mas preferiblemente aproximadamente 2-8°C, el
intervalo de tiempo preferido es de al menos 3 afos o incluso al menos 4 anos. El nimero de ciclos de
congelacién/descongelacion durante los cuales el compuesto es preferiblemente estable de acuerdo con los
parametros anteriores es de al menos un ciclo, preferiblemente al menos 2, 3, o 4 ciclos, mas preferiblemente al
menos 5, 6 o 7 ciclos y, mas preferiblemente, al menos 8, 9 o 10 ciclos. El niUmero de dias de agitacion durante los
cuales el compuesto es preferiblemente estable de acuerdo con los parametros anteriores (por ejemplo, a una
temperatura de +5°C + 3°C, véase también el ejemplo 12d) es de al menos 1 dia, preferiblemente al menos 2, 3, 0 4
dias, mas preferiblemente al menos 5, 6 o 7 dias, incluso mas preferiblemente al menos 8, 9, 10 o 11 dias y mas
preferiblemente, al menos, 12, 13 0 14 dias.

Con caracter alternativo, se prevé que un compuesto neutralizante de GM-CSF sea preferiblemente estable en la
medida en que no forme dimeros, oligdmeros o sus fragmentos. Dicho de forma diferente, la estabilidad de un
compuesto neutralizante de GM-CSF se puede determinar de acuerdo con el porcentaje de proteina monomérica en
la solucion, con un bajo porcentaje de proteina degradada (por ejemplo, fragmentada) y/o agregada. Por ejemplo,
una formulacién de la invencién que comprende un compuesto neutralizante de GM-CSF, tal como un anticuerpo,
puede incluir al menos un 90%, mas preferiblemente al menos un 92%, alin mas preferiblemente al menos un 95%,
particularmente preferiblemente al menos un 98% y, mas preferiblemente, al menos un 99% del monémero del
compuesto neutralizante de GM-CSF.

Por "agregado” se entiende una interaccion fisica entre moléculas de proteina que dan como resultado la formacion
de dimeros u oligémeros covalentes o no covalentes (es decir, entidades de alto peso molecular) que pueden
permanecer solubles, o formar agregados insolubles que precipiten a partir de la solucion. Un "agregado" también
incluye una proteina degradada y/o fragmentada.

Como se menciond anteriormente, se pueden utilizar una serie de métodos analiticos diferentes para detectar la
presencia y los niveles de agregados en una formulacién que comprenda un compuesto neutralizante de GM-CSF.
Estos incluyen, entre otros, por ejemplo, electroforesis de gel de poliacrilamida natural (PAGE), electroforesis de gel
de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE), electroforesis de gel capilar (CGE), cromatografia de
exclusién por tamanos (SEC), ultracentrifugacion analitica (AUC), fraccionamiento de flujo de campo (FFF),
deteccion de dispersion de luz, velocidad de sedimentacion, espectroscopia UV, calorimetria diferencial de barrido,
turbidimetria, nefelometria, microscopia, cromatografia de exclusién por tamafno-liquida de alta resolucion (SE-
HPLC), cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa (RP-HPLC), espectroscopia de masas en tdndem de
electroSPRay ionizacion (ESI-MS) y tandem RP- HPLC/ESI-MS, técnica de fraccionamiento de flujo de campo y
dispersion de luz estatica y / o dinamica. Estos métodos se pueden utilizar solos o en combinacion. Preferiblemente,
los métodos analiticos para detectar la presencia y los niveles de agregados y/o fragmentos en una formulacion que
comprende un compuesto neutralizante de GM-CSF son la cromatografia de exclusién por tamafos como SE-HPLC,
la ultracentrifugacion analitica y el fraccionamiento de flujo de campo asimétrico. Un método para determinar la
actividad biologica de un compuesto neutralizante de GM-CSF es, por ejemplo, la medicién de su grado de unién a
GM-CSF (o receptor GM-CSF) (inmovilizado) es la llamada resonancia plasmén de superficie (SPR).

Un problema comun con las formulaciones que comprenden proteinas es la acumulacién irreversible de agregados
por modos de estrés temporales, térmicos o por cizallamiento. Normalmente, cuando los agregados precipitan,
forman particulas grandes que son faciles de detectar. Sin embargo, los agregados solubles mas pequefios y no
covalentes, que a menudo son precursores de la precipitacion en particulas grandes, son mas dificiles de detectar y
cuantificar. Por lo tanto, los métodos para detectar y cuantificar la agregacion de proteinas en una formulacién
proteica deben basarse en el tipo de agregado que se esté evaluando.

Entre los métodos anteriores, los métodos sugeridos para determinar la presencia y/o las cantidades de agregados
solubles y covalentes en una formulacién proteica son: SEC/dispersion luz, SDS-PAGE, CGE, RP-HPLC/ESI-MS,
FFF y AUC: Los métodos sugeridos para determinar la presencia y/o cantidades de agregados solubles y no
covalentes en una formulacion proteica son: SEC, PAGE, SDS-PAGE, CGE, FFF, AUC y dispersién de luz dinamica.
Los métodos sugeridos para determinar la presencia y/o cantidades de agregados insolubles y no covalentes en una
formulacion proteica son: espectroscopia UV, turbidimetria, nefelometria, microscopia, AUC, fraccionamiento de flujo
de campo asimétrico y dispersion dinamica de la luz.

Ademas, la formulacion de la invencién proporciona preferiblemente un mejor almacenamiento a largo plazo de tal
manera que el compuesto neutralizante de GM-CSF es estable en el transcurso del almacenamiento, ya sea en
liquido o congelado, preferiblemente en forma liquida. Tal como se utiliza en el presente documento, se entiende
que la frase almacenamiento "a largo plazo" significa que la formulacién se puede almacenar durante al menos un
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mes, dos o tres meses 0 mas, durante seis meses 0 mas y, preferiblemente, durante un afio y mas, o incluso 2 afos,
3 anos o 4 afos o 5 afios y mas. El almacenamiento a largo plazo también se entiende como que la composicién
farmacéutica se almacena a 2-8°C o a temperatura ambiente, preferiblemente a 2-8°C, por lo que la formulacion
preferentemente no pierde su actividad biolégica en la medida descrita en el presente documento y/o no forma
agregados en la medida en que se describe en el presente documento y/o comprende monémeros en la medida
descrita en el presente documento. Las pruebas para estas propiedades se describen en este documento en otra
parte.

En un aspecto de la invencion, el compuesto neutralizante de GM-CSF en las formulaciones es estable en forma
liquida durante al menos 1 mes, 2 meses, 3 meses; al menos 4 meses, al menos 5 meses; al menos 6 meses; al
menos 12 meses; al menos 24 meses; al menos 36 meses; al menos 48 meses, al menos 60 meses. Los intervalos
intermedios a los periodos de tiempo citados anteriormente también estan destinados a ser parte de esta invencion,
por ejemplo, 9 meses, etc. Ademas, los intervalos de valores que utilizan una combinacién de cualquiera de los
valores citados anteriormente como limites superior y/o inferior estan pensados para ser incluidos. Preferiblemente,
la formulacién es estable a la temperatura ambiente (de aproximadamente 20°C a 25°C) durante al menos 1 mes y/o
estable a aproximadamente 2-8°C durante al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 meses, 0 mas
preferiblemente estable a aproximadamente 2-8°C durante al menos 2 anos, al menos 3 afnos, al menos 4 anos o
incluso al menos 5 afos.

Otro aspecto importante de la estabilidad es que el compuesto neutralizante de GM-CSF dentro de la composicion
de acuerdo con la invencién mantiene su actividad biolégica o potencia durante el tiempo de almacenamiento y
dentro de las condiciones de almacenamiento, especialmente de temperatura, y con los posibles cambios de
temperatura. La actividad o potencia es, por ejemplo, reflejada por la propia capacidad neutralizadora del compuesto
(que se puede medir en ensayos basados en células, como se describe en el presente documento anterior) o por la
capacidad del compuesto neutralizante de GM-CSF para unirse a GM-CSF o al receptor de GM-CSF. La afinidad de
unién puede ser evaluada por SPR u otros métodos habituales en la técnica, por ejemplo, un ensayo Biacore o
Scatchard.

La formulacién de la invencion se prepara afiadiendo a un compuesto neutralizante de GM-CSF como se describe
en el presente documento, en una solucidén acuosa, un tampén y un modificador de la tonicidad. Las personas que
tienen habilidad en la técnica entenderan que la combinacion de los diversos componentes a incluir en la
formulacion se puede hacer en cualquier orden apropiado. Por ejemplo, el tampoén se puede agregar primero, a la
mitad o al final y el modificador de la tonicidad también se puede agregar primero, a la mitad o al final. También debe
entenderse por los expertos en la técnica que algunos de estos productos quimicos pueden ser incompatibles en
ciertas combinaciones y que, en consecuencia, se sustituyen facilmente por productos quimicos diferentes que
tienen propiedades similares pero que son compatibles en la mezcla pertinente.

La formulacién de la invencion comprende un tampén. El término "tampon" o "agente tampdn", tal y como se utiliza
en el presente documento, incluye a aquellos agentes que mantienen el pH en un intervalo deseado. Un tampén es
una solucién acuosa que consiste en una mezcla de un acido débil y su base conjugada, o una base débil y su acido
conjugado. Tiene la propiedad de que el pH de la solucion cambia muy poco cuando se afiade una pequefa
cantidad de acido fuerte o base. Las soluciones tampdn se utilizan como un medio para mantener el pH a un valor
casi constante en una amplia variedad de aplicaciones quimicas. En general, un tampdén, cuando se aplica en la
formulacion de la invencion, estabiliza preferentemente el compuesto neutralizante de GM-CSF.

Los "tampones de aminodcidos", cuando se utilizan en este documento, incluyen, por ejemplo, bases de
aminoacidos, por ejemplo, la histidina y su sal conjugada. Un ejemplo de un tampdn de aminoacido es el cloruro de
histidina o la propia histidina. Este ejemplo se aplica preferentemente a la invencion.

El pH preferido de una formulaciéon, como se describe en el presente documento, puede elegirse entre los siguientes
intervalos: de aproximadamente 4 a aproximadamente 10, preferiblemente de aproximadamente 4 a
aproximadamente 6, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 7, mas preferiblemente de aproximadamente 5,5
a aproximadamente 6,5. El pH de la formulacién de la presente invencion es de aproximadamente, o exactamente,
5,8. En consecuencia, se utiliza preferentemente un tampén que puede mantener una solucién a pH 5 a 7. El
término "aproximadamente", cuando se utiliza en el contexto del valor/intervalo de pH, preferiblemente significa un
valor numérico que tiene un intervalo de +/- 20% aproximadamente el valor citado. Cuando el pH de la composicion
farmacéutica se establece a niveles fisioldgicos o cerca de estos, se maximiza la comodidad del paciente tras la
administracion. Debe entenderse que el pH puede ajustarse segun sea necesario para maximizar la estabilidad y la
solubilidad del compuesto neutralizante de GM-CSF en una formulacién particular y, como tal, un pH fuera de los
intervalos fisiolégicos, aunque deba ser preferiblemente tolerable para el paciente, estara dentro del alcance de la
invencion.

En la presente invencioén, el tampdn comprende a la histidina. Ejemplos no limitantes de otros tampones que pueden
utilizarse en una formulacion descrita en este documento incluyen succinato, gluconato, citrato, arginina, lisina, acido
aspartico, acido glutamico, tris (trometamol), Bis-Tris, MOPS, ACES, TES, HEPES, EPPS, etilendiamina, acido
fosforico, acido maleico/ fosfato, acido 2-morfolinoetanosulfénico (MES), fosfato, acetato y dietanolamina.
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En la formulacién de la invencién se aplica un tampén de histidina en la formulacion de la invencion, preferiblemente
entre pH 5y 7, més preferiblemente entre pH 5,5 y 6,5, ain mas preferiblemente a pH 5,8. Los tampones aplicados
en la invenciéon son habituales en la técnica y son fabricados por métodos conocidos y disponibles a partir de
proveedores comerciales.

La formulacion puede comprender ademas hidréxido de sodio (NaOH). En realizaciones particulares, la formulacion
comprende 1-200 mM, o menos de 50 mM, menos de 40 mM, menos de 35 mM, menos de 30 mM, menos de 25
mM, menos de 20 mM, o menos de 15 mM, por ejemplo, 10 mM de NaOH o menos, tal y como 5 mM o 1 mM de
hidroxido de sodio.

Ademas del compuesto neutralizante de GM-CSF y el tamp6n, la formulaciéon de acuerdo con la invencion también
puede contener otras sustancias que incluyan, entre otros, agentes estabilizadores.

Ademas, la formulacién de la invencion comprende un estabilizador que también puede actuar como un modificador
de la tonicidad. La expresién "agente estabilizador" se refiere a un agente que mejora o potencia de otro modo la
estabilidad de la formulacion, en particular de los compuestos neutralizantes de GM-CSF. Un agente estabilizador,
que es un modificador de la tonicidad, se define como un azlcar no reductor, un alcohol de azlcar o una
combinacion de los mismos. Los modificadores de la tonicidad en las composiciones liquidas aseguran que la
tonicidad, es decir, la osmolaridad, de la solucién sea esencialmente la misma que la de los fluidos fisioldgicos
normales y que, asi, prevenga la hinchazén posterior a la administracion o la rapida absorcién de la composicion
debida a las concentraciones de iones diferenciales entre la composicién y los fluidos fisioldgicos. Generalmente, la
naturaleza de la formulacion, tal y como se describe en el presente documento, es tal que la osmolalidad de la
formulacion esta entre aproximadamente 240 y aproximadamente 470 mOsmol/kg, mas preferiblemente, entre
aproximadamente 300 y aproximadamente 400 mOsmol/kg, mas preferiblemente aproximadamente 350 mOsmol/kg.

Se describe un agente estabilizador/modificador de la tonicidad que puede ser uno o mas entre azlcares no
reductores, como la sacarosa o la trehalosa o uno o mas alcoholes de azlcar, como el manitol o el sorbitol, también
combinaciones de azucares no reductores y alcoholes de azucar. En la presente invencion, la concentraciéon del
agente estabilizador/modificador de la tonicidad en la composicion es de aproximadamente 5% (p/v). El
estabilizador/modificador de la tonicidad aplicado en la formulacién de la invencién es el sorbitol, al 5% (p/v).

En una realizacién preferida, la formulacion descrita en el presente documento no comprende mas excipientes,
como aminoacidos (excepto cuando el tampén se elija de un tampén aminodcido, tal como un tampén de histidina) o
tensioactivos.

En las realizaciones menos preferidas, la formulacién descrita en este documento comprende otros excipientes.
Preferiblemente el excipiente se selecciona del grupo que consiste en un aminoacido, un crioprotector, un
lioprotector, un tensioactivo, un agente de carga, un antioxidante y sus combinaciones.

Los excipientes, también conocidos como aditivos quimicos, co-solutos o co-disolventes, que estabilizan
preferentemente los compuestos neutralizantes de GM-CSF mientras estan en solucién (también en formas secas o
congeladas) pueden afadirse a una formulacion de la presente descripcion. Preferiblemente, los excipientes
contribuyen a la estabilidad de los compuestos neutralizantes de GM-CSF, pero debe entenderse que los
excipientes pueden contribuir de otra manera a las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de la formulacion. Los
excipientes son habituales en la técnica y son fabricados por métodos conocidos y disponibles de proveedores
comerciales.

Ejemplos de excipientes incluyen entre otros azucares / polioles tales como: sacarosa, lactosa, glicerol, xilitol,
sorbitol, manitol, maltosa, inositol, trehalosa, glucosa; polimeros tales como: albimina sérica (albimina sérica bovina
(BSA), SA humana o HA recombinante), dextrano, PVA, hidroxipropil metilcelulosa (HPMC), polietilenimina, gelatina,
polivinilpirrolidona (PVP), hidroxietilcelulosa (HEC), hidroxietilalmidén (HES); disolventes no acuosos tales como:
alcoholes polihidricos (por ejemplo, PEG, etilenglicol y glicerol), dimetilsulféxido (DMSQO) y dimetilformamida (DMF);
aminoacidos tales como: treonina, serina, prolina, alanina, valina, glutamina, metionina, cisteina, isoleucina, acido
aspartico, acido glutamico, arginina, glicina, histidina, lisina, fenilalanina, leucina, asparagina, triptéfano y tirosina;
tensioactivos tales como: Tween-80, Tween-20, SDS, polisorbato, copolimero de polioxietileno; y varios excipientes
como: fosfato de potasio, acetato de sodio, sulfato de amonio, sulfato de magnesio, sulfato de sodio, trimetilamina N-
Oxido, betaina, iones metélicos (por ejemplo, zinc, cobre, calcio, manganeso, y magnesio), CHAPS, monolaurato, 2-
O-beta-mannoglicerato o cualquier combinacién de lo anterior.

Los "agentes crioprotectores" incluyen sustancias que proporcionan estabilidad a la proteina congelada durante la
produccion, congelacion, almacenamiento, manipulacion, distribucion, reconstitucién o uso. En un aspecto particular,
los "crioprotectores” incluyen sustancias que protegen a la proteina de las tensiones inducidas por el proceso de
congelacién. Los crioprotectores pueden tener efectos lioprotectores. Ejemplos no limitadores de crioprotectores
incluyen azlcares, como sacarosa, glucosa, trehalosa, manitol, sorbitol, manosa y lactosa; polimeros, como el
dextrano, el almidén de hidroxietilo, la polivinilpirrolidona (PVP) y el polietilenglicol; tensioactivos, como los
polisorbatos (por ejemplo, PS-20 o PS-80); y amino&cidos, como glicina, arginina, leucina y serina. Generalmente,
se utiliza un crioprotector que presenta baja toxicidad en los sistemas bioldgicos.
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Un disacarido, tal y como se describe en el presente documento, puede actuar como un lioprotector o crioprotector.
Los "lioprotectores” incluyen sustancias que previenen o reducen la inestabilidad quimica o fisica de una proteina
frente a la liofilizacion y su almacenamiento posterior. En un aspecto, el lioprotector previene o reduce las
inestabilidades quimicas o fisicas en la proteina a medida que el agua se pierde en la composicion durante el
proceso de secado. En otro aspecto, el lioprotector estabiliza la proteina ayudando a mantener la conformacién
adecuada de la proteina a través de puentes de hidrégeno.

En consecuencia, en un aspecto, un disacarido, como se describe en el presente documento, puede servir para
estabilizar los compuestos neutralizantes de GM-CSF durante la congelacién. Dado que la proteccion durante la
congelacién puede depender de la concentracion absoluta del disacarido (Carpenter et al., Pharm. Res. (1997),
14:969-975), pueden ser necesarias concentraciones superiores al 5% para maximizar la estabilidad.

Se puede anadir un lioprotector a la formulacién descrita en este documento. El término "lioprotector”, tal y como se
utiliza en el presente documento, incluye agentes que proporcionan estabilidad a la proteina durante el proceso de
liofilizacion o deshidratacién (ciclos primarios y secundarios de liofilizacion), proporcionando una matriz vidriosa
amorfa y uniéndose con la proteina a través de puentes de hidrogeno, reemplazando las moléculas de agua que se
eliminan durante el proceso de secado. Esto ayuda a mantener la conformaciéon de proteina, minimizar la
degradacién de las proteinas durante el ciclo de liofilizacion, y mejorar la estabilidad del producto a largo plazo. El
lioprotector se afade a la formulaciéon previamente liofilizada en una "cantidad lioprotectora” lo que significa que,
después de la liofilizacién de los compuestos neutralizantes de GM-CSF en presencia de la cantidad lioprotectora
del lioprotector, los compuestos esencialmente conservan su estabilidad fisica y quimica e integridad bajo la
liofilizacion y el almacenamiento.

Ejemplos no limitantes de lioprotectores incluyen azicares, como la sacarosa o la trehalosa; un aminoécido, como el
glutamato monosddico, la glicina o la histidina; una metilamina, como la betaina; una sal liotropica, como el sulfato
de magnesio; un poliol, como alcoholes de azucar trihidricos o superiores, por ejemplo, arabitol, xilitol, sorbitol y
manitol; polietilenglicol; pluronics; y sus combinaciones. Preferiblemente, los lioprotectores son como se describio
anteriormente para los agentes estabilizadores. La cantidad de lioprotector afiadido a la formulacion es
generalmente una cantidad que no conduce a un grado inaceptable de degradacién/agregacion de la proteina
cuando la formulacion de proteinas se liofiliza.

Otro excipiente es un tensioactivo. El término "tensioactivo" generalmente incluye aquellos agentes que protegen los
compuestos neutralizantes de GM-CSF de las tensiones inducidas por la interfaz aire/solucién y las tensiones
inducidas por la solucién/superficie. Por ejemplo, los tensioactivos pueden proteger la proteina de la agregacion.

Ejemplos de tensioactivos incluyen, entre otros, tensioactivos no idnicos, como los polisorbatos (por ejemplo,
polisorbato 80 o polisorbato 20); poloxameros (por ejemplo, poloxdmero 188); Tritdn, dodecilsulfato de sddico (SDS);
lauril-sulfato de sodio; octil-gluc6sido de sodio; lauril-sulfobetaina, miristil-sulfobetaina, linoleil-sulfobetaina, estearil-
sulfobetaina, lauril-sarcosina, miristil-sarcosina, linoleil-sarcosina, estearil-sarcosina, linoleil-betaina, miristil-betaina,
cetil-betaina, lauroamidopropil-betaina, cocamidopropil-betaina, linoleamidopropil-betaina, miristamidopropil-
betaina, palmidopropil-betaina, isoestearamidopropil-betaina (por ejemplo, lauroamidopropilo), miristamidopropil-,
palmidopropil-, o isoestearamidopropil-dimetilamina; metil cocoilo sédico, o metil ofeil-taurato de disodio; y la serie
Monaquat (Mona Industries, Inc., Paterson, NJ.), polietilglicol, polipropilglicol y copolimeros de etileno y propilenglicol
(por ejemplo, pluronics, PF68). La cantidad de tensioactivo afiadido es tal que mantiene la agregacion de la proteina
a un nivel aceptable como se analiza utilizando, por ejemplo, SEC-HPLC, o mediciones de oscurecimiento de la luz
para determinar el porcentaje de especies de alto peso molecular (HMW) o especies de bajo peso molecular (LMW),
y minimiza la formacion de particulas de la formulacion de proteinas descrita en este documento.

El agente de carga también puede ser un excipiente. La expresiéon "agente de carga", tal y como se utiliza en el
presente documento, incluye agentes que proporcionan la estructura de un producto liofilizado sin interactuar
directamente con el producto farmacéutico. Ademas de proporcionar una torta farmacéuticamente elegante, los
agentes de carga también pueden impartir cualidades Utiles con respecto a la modificacién de la temperatura del
colapso, proporcionar proteccion contra los procesos de congelacion y descongelacién, y mejorar la estabilidad de
las proteinas en el almacenamiento a largo plazo. Ejemplos no limitantes de agentes de carga incluyen manitol,
glicina, lactosa y sacarosa. Los agentes de carga pueden ser cristalinos (como la glicina, el manitol o el cloruro de
sodio) o amorfos (como el dextrano, el almidon de hidroxietilo) y, generalmente, se utilizan en formulaciones
proteicas en una cantidad de 0,5 a 10%.

Preferiblemente, el agente de carga aplicado en la formulacién puede promover la formacién de una torta que sea
estéticamente aceptable, uniforme o mecanicamente fuerte. Los agentes de carga también promueven
preferentemente la formacioén de una estructura de poros abiertos y facilidad y velocidad en la reconstitucion. Los
agentes de carga también reducen o previenen preferiblemente el colapso de la torta, el derretimiento eutéctico o la
retencidon de humedad residual. En otro aspecto, los agentes de carga ayudan preferentemente a proteger los
compuestos neutralizantes de GM-CSF contra tensiones (por ejemplo, tensiones fisicas y quimicas) y ayudan a
mantener la actividad proteica.
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Un antioxidante también puede ser un excipiente. Como se utiliza en el presente documento, un "antioxidante" es
una molécula capaz de ralentizar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. La oxidacion es una reaccion quimica
que transfiere electrones de una sustancia a un agente oxidante. Para su uso en la composicion, los antioxidantes
fisiolégicamente aceptables son de interés. Tales antioxidantes incluyen, sin limitacion, agentes reductores, acido
ascorbico (vitamina C), acido lipoico, melatonina, acido Urico, carotenos, retinoles, tocoferoles y tocotrienoles, por
ejemplo, a-tocoferol (vitamina E), ubiquinona (coenzima Q), etc.

La formulacion puede contener opcionalmente un conservante. Un "conservante" es un compuesto que se puede
anadir a las formulaciones en este caso para reducir la actividad bacteriana. La adicién de un conservante puede,
por ejemplo, facilitar la produccion de una formulacion multiuso (dosis mdltiples). Ejemplos de posibles conservantes
incluyen cloruro de octadecildimetilbencil-amonio, cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio (una mezcla de
cloruros de alquilbencildimetilamonio, en el que los grupos alquilo son compuestos de cadena larga), y cloruro de
benzetonio. Otros tipos de conservantes incluyen alcoholes aromaticos como alcoholes de fenol, butilo y bencilico,
alquil-parabenos como el metil- o propil-parabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol, y m-cresol. El
conservante mas preferido en este documento es el alcohol bencilico.

En consecuencia, la formulacion de la presente invencién es una formulacion liquida, especificamente acuosa, para
el almacenamiento a largo plazo que comprende entre aproximadamente 100 mg/ml y 200 mg/ml de un compuesto
neutralizante de GM-CSF y un tamp6n de histidina, a un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 7, y la
formulacion comprende ademas sorbitol como estabilizador/modificador de la tonicidad.

En realizaciones particularmente preferidas, una formulacién de la invenciébn es una formulacion liquida,
especificamente acuosa, para un almacenamiento a largo plazo que comprende entre aproximadamente 100 mg/ml
y 200 mg/ml de un compuesto neutralizante de GM-CSF, mas preferiblemente aproximadamente 150 mg/ml, y un
tampon de histidina a una concentracién de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 40 mM, especificamente
aproximadamente 30 mM, a un pH de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5, especificamente 5,8, y la
formulacion comprende ademas de aproximadamente un 4% a aproximadamente el 6%, especificamente
aproximadamente 5% (p/v) de sorbitol y, opcionalmente, sin excipientes adicionales como tensioactivos,
aminoacidos y/o NaCl.

Es de entender que ciertos componentes de la composicion puedan intercambiarse con alternativas conocidas en la
técnica. Sin embargo, los expertos en la técnica también entenderan que la inclusion de ciertos componentes
impedira el uso de otros componentes, concentraciones o métodos de preparaciéon de la formulacién, por razones
que incluyen, entre otras, la compatibilidad quimica, el pH, la tonicidad y la estabilidad.

Es beneficioso para la formulacion liquida de la invencion presentar una viscosidad baja y factible que sea adecuada
para la administracion subcutanea, como en un dispositivo listo para usar. La viscosidad de la formulacién de
acuerdo con la invencion es, por lo tanto, preferiblemente inferior a 20 mPa*s a una velocidad de cizallamiento entre
aproximadamente 50 y aproximadamente 1000 [1/s] y a una temperatura de unos 20°C. Mas preferiblemente, la
viscosidad es inferior a 15 mPa*s en las condiciones anteriores.

Como se menciona en el presente documento, esta aplicacion generalmente se relaciona con el descubrimiento de
que la adicion de varias sustancias a una formulacién que comprende los compuestos neutralizadores de GM-CSF
puede reducir la agregacién y/o degradacion/fragmentacién de estos compuestos en una formulacién.
Independientemente de lo que hace que un compuesto neutralizante de GM-CSF en una formulacion se acuse o se
degrade, la adicién de las sustancias como se describe en el presente documento reduce la agregacién /
fragmentacion de los compuestos neutralizantes de GM-CSF en la formulacion. En ciertas realizaciones, la adicion
de una sustancia descrita reduce la agregacion / degradacién en una formulacion causada, por ejemplo, por el
almacenamiento, la exposicién a temperaturas elevadas, la exposicion a la luz, la exposicion a la tensiéon por
cizallamiento, la presencia de tensioactivos, condiciones idnicas y de pH, y cualquier combinacién de los mismos.

Las medidas encontradas por los presentes inventores pueden utilizarse para disminuir la agregacién y/o
degradacién/fragmentacion de los compuestos neutralizantes de GM-CSF formulados, en particular, en forma liquida
y congelada. Por lo tanto, la agregacion/fragmentacién reducida se observa preferentemente en una formulacién
liquida. Se supone que también se puede observar una agregacion/degradacion reducida cuando se almacena
directamente en forma liquida para su uso posterior, se almacena en estado congelado y se descongela antes de su
uso, o se prepara en forma seca, como una forma liofilizada, secada al aire o secada por pulverizacién, para su
posterior reconstituciéon en una forma liquida u otra forma antes de su uso.

Por lo tanto, se prevé que la formulacion descrita en el presente documento pueda ser almacenada por cualquier
método conocido por los expertos en la técnica. Ejemplos no limitantes incluyen enfriamiento, congelacion,
liofilizacion y secado por pulverizacion de la formulacion, prefiriéndose el almacenamiento por enfriamiento.

En algunos casos, las formulaciones proteicas se congelan para su almacenamiento. En consecuencia, es deseable
que la formulacion sea relativamente estable en tales condiciones, incluidos los ciclos de congelacion-
descongelacion. Un método para determinar esta idoneidad de una formulacion consiste en someter a una muestra
de la formulaciéon a al menos una, por ejemplo, una, tres, cinco, siete y hasta diez ciclos de congelacion y
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descongelacion (por ejemplo, una congelacion a aproximadamente -80°C + 10°C durante la noche y descongelacion
rapida a temperatura ambiente o descongelacion lenta en hielo, por ejemplo, durante 6 horas), determinando la
cantidad de especies de bajo peso molecular (LMW) y/o especies de alto peso molecular (HMW) que se acumulan
después de los ciclos de congelacion-descongelacion y comparandola con la cantidad de especies de LMW o
especies de HMW presentes en la muestra antes del procedimiento de congelacién y descongelacién. Un aumento
en las especies de LMW o HMW indica una disminucion de la estabilidad de una proteina almacenada como parte
de la formulacién. La cromatografia liquida de alta resolucion de exclusion por tamafos (SE-HPLC) se puede utilizar
para determinar la presencia de especies de LMW y HMW.

Preferiblemente, las formulaciones proteicas pueden almacenarse como un liquido. En consecuencia, como se
describe en el presente documento, es deseable que la formulacion liquida sea estable en tales condiciones, incluso
a varias temperaturas. Por ejemplo, un método para determinar la idoneidad de una formulacion consiste en
almacenar la formulacién de la muestra a varias temperaturas (como 2-8°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C y
50°C) y monitorizando la cantidad de especies de HMW y/o LMW que se acumulan con el tiempo. Cuanto menores
sean las cantidades de especies de HMW y/o LMW que se acumulen con el tiempo, mejor sera la condicion de
almacenamiento de la formulacién. Ademas, el perfil de carga de la proteina puede ser monitoreado por
cromatografia liquida de alta resolucion (CEX-HPLC) de intercambio cationico. Alternativamente, las formulaciones
se pueden almacenar después de la liofilizacion. Ademas, es deseable que la formulacién sea estable en las
condiciones de tensién por cizallamiento. Un método para determinar la idoneidad de la formulacién consiste en
agitar la formulacién en un recipiente en un agitador, por ejemplo, un agitador vertical, a la temperatura deseada
(como 2-8°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C y 50°C, preferiblemente +5°C + 3°C). El receptor (por ejemplo, un
vial) se puede almacenar en un agitador durante un periodo de tiempo deseado, por ejemplo, hasta 14 dias o mas,
frente a un control que se almacena sin agitar a la misma temperatura. La recopilacién de puntos de datos se puede
llevar a cabo, por ejemplo, después de 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 14 y 14 dias. La cantidad de especies de
bajo peso molecular (LMW) y/o especies de alto peso molecular (HMW) que se acumulan después del
almacenamiento de agitacion se puede determinar y comparar con la cantidad de especies de LMW o especies de
HMW presentes en la muestra no agitada. Un aumento en las especies de LMW o HMW indica una disminucion de
la estabilidad de una proteina almacenada como parte de la formulacion. La cromatografia liquida de alta resolucion
de exclusion por tamafios (SE-HPLC) se puede utilizar para determinar la presencia de especies de LMW y HMW.

En algunos casos, la formulacion se seca por pulverizacion y, luego, se almacena. Para el secado por pulverizacion,
se pulveriza una formulacién liquida en presencia de una corriente de gas seco. El agua se elimina de las gotas de
formulacion en la corriente de gas, lo que da como resultado particulas secas de la formulacion farmacéutica. Los
excipientes pueden incluirse en la formulacion para (i) proteger la proteina durante la deshidrataciéon por secado por
pulverizacién, (ii) proteger la proteina durante el almacenamiento después del secado por pulverizacion, y/o iii) dar a
la solucion propiedades adecuadas para la aerosolizacion. El método es similar al descrito anteriormente para la
congelacién, excepto que la formulacion de la muestra se seca por pulverizacién en lugar de congelarse, se
reconstituye en un diluyente, y la formulacién reconstituida se prueba para detectar la presencia de especies de
LMW y/o especies de HMW. Un aumento de las especies de LMW o HMW en la muestra secada por pulverizacion
en comparacion con una formulacion de muestra correspondiente que no fue liofilizada indica una disminucién de la
estabilidad en la muestra secada por pulverizacion.

El término "liofilizado" incluye un estado de una sustancia que ha sido sometida a un procedimiento de secado como
la liofilizacién, donde al menos el 90% preferiblemente 95%, mas preferiblemente el 98% de la humedad se ha
eliminado. En consecuencia, el término "liofilizacién", tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
procedimiento por el cual el material a secar se congela primero seguido de la eliminacion del hielo o del disolvente
congelado por sublimacién en un entorno al vacio. Un excipiente (por ejemplo, el lioprotector) puede incluirse en las
formulaciones que deben ser liofilizadas con el fin de mejorar la estabilidad del producto liofilizado en el momento del
almacenamiento. La expresion "formulacién reconstituida”, tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere
a una formulaciéon que ha sido preparada disolviendo una formulaciéon de proteina liofilizada en un diluyente de tal
manera que el compuesto neutralizante de GM-CSF se dispersa en el diluyente.

El término "diluyente”, tal y como se utiliza en el presente documento, es una sustancia que es farmacéuticamente
aceptable (segura y no téxica para su administracién a un ser humano) y que es Util para la preparacion de una
formulacion liquida, como una formulacion reconstituida después de la liofilizacion. Ejemplos no limitantes de
diluyentes incluyen agua estéril, agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), una solucién de pH tamponada (por
ejemplo, una solucién salina de fosfato), solucion salina estéril, solucion de Ringer, solucién de dextrosa o
soluciones acuosas de sales y/o tampones.

En otro aspecto de la invencién, la formulaciéon se disefia para su uso en terapias. En consecuencia, la invencion
prevé una composicion farmacéutica (o medicamento) que comprende la formulaciéon descrita en el presente
documento.

En otra realizacion mas, la invencién proporciona un método de tratamiento a un sujeto que comprende administrar
una cantidad terapéuticamente efectiva de la formulacion descrita en el presente documento, en la que el sujeto
tiene una enfermedad o trastorno que puede ser tratado beneficiosamente con un compuesto neutralizante de GM-
CSF.
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Preferiblemente, la formulacion descrita en el presente documento se aplica en la profilaxis y/o el tratamiento de una
enfermedad que puede prevenirse y/o tratarse y/o mejorarse con compuestos neutralizantes de GM-CSF.

El término "sujeto" pretende incluir organismos vivos. Ejemplos de sujetos incluyen mamiferos, por ejemplo,
humanos, perros, vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, gatos, ratones, conejos, ratas y animales transgénicos no
humanos. En las realizaciones preferidas de la invencion, el sujeto es un ser humano.

La expresion "dosis efectiva" o "dosificacién efectiva" se define como una cantidad suficiente para lograr o, al menos
parcialmente, lograr el efecto deseado. La expresién "dosis terapéuticamente efectiva" se define como una cantidad
suficiente para curar o, al menos parcialmente, detener la enfermedad y sus complicaciones en un paciente que ya
ha padecido la enfermedad. Las cantidades efectivas para este uso dependeran de la gravedad de la condicion
médica y del estado general del propio sistema inmunolégico del sujeto. El término "paciente" incluye sujetos
humanos y otros mamiferos que reciben tratamiento profilactico o terapéutico.

La dosis adecuada, o cantidad terapéuticamente eficaz, de la formulacion dependera de la condicién a tratar, la
gravedad de la condicién antes del tratamiento, y la historia clinica del paciente y la respuesta al agente terapéutico.
La dosis adecuada se puede ajustar de acuerdo con el criterio del médico asistente de tal manera que se puede
administrar al paciente una vez o en una serie de administraciones. La composicion farmacéutica se puede
administrar como un Unico agente terapéutico o en combinacién con terapias adicionales segun sea necesario.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencidn son particularmente Utiles para la administracién parenteral, es
decir, por via subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraarticular y/o intrasinovial, en la que se prefiere la
administracion subcutédnea. La administracién parenteral se puede llevar a cabo mediante inyeccién de bolo o
perfusion continua.

Las composiciones farmacéuticas inyectables pueden presentarse en forma de dosis unitaria, por ejemplo, en
ampollas o en envases multidosis, con otro conservante. Ademas, se han desarrollado varios enfoques recientes de
administracion de medicamentos y las composiciones farmacéuticas de la presente invencién son adecuadas para la
administracion utilizando estos nuevos métodos, por ejemplo, Inject-ease, Genject, lapices inyectores como Genen,
y dispositivos sin aguja como MediJector y Biodector. La presente composicion farmacéutica también se puede
adaptar para los métodos de administracién aun por descubrir. Véase también Langer, 1990, Science, 249: 1527-
1533.

Las composiciones farmacéuticas liofilizadas pueden presentarse preferentemente en un vial que contenga el
ingrediente activo. En una realizacién, las composiciones farmacéuticas comprenden ademas una solucioén para la
reconstruccion.

La composicién farmacéutica puede comprender ademas otros componentes farmacéuticamente aceptables. Otros
vehiculos, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente aceptables, como los descritos en la 16a edicién del
manual Remington Pharmaceutical Sciences, Osol, A. Ed. (1980), también pueden incluirse en una formulacion
proteica como la descrita en el presente documento, siempre que no afecte negativamente a las caracteristicas
deseadas de la formulacion. Tal y como se utiliza en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente
aceptable” significa todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y de retraso de la absorcion, compatibles con la administracién
farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es habitual en la técnica.
Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores en las dosis y
concentraciones empleadas e incluyen: modificadores de la tonicidad; agentes tamponantes adicionales;
conservantes; co-disolventes; antioxidantes, incluyendo &cido ascérbico y metionina; agentes quelantes como el
EDTA; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); polimeros biodegradables, como los
poliésteres; contraiones formadores de sal, como alcoholes de sodio, de azucar polihidricos; aminoacidos, como
alanina, glicina, asparagina, 2-fenilalanina, y treonina; azicares o alcoholes de azicar, como lactitol, estaquiosa,
manosa, sorbosa, xilosa, ribosa, ribitol, mioinisitosa, mioinisitol, galactosa, galactitol, glicerol, ciclitoles (por ejemplo,
inositol), polietilglicol; agentes reductores que contienen azufre, como glutation, acido tiéctico, tioglicolato de sodio,
tioglicerol, [alfa]-monotioglicerol y tio-sulfato de sodio; proteinas de bajo peso molecular, como albimina sérica
humana, albimina sérica bovina, gelatina u otras inmunoglobulinas; y polimeros hidréfilos, como la
polivinilpirrolidona.

Las formulaciones descritas en este documento son Utiles como composiciones farmacéuticas en el tratamiento y/o
prevencion y/o mejora de una enfermedad, o trastorno en un paciente necesitado de las mismas. El término
"tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o preventivas. El tratamiento
incluye la aplicacién o administracion de la formulacién al cuerpo, un tejido aislado o una célula de un paciente que
tenga una enfermedad/trastorno, un sintoma de una enfermedad/trastorno, o una predisposicion hacia una
enfermedad/trastorno, con el propédsito de curar, sanar, aliviar, alterar, remediar, mejorar, potenciar o afectar a la
enfermedad, el sintoma de la enfermedad o la predisposicién hacia la enfermedad.

Aquellos que "necesitan tratamiento” incluyen a los que ya estan con el trastorno, asi como aquellos en los que se
debe prevenir el trastorno. El término "trastorno” es cualquier condicién que se beneficiaria del tratamiento con la
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formulacion proteica descrita en este documento. Esto incluye trastornos cronicos y agudos o enfermedades,
incluidas aquellas afecciones patolégicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestién. Ejemplos no
limitativos de trastornos a tratar en este documento incluyen los trastornos inflamatorios y autoinmunes,
preferiblemente incluyendo trastornos alérgicos y psoridsicos, asi como trastornos artriticos y asmaticos, p. €j.,
artritis, artritis reumatoide (AR), encefalitis autoinmune, psoriasis, esclerosis multiple, enfermedad pulmonar como el
asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS);
enfermedad de Crohn, fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), uveitis,
degeneracion macular, colitis, degeneracién Walleriana, sindrome antifosfolipido (APS), sindrome coronario agudo,
restinosis, aterosclerosis, policondritis recidivante (RP), hepatitis aguda o crénica, implantes ortopédicos fallidos,
glomerulonefritis, lupus, dermatitis atdpica y dolor inflamatorio, artritico y osteoartritico.

Un trastorno alérgico es cualquier trastorno causado por alguna alergia o reaccién alérgica. Una alergia es un
trastorno de hipersensibilidad del sistema inmunitario. Se produce cuando el sistema inmunitario de una persona
reacciona, o reacciona exageradamente, a sustancias extranas normalmente inofensivas (alérgenos), como
alimentos, polen, mohos, polvo de la casa, pelo de animales, acaros del polvo.

La psoriasis es una enfermedad autoinmune que afecta principalmente a la piel. El ciclo de crecimiento de las
células de la piel se acelera debido a sefiales erréneas enviadas por el sistema inmunitario. Hay cinco tipos de
psoriasis: en placas, guttata, inversa, pustulosa y eritrodérmica. La forma mas comun, la psoriasis en placas,
aparece comunmente como tonos rojizos y blanquecinos de manchas escamosas que aparecen en la primera capa
superior de la epidermis (piel). Algunos pacientes, sin embargo, no padecen de signos o sintomas dermatoldgicos.
El trastorno es una afeccién recurrente cronica que varia en su gravedad desde manchas localizadas menores hasta
una cobertura corporal completa. Las ufias de las manos y las uias de los pies se ven frecuentemente afectadas
(distrofia psoriasica de las ufias) y pueden ser vistas como un signo aislado. La psoriasis también puede causar
inflamacion de las articulaciones; lo que se conoce como artritis psoriasica.

La artritis es una forma de trastorno articular que implica inflamacién de una o mas articulaciones. Hay mas de 100
formas de artritis. La forma mas comun, la osteoartritis (enfermedad articular degenerativa), es el resultado de un
traumatismo en las articulaciones, infeccion de las articulaciones o edad. Otras formas de artritis son la artritis
reumatoide, la artritis psoriasica y otras enfermedades autoinmunes relacionadas. La artritis séptica esta causada
por una infeccion de las articulaciones.

El asma es un trastorno inflamatorio crénico comudn de las vias respiratorias en el que muchas células y elementos
celulares desempefan un papel. El asma se asocia con la hipersensibilidad en las vias respiratorias que conduce a
episodios recurrentes de sibilancias, tos, opresién en el pecho y dificultad para respirar. Estos episodios
generalmente se asocian con una obstruccion generalizada, pero variable del flujo de aire dentro del pulmdn que a
menudo es reversible, ya sea espontaneamente o con tratamiento. El asma se puede clasificar segun la frecuencia
de los sintomas, el volumen espiratorio forzado en un segundo y el caudal espiratorio maximo. El asma también
puede clasificarse como atépico (extrinseco) o no atépico (intrinseco).

Ademas de los compuestos neutralizantes de GM-CSF, la composicién farmacéutica de la invencion puede
comprender agentes terapéuticos o bioldgicamente activos adicionales. Por ejemplo, pueden estar presentes
factores terapéuticos Utiles en el tratamiento de una indicacion particular como la osteoartritis (por ejemplo, uno o
mas inhibidores que estan involucrados en la destruccion del cartilago articular o componentes sinoviales
seleccionados, pero no se limita a antimetaloproteinasas, compuestos de ciclina, antagonistas de la citoquina,
corticosteroides, inhibidores del TNF, inhibidores de IL, sustancias anti-angiogénicas, inhibidores de la agrecanasa,
inhibidores de la quinasa p38, inhibidores de la apoptosis, inhibidores de la hialuronidasa e inhibidores de las
enzimas proteoliticas). Factores que controlan la inflamacion, incluyendo infliximab, etanercerpt, adalimulab,
nerelimonmab, lenercerpt, etc., o sus combinaciones, pueden ser parte de la composicion. También se prevé que la
composicién farmacéutica pueda incluir componentes de la matriz extracelular como el &cido hialurénico o un
derivado del mismo, incluyendo sales, derivados de éster, éster interior y sulfatados, preferiblemente un éster parcial
del &cido hialurdnico.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un kit (o articulo de fabricacién) o envase, que contiene una
formulacion de la invencién. La formulacion puede preferentemente ya estar en estado liquido. Sin embargo,
alternativamente, puede estar preferiblemente en un estado liofilizado. También puede estar en un estado
congelado, liofilizado, o secado por pulverizacion. En consecuencia, si la formulacién esta en estado distinto del
liquido, puede ser preparado por el practicante como una composicion farmacéutica acuosa (liquida). Por ejemplo, la
formulacion puede ser liofilizada y para luego tener que ser reconstituida. En consecuencia, el kit puede comprender
ademas medios para la reconstitucion de una formulacion congelada, liofilizada, o secada por pulverizacion y/o
medios para diluir la formulacién y/o medios para administrar la formulacién o composicién farmacéutica,
respectivamente, como una jeringa, una bomba, un infusor, una aguja o similares. El kit puede comprender uno o
mas viales que contengan la formulacién de la invencion. El kit también puede ir acompanado de instrucciones de
uso.

Por lo tanto, se proporciona un articulo de fabricacion que contiene una formulacion descrita en el presente
documento vy, preferiblemente, proporciona instrucciones para su uso. El articulo de fabricacién comprende un
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recipiente adecuado para contener la formulacion. Los envases adecuados incluyen, entre otros, frascos, viales (por
ejemplo, viales de doble camara), jeringas (por ejemplo, jeringas de camara simple o doble), tubos de ensayo,
nebulizadores, inhaladores (p. ej., inhaladores de dosis medidas o inhaladores de polvo seco) o depositos. El
recipiente se puede formar a partir de una variedad de materiales, como vidrio, metal o plastico (por ejemplo,
policarbonato, poliestireno, polipropileno, poliolefina). El recipiente contiene la formulacién, y la etiqueta en el
recipiente, o adjunta a éste, puede indicar instrucciones para su reconstitucion y / o uso. La etiqueta puede indicar
ademas que la formulaciéon sea util o que esté destinada a una administracién subcuténea. El recipiente que
contiene la formulaciéon puede ser un vial multiusos, lo que permite administraciones repetidas (por ejemplo, de 2-6
administraciones) de la formulacion. El articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo recipiente que
comprenda un diluyente adecuado (por ejemplo, WFI, 0,9% de NaCl, BWFI, solucién salina tamponada de fosfato).
Cuando el articulo de fabricacion comprende una version liofilizada de una formulacién del compuesto neutralizante
de GM-CSF, la mezcla de un diluyente con la formulacion liofilizada proporcionara una concentracién de proteina
final deseada en la formulacion reconstituida. El articulo de fabricacion puede incluir ademas otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluidos otros tampones, diluyentes, filtros, agujas,
jeringas y prospectos de los envases con las correspondientes instrucciones de uso.

También se incluyen en la presente descripcion dispositivos que pueden utilizarse para suministrar la formulacién de
la presente descripcion. Ejemplos de estos dispositivos incluyen, entre otros, una jeringa, un lapiz dosificador, un
implante, un dispositivo de inyeccidn sin agujas, un dispositivo de inhalaciéon y un parche.

La invencién se ilustra ademas con figuras y ejemplos que son meramente ilustrativos y que no se construyen como
una limitacion del alcance de la presente invencién. Las figuras muestran:

Figura 1: Efecto del tiempo de almacenamiento, temperatura de almacenamiento y concentracién de proteinas en el
nivel de monémero del anticuerpo anti-GM-CSF.

Figura 2: Diagrama de Pareto del efecto estandarizado con la osmolalidad [mOsmol/kg] como variable.
Los siguientes Ejemplos llustran la presente invencién.
Ejemplo 1: Materiales

Los siguientes ejemplos se llevaron a cabo con un anticuerpo monoclonal IgG1 humano (en lo siguiente denominado
"el anticuerpo”) que se une y neutraliza con alta afinidad y especificidad el GM-CSF humano y que se describe en el
documento WO 2006/111353. Su generaciéon se describe en el Ejemplo 2 del documento WO 2006/111353. Mas
especificamente, el anticuerpo comprende las secuencias de la cadena ligera y la cadena pesada de CDR, como se
muestra en las SEQ ID NO: 16, 17, 18, 14, 15y 2. Estas secuencias CDR se componen del dominio variable de la
cadena pesada y la ligera, respectivamente, que se muestran en las SEQ ID NO: 34 y 35, respectivamente. GM-CSF
se produce de manera aberrante y sobreproducida en una multitud de enfermedades humanas proinflamatorias y
autoinmunes, y se ha encontrado que la adicion de GM-CSF recombinante agrava dichas enfermedades. Las
posibles indicaciones patoldgicas para el tratamiento con un anticuerpo neutralizante de GM-CSF incluyen la artritis
reumatoide (AR), el asma y otras formas de inflamacién pulmonar, la esclerosis mdltiple (EM) y la psoriasis.

El anticuerpo fue producido en un biorreactor usando un medio sin suero y proteinas. El indculo para la produccion
fermentada se preparé a partir de un solo vial del clon productor del anticuerpo. Una vez completados los procesos
de fermentacion, la recuperacién que contiene el anticuerpo secretado es procesado por filtracién para separar las
células y los restos del sobrenadante. La purificacién de la recuperacién se basa en enfoques cromatograficos
comunes para reducir los HCP, ADN y potenciales virus. Una etapa de inactivacién integral del virus fue una parte
adicional del proceso posterior. Para producir la formulacion, se realizd una etapa de concentracién e intercambio de
tampon.

Ejemplo 2: Métodos de prueba

Fue establecida la Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento de Exclusion por Tamafos (SE-HPLC) para
determinar el grado de agregacion del anticuerpo (HPLC: Agilent 1100 Chemstation; columna: Tosoh Biosep TSKgel
G4000SWXL). El método SE-HPLC se calific6 mediante la realizacién de una prueba de intervalo de nueve puntos,
a partir de la cual la precision (seis inyecciones por réplica) y la linealidad (curvas estandar triplicadas) se
determinaron y probaron. Todos los ensayos se realizaron usando 100 mM de KH2PQO4, 200 mM de Na2SOs, pH 6,6
como tampon de operacion.

Se establecié el método de la resonancia de plasmén de superficie (SPR) para determinar el grado de actividad de
unién de los anticuerpos frente al GM-CSF inmovilizado (Biacore 3000 / CHIP sensor CM5 / tamp6n de operacion
HBS-EP). El método SPR se calificé mediante la realizacién de una prueba de intervalos de nueve puntos, a partir
del cual fueron determinadas y probadas la precision (seis inyecciones por réplica) y la linealidad (curvas estandar
por triplicado).

Se realiz6 una SDS-PAGE de reduccion y de no reduccién para la deteccion de los productos de degradacion
(fragmentos) y los agregados del anticuerpo.
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Ejemplo 3: Efecto del estrés por pH y temperatura

Fue realizado un estudio para evaluar la estabilidad del anticuerpo en un tampoén de seleccion de baja fuerza idnico
(LISSB: glicina 2 mM, 2 mM de acido citrico, 2 mM de HEPES, 2 mM de MES, y 2 mM de Tris) a valores de pH que
iban de 3 a 10. Las muestras de anticuerpos se almacenaron en las soluciones respectivas a 55°C durante un
periodo de 14 dias. A los TO, T7 y T14 (dias) las muestras fueron analizadas. El andlisis SPR indicé que el
anticuerpo era mas estable a pH 4-7. Cuando se analizaba por SE-HPLC el monémero del anticuerpo se encontré
que era mas estable a pH 4-6 (T14). Ambas SDS-PAGE no reductora y reductora de las muestras T14 muestran
solamente una formacién minima de productos de degradacion y agregados a pH 4-6.

Ejemplo 4: Efecto del estrés por fuerza ionica y temperatura

Se realiz6 un estudio para evaluar la estabilidad del anticuerpo en el tampén de cribado de baja fuerza iénica
(LISSB) en presencia de 0, 10, 100 y 500 mM de NaCl. Las muestras de anticuerpo se dializaron en soluciones de
LISSB (pH 4,5 y pH 7,5) con mas NaCl a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml y se almacen6 a 55°C
durante un periodo de 14 dias. A TO, T7 y T14 (dias) fueron analizadas las muestras por SE-HPLC y SPR.

Los estudios HPLC y SPR indican que la adicion de sales deteriora la estabilidad del anticuerpo y que el efecto es
mas pronunciado a pH 4,5 que a pH 7,5. Ademas, los datos HPLC muestran que la desestabilizacion del anticuerpo
con concentraciones elevadas de sal (=100 mM) a pH 4,5 da como resultado principalmente la acumulacién de
agregados del anticuerpo. A pH 7,5, la desestabilizacion del anticuerpo a concentraciones elevadas de sal (500 mM)
principalmente da como resultado la acumulacion de los productos de degradacién del anticuerpo. En LISSB a pH
4,5; NaCl 500 mM, el nivel de precipitacion (T7 y T14) del anticuerpo fue muy alto.

Ejemplo 5: Efecto de los tampones

Se realizd un estudio para evaluar la estabilidad del anticuerpo en varios tampones a pH 5-7. Las muestras de
anticuerpos se dializaron en soluciones de tampon citrato 20 mM a pH 5, 6 y 7; tampén fosfato 20 mM, pH 6 y pH 7;
tampon succinato 20 mM, pH 6 y pH 7, tampon histidina 20 mM, pH 6 y pH 7; y tampon acetato 20 mM, pH 5y pH 6
a una concentracién de aproximadamente 1 mg/ml y se almacen6 a 55°C durante un periodo de 14 dias. ATO, T7 y
T14 (dias) las muestras fueron analizadas por SE-HPLC, SPR, y SDS-PAGE reductora y no reductora.

El estudio SPR, los datos de monémero HPLC y agregado y la SDS-PAGE reductora y no reductora indican que el
anticuerpo es mas estable en tampén acetato pH 5, tamp6n histidina pH 6 y tampdn citrato pH 5, 6 y 7 (datos T14).

Ejemplo 6: Efecto de los aminoédcidos

Se realizé un estudio para evaluar la estabilidad del anticuerpo en tamp6n de seleccion a baja fuerza iénica (LISSB)
con la adicion de diferentes amino&cidos. Fueron almacenadas muestras de anticuerpo en la disoluciéon a pH 6 con
250 mM de los aminodcidos respectivos a 55°C durante un periodo de 14 dias. A TO, T7 y T14 (dias) las muestras
se analizaron. El estudio SPR indica un efecto ligeramente estabilizador especialmente de &cido glutamico, trionina,
lisina y valina (T14). Los datos HPLC indican un efecto estabilizador y significativo del &cido glutamico, treonina y
alanina resultante en aproximadamente 2-3% mas de monémero intacto y aproximadamente 30%, 31% y 20%
menos de agregados, respectivamente, en comparacion con la referencia a cuando no se afiade ningin aminoacido.

Ejemplo 7: Efecto de azlcares y tensioactivos

Se realizd un estudio para evaluar la estabilidad del anticuerpo en el tampén de seleccion de baja fuerza iénica
(LISSB) con la adicién de varios azlucares o tensioactivos. Las muestras de anticuerpo fueron dializadas en
soluciones de LISSB a pH 6,0 a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml con un 6% adicional (p/v) de
azucares (D-manitol, D-sorbitol, sacarosa D-manosa, D-maltosa, D-trehalosa, D-glucosa), 0,05% (v/v) de Tween 20
0 0,02% (v/v) de Tween 80, y se almacenaron a 55°C durante un periodo de 14 dias. A TO, T7 y T14 (dias) las
muestras fueron analizadas por SE-HPLC, SPR y SDS-PAGE reductora y no reductora.

Los estudios SPR y HPLC indican que D-sorbitol y D-manitol mejoran la estabilidad del anticuerpo en
aproximadamente 20% / 3% (datos SPR/HPLC, T14) y 14% / 4% (datos SPR/HPLC, T14), respectivamente. La
trehalosa y la sacarosa tienen peores efectos en un 7% / 0,7% (SPR/HPLC, T14) y 6% / 2% (SPR/HPLC, T14),
respectivamente. Ademas los datos de HPLC indican que D-sorbitol y D-manitol reducen la formacién de los
agregados de anticuerpos en un 43% y un 50%, respectivamente, lo que también esta respaldado por los datos
obtenidos por SDS-PAGE. Ninguno de los Tween 20 al 0,05% (v/v) ni Tween 80 al 0,02% (v/v) parecia mejorar la
estabilidad del anticuerpo.

Ejemplo 8: Efecto de combinaciones de tampones, amino&cidos y azucares

En base a estudios previos, se realizé un estudio para evaluar la estabilidad de 1 mg/ml del anticuerpo formulado en
combinaciones de tampones, aminodcidos y azucares. Los estudios anteriores indicaron efectos estabilizadores de:
acetato 20 mm pH 5; histidina 20 mm pH 6; acido glutamico 250 mM; treonina 250 mm, 6% (p/v) de sorbitol y 6%
(p/v) de manitol. El anticuerpo fue formulado a una concentraciéon de 5,4 mg/ml en soluciones de combinaciones de
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tampon 20 mM, aminoéacido 250 mm y 6% (v/v) de azicar como se indica en la Tabla 1, y se almacen6 a 55°C
durante un periodo de 14 dias. El anticuerpo en 1xpbs fue incluido como control. A TO, T7 y T14 (dias), las muestras
fueron analizadas por SE-HPLC y SPR.

Ademas, se analizaron las muestras a TO que comprendian el anticuerpo (5,4 mg/ml) a 1xPBS para determinar la
capacidad de congelacion y descongelacién. Los viales de almacenamiento se congelaron lentamente a -20°C en el
congelador. Después de completar la congelacién, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente. Este
procedimiento se repitié6 hasta que se hubieron completado cinco ciclos de congelacion y descongelacién. Cada
muestra fue examinada para la recuperacién SPR y SE-HPLC después de dos y cinco ciclos.

Tabla 1: Combinacién de tampones, azlicares y aminoacidos (Ac = tampén acetato; His = tampon histidina; M =
manitol; S = sorbitol)

Muestra 1/2|3|4|5|6(7|8|9|10(11 (12|13 |14 |15 |16 | 17
Ac | X | X X | X XX [ X | X

Tampdn
His X | X X | X X | X | X | X
Glu | X X X | X X | X

Aminoacido 1xPBS
Thr X X X | X X | X
M X X X X X X

Azlcar
S X X X X X X

Los datos SPR muestran que las actividades de union en las muestras 5-16 a T14/55°C son >93% respecto a TO.
Para el anticuerpo en 1xPBS (muestra 17) y muestras 1-4 (todas sin manitol o sorbitol), los nimeros son 62%, 19%,
26%, 91% y 85%, respectivamente. Los datos SPR, por lo tanto, indican que la adicién de manitol o sorbitol mejora
la estabilidad de la actividad de uni6on. Ademas, las muestras 1-4 aparecian amarillentas a T7 y T14 indicando
oxidacion. Los datos de SE-HPLC muestran que los niveles mas bajo de agregados (3,5% - 5,6%) y productos de
degradacién (4,2% - 5,4%) se encuentran en las muestras 5-8, 11-12 y 15-16 (datos T14/55°C), apoyando el efecto
estabilizador del manitol y el sorbitol en el mondémero del anticuerpo e indicando un posible efecto menor al ahadir
treonina 250 mM. El efecto de la treonina es, sin embargo, al menos minimamente juzgado por los niveles de
monomeros encontrados en las muestras 5-8, 11-12'y 15-16 (91,2%, 89,8%, 91,5%, 90,8% , 89,8%, 89,0%, 91,4% y
90,9%, respectivamente) -para la muestra 17 (PBS) el numero es 80,3% (datos T14/55°C). No tuvo ningun efecto
negativo 250 mM de &cido glutdmico junto con sorbitol o manitol en la estabilidad del mondémero del anticuerpo,
especialmente en el tampdn acetato. En conclusion, el mondémero del anticuerpo parece ser el mas estable en
combinacion del tampon acetato 20 mM, a pH 5 o tampdn histidina 20 mM a pH 6 y 6% (p/v) de sorbitol o manitol al
6% (p/v).

Los datos SE-HPLC de los experimentos de congelacion/descongelacion indican un efecto superior menor del
sorbitol respecto al manitol en la estabilizacién del monémero del anticuerpo. En las muestras 6 y 8, el contenido de
monomeros es del 98,6% y del 98,4%, respectivamente, después de 5 rondas de congelacién/descongelacién en
comparacioén con el contenido de monémeros en las muestras 5y 7 del 96,9% y 96,0%.

Ejemplo 9: Efecto de las combinaciones de histidina o acetato, sorbitol o manitol, y Tween 20 o Tween 80

Sobre la base de los datos de estabilidad de los estudios anteriores (que muestran un efecto estabilizador en
particular de acetato 20 mM pH 5, 20 mM de histidina pH 6, 6% (p/v) de sorbitol y 6% (p/v) de manitol), se realizd un
nuevo estudio para evaluar la estabilidad de 10 mg/ml del anticuerpo formulado en combinaciones de tampones de
histidina o acetato, sorbitol 0 manitol, y Tween 20 o Tween 80. Debido a las concentraciones del anticuerpo a 10
mg/ml, también se prob6 la adicion de 0,02% (p/v) de Tween 20 y 0,02% (p/v) de Tween 80 para determinar su
efecto sobre la agregacion.

El anticuerpo se formuld a una concentracién de 10 mg/ml en soluciones de tampén de acetato de 20 mM pH 5,0 o
20 mM de tampén de histidina pH 6,0 y con los aditivos indicados en la Tabla 2, y se almacené a 55°C durante un
periodo de 14 dias. A T0O, T7 y T14 (dias), las muestras fueron analizadas por SE-HPLC y SPR.

Ademas, se analizaron muestras de anticuerpos para detectar la capacidad de congelacién y descongelacién. El
anticuerpo se congel6 lentamente a una concentracion de 10 mg/ml a 20°C en el congelador. Una vez completada la
congelacién, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente. Este procedimiento se repitié hasta que se
hubieron completado tres y/o cinco ciclos de congelacién y descongelacién. Cada muestra se examind para
determinar la recuperacion de SPR y SE-HPLC después de tres y/o cinco ciclos de congelacion y descongelacion.
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Tabla 2: Combinacién de tampones, azucares y detergentes (Ac = tamp6n acetato; His= tampdn histidina; M =
manitol; S = sorbitol; T20 = Tween 20; T80 = Tween 80)

Muestra 112 |3|4|5|6|7|8|9(10]11]12
Ac | X | X X[ X|X]|X
Tampén
His X | X X|X | X | X
M X X X | X X | X
Azucar
S X X X | X X | X
T20 X X X X
Detergente
T80 X X X X

Los datos de HPLC mostraron claramente que 0,02% (p/v) de Tween 20 y 0,02% (p/v) de Tween 80 tenia un efecto
negativo en la estabilidad del monémero del anticuerpo. Después de 14 dias de almacenamiento a 55°C, se quedd
aproximadamente un 89-90% de monomero del anticuerpo formulado sin detergentes y se quedo6 aproximadamente
un 83-88% de mondmero del anticuerpo formulado con detergentes anadidos. La pérdida de mondmero del
anticuerpo esta causando principalmente niveles mas altos de agregados de anticuerpos (aproximadamente 7,6%-
10,3%) cuando se afiaden detergentes. Sin Tween 20 y Tween 80, los agregados de anticuerpos constituyen
aproximadamente 5,2%-6,4%. Aunque la diferencia entre el acetato y la histidina como sistema tampdn es menor, la
histidina parece al menos tan buena como el acetato.

Los experimentos de congelacion y descongelacion indican que no hay al menos ningun efecto positivo de los
detergentes en el nivel del monémero del anticuerpo después de cinco rondas de congelacion y descongelacion. Sin
embargo, el monémero del anticuerpo es mas estable cuando se afiade un 6% (p/v) de sorbitol a la formulacién en
comparacion con el 6% (p/v) de manitol. Con el manitol afadido, el monémero del anticuerpo se agrega en un grado
mas alto después de cinco rondas de congelacion y descongelacion. Los datos de HPLC del experimento de
congelacién y descongelacion no muestran ninguna diferencia entre el uso de acetato e histidina.

En conclusion, una preformulacién que contiene 20 mM de histidina, pH 6,0 y 6% (p/v) sorbitol parece 6ptima para la
estabilidad del monémero del anticuerpo.

Ejemplo 10: Evaluacion de la estabilidad a corto plazo de una pre-formulacion de histidina 20 mM, 6% (p/v) de D-
sorbitol

En base a la identificacion de 20 mM de histidina a pH 6,0 y 6% (p/v) de sorbitol como preformulacién 6ptima, se
realizé una prueba de estabilidad a corto plazo para evaluar esta preformulacién a concentraciones mas altas del
anticuerpo.

El anticuerpo fue formulado en la solucién anterior a concentraciones de aproximadamente 22, 36, 42, 83 y 118
mg/ml. El anticuerpo formulado se almacené a 5°C y 25°C durante un periodo de hasta 4 semanas. A T0, T14y T28
(dias), las muestras fueron analizadas por SE-HPLC.

Los datos de SE-HPLC muestran claramente que el anticuerpo es estable a 20 mM de histidina pH 6,0, 6% (p/v)
sorbitol. La concentracion del mondmero del anticuerpo detectada después de 28 dias de almacenamiento a 5°C o
25°C siempre fue superior al 97%, con la excepcién de la mayor concentracion de anticuerpos probada (118 mg/ml)
a 25°C, donde la concentracién del monémero del anticuerpo fue de aproximadamente el 96,5%. Los resultados se
muestran en la FIG. 1.

Ejemplo 11: Ajuste fino de los excipientes finales

En base a los datos generados en los experimentos anteriores, el sorbitol y la histidina se han elegido para
estabilizar el anticuerpo. En el siguiente paso, la cantidad de excipientes, asi como el valor de pH se ajustaron para
concentraciones de anticuerpos entre 10 y 100 mg/ml utilizando el "Disefio del Experimento” (DOE), incluyendo 3
puntos centrales y dando como resultado 30 repasos individuales. El plan experimental aleatorizado se llevé a cabo
con los siguientes parametros:

Anticuerpo: 10-55-100 mg/ml
pH: 5-6-7
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Histidina: 10-30-50 mM
Sorbitol: 2-6-10% (p/v)

Para permitir una evaluacién a corto plazo, las muestras se estresaron en condiciones aceleradas de 50°C durante
14 dias. Ademas, se realizaron tres ciclos de descongelacién (-20°C) para reproducir las condiciones en
almacenamiento del anticuerpo.

Resultados:

Se determiné que la osmolalidad aseguraba las condiciones fisiologicas para la formulacion. Para una aplicacion i.v.
0 s.c. del anticuerpo, una osmolalidad entre 250 y 450 mOsmol/kg es un intervalo aceptable. Como se muestra en la
FIG. 2, la osmolalidad se controla principalmente por la cantidad de sorbitol en la formulacién. Tanto la histidina a
concentraciones bajas (10-50 mM) como el propio anticuerpo sélo tienen efectos minimos sobre la osmolalidad.

La dependencia de la osmolalidad en la concentracion de sorbitol e histidina se puede representar en una
transferencia de contorno. Esta transferencia muestra que para mantener la osmolalidad en el intervalo fisiologico,
es necesaria una concentracion entre el 3% y el 7% (p/v) de sorbitol. Los datos generados aluden a una
concentracién éptima de sorbitol de aproximadamente 6%, lo que resulta en un valor de osmolalidad bastante alto
(>400 mOsmol/kg). Dado que una cierta reduccién del sorbitol no afecta a la estabilidad del anticuerpo, la
concentracién de sorbitol puede reducirse al 5% para alcanzar una osmolalidad de unos 350 mOsmol/kg y, por lo
tanto, para aumentar la conveniencia para el paciente.

La concentracion éptima de histidina se establecié en 30 mM en funcién de los datos generados. En un intervalo de
concentracién entre 10 mM y 50 mM de histidina, no se detectd ningun impacto en la agregacion o fragmentacion,
medido por HP-SEC.

La agregacion del anticuerpo depende principalmente de la concentracion. El aumento de las concentraciones de
anticuerpo da como resultado un mayor nivel de agregado y un aumento de los valores de claridad durante la
congelacién/descongelacién y en condiciones de tensién de temperatura acelerada. Ademas, el valor de pH afecta al
contenido del mondmero del anticuerpo. Mientras que la tensién acelerada a pH<6 conduce a una mayor
fragmentacion del anticuerpo, la estabilidad durante la congelacion/descongelacion no se ve afectada, sino que se
observa una estabilidad ligeramente mejor. A valores de pH de pH>6, tanto para la temperatura acelerada como
para el tratamiento de congelacion/descongelacion, el contenido reducido de mondémero podria medirse mediante
HP-SEC y andlisis de claridad. Con el fin de equilibrar los efectos contrarios, un pH de 5,8 parece ser mas adecuado
para la formulacion de anticuerpos.

Esto dio como resultado una formulacién con los siguientes pardmetros:

Anticuerpo 10 mg/ml-55 mg/ml-100 mg/ml
D-sorbitol 5% (p/v)

Tampédn de L-histidina 30 mM (monohidrato de hidrocloruro)
pH 5,8 (ajustado con hidréxido sodico 2M)

Las condiciones o parametros de esta composicion también se pueden transmitir a una composiciéon con mayores
concentraciones de anticuerpos, como se mostrard en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 12: Estudios de estabilidad
a) Estudios a largo plazo

El estudio fue disefiado para un periodo de prueba de hasta 60 meses. Durante este periodo, se almacenaron
muestras de anticuerpos a +5°C+3°C en viales de vidrio DIN R2. Ademas, se realizé un estudio acelerado a +25°C +
2°C y un estudio del estrés a +40°C+2°C en viales de vidrio DIN R2 durante un maximo de 12 y 6 meses,
respectivamente. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando el anticuerpo a una concentracién de 106 mg/ml y 145
mg/ml, en una formulacién con monohidrocloruro de histidina de 30 mM y sorbitol al 5% (p/v) a pH 5,8.

Se midieron los siguientes parametros: pH, osmolalidad, concentracién (OD280), porcentaje de mondmeros,
agregados y fragmentos por SE-HPLC, potencia (ensayo basado en células). Los resultados se muestran en las
siguientes Tablas 3-8.
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Tabla 3: Ensayo de estabilidad a +5°C + 3°C (106 mg/ml anticuerpo)

Tiempo de pH | Osmolalidad Concentracion Mondémero (M) Potencia (ensayo basado en
almacenamiento (OD280) Agregados (A) células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Meses] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F [%] Potencia relativa (en
comparacion con el estandar
de referencia)

0 5,83 379 106,51 99,20 | 0,80 0 0,83

1 5,88 379 103,00 99,18 | 0,82 0 1,03

3 5,90 379 108,75 99,07 | 0,93 0 1,23

6 5,89 376 100,05 98,87 | 1,13 0 0,89

9 5,83 377 102,59 99,01 | 0,99 0 1,00

12 5,86 387 103,34 98,97 | 1,03 0 1,01

18 5,87 379 102,49 98,78 | 1,04 | 0,18 0,84

24 5,85 377 101,73 98,68 | 1,11 | 0,21 1,05

30 5,81 383 102,52 98,55 | 1,17 | 0,28 0,83

36 5,84 380 107,78 98,56 | 1,18 | 0,25 1,06

42 5,92 384 96,32 98,34 | 1,11 | 0,55 1,26

48 5,90 376 94,33 98,54 | 1,23 | 0,23 1,03

54 5,86 382 107,67 98,25 | 1,28 | 0,47 1,04

60 5,90 379 106,79 98,26 | 1,26 | 0,48 0,97

Tabla 4: Ensayo de estabilidad a +5°C £ 3°C (145 mg/ml anticuerpo)
Tiempo de pH | Osmolalidad Concentracién Mondémero (M) Potencia (ensayo basado en
almacenamiento (OD280) Agregados (A) células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Meses] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F [%] Potencia relativa (en
comparacion con el estandar
de referencia)

0 5,91 392 143,31 99,10 | 0,90 0 0,72

1 5,91 393 139,52 99,06 | 094 | O 0,95

3 5,93 385 139,44 98,89 | 1,11 0 1,06

6 5,90 381 145,66 98,79 | 1,21 0 0,81

9 5,87 383 144,12 98,86 | 1,14 | O 1,07

12 5,89 388 140,52 98,80 | 1,20 0 1,13

18 5,90 387 143,66 98,62 | 1,22 | 0,16 1,09

24 5,85 385 137,07 98,45 | 1,38 | 0,17 0,83

30 5,84 387 131,98 98,30 | 1,42 | 0,28 0,87

36 5,88 384 148,55 98,35 | 1,39 | 0,26 0,99

42 5,94 383 134,11 98,17 | 1,33 | 0,50 0,97
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48 5,94 385 125,09 98,23 | 1,50 | 0,26 1,03

54 5,90 394 150,81 97,94 | 1,57 | 0,49 1,04

60 5,90 386 147,01 97,94 | 1,53 | 0,53 0,82
Tabla 5: Pruebas de estabilidad a +25°C + 2°C (106 mg/ml anticuerpo)

Tiempo de pH | Osmolalidad Concentracion Monémero (M) Potencia (ensayo basado en
almacenamiento (OD280) Agregados (A) células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Meses] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F[%] Potencia relativa (en
comparacion con el estandar
de referencia)
0 5,83 379 106,51 99,20 | 0,80 0 0,83
1 5,84 385 101,35 98,77 | 1,06 | 0,17 1,20
3 5,90 382 107,36 98,15 | 1,44 | 0,42 0,92
6 5,85 387 100,14 97,85 | 1,51 | 0,64 1,00
9 5,83 374 107,49 94,71 | 1,49 | 3,80 1,10
12 5,85 383 106,27 94,71 | 1,56 | 3,73 1,30

Tabla 6: Pruebas de estabilidad a +25°C + 2°C (145 mg/ml anticuerpo)

Tiempo de pH | Osmolalidad Concentracién Mondémero (M) Potencia (ensayo basado en
almacenamiento (OD280) Agregados (A) células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Meses] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F [%] Potencia relativa (en
comparacioén con el estandar
de referencia)
0 5,91 392 143,31 99,10 | 0,90 | O 0,72
1 5,90 384 142,84 98,49 | 1,19 | 0,31 0,95
3 5,93 386 147,84 98,12 | 1,50 | 0,37 1,04
6 5,88 383 134,73 97,62 | 1,78 | 0,60 0,78
9 5,91 387 144,59 94,46 | 1,85 | 3,69 0,97
12 5,87 387 143,12 94,36 | 1,90 | 3,74 1,23

Tabla 7: Pruebas de estabilidad a +40°C + 2°C (106 mg/ml anticuerpo)

Tiempo de pH | Osmolalidad | Concentracién Monémero (M) Potencia (ensayo basado
almacenamiento (OD280) Agregados (A) en células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Meses] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F[%] Potencia relativa (en
comparacion con el
estandar de referencia)
0 5,83 379 106,51, 99,20 | 0,80 0 0,83
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1 5,88 377 102,68 94,66 | 1,34 | 3,99 1,05
3 5,89 382 108,60 91,85 | 2,06 | 6,09 1,01
6 5,85 378 99,75 87,39 | 2,46 | 10,15 0,97

Tabla 8: Pruebas de estabilidad a +40°C + 2°C (145 mg/ml anticuerpo)

Tiempo de pH | Osmolalidad | Concentracién Monémero (M) Potencia (ensayo basado
almacenamiento (OD280) Agregados (A) en células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Meses] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F[%] Potencia relativa (en
comparacion con el
estandar de referencia)
0 5,91 392 143,31 99,10 | 0,90 0 0,72
1 5,92 388 136,96 94,96 | 1,69 | 3,35 0,77
3 5,91 386 143,07 92,02 | 2,40 | 5,58 0,87
6 5,88 388 137,11 86,56 | 3,33 | 10,11 0,94

b) Estudios acelerados/de estrés

Para demostrar la capacidad comparacion de la sustancia farmacolégica después de la ampliacion, se realiz6 un
estudio de la estabilidad a condiciones aceleradas (25°C) y estresadas (40°C) utilizando dos lotes de sustancias
farmacoldgicas con concentraciones de anticuerpos de 165 mg/ml y 171 mg/ml formuladas en una soluciéon de 30
mM de histidina, 5% de sorbitol, pH 5,8.

Se midieron los siguientes parametros: pH, osmolalidad, concentracién (OD280), porcentaje de mondmeros,
agregados y fragmentos por SE-HPLC, potencia (ensayo basado en células). Los resultados de la concentracion de

anticuerpos de 171 mg/ml se muestran en las Tablas 9 y 10 siguientes.

Tabla 9: Pruebas de estabilidad a +25°C + 2°C (171 mg/ml anticuerpo)

Tiempo de pH | Osmolalidad Concentracién Mondémero (M) Potencia (ensayo basado en
almacenamiento (OD280) Agregados (A) células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Meses] - | [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F [%] Potencia relativa (en
comparacion con el estandar
de referencia)

0 5,7 — 169,00 >99,0 | 0,6 | <1% 0,97

2 5,6 — 171,00 98,3 | 1,7 | <1% 0,92

3 5,7 — 173,00 98,0 | 2,0 | <1% 1,14

Tabla 10: Pruebas de estabilidad a +40°C = 2°C (171 mg/ml anticuerpo)

Tiempo de pH | Osmolalidad Concentracién Mondémero (M) Potencia (ensayo basado en
almacenamiento (OD280) Agregados (A) células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Meses] - | [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F[%] Potencia relativa (en
comparacion con el estandar
de referencia)
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0 57 — 169,0 >99,0 | 0,6 | <1% 0,97
2 5,6 — 171,0 92,5 | 29 | <5% 0,90
3 57 — 175,0 90,3 | 3,5 | <7% 0,91

c¢) Estudios de congelacion/descongelacion

La estabilidad de congelacion/descongelacion se probd para concentraciones de anticuerpos de 106 mg/ml y 145
mg/ml formulados en una solucién de 30 mM de pH de histidina 5,8 y 5% de sorbitol. El anticuerpo se congelé a -
80°C + 10°C durante al menos la noche. La descongelacion se realizé durante = 6 h a temperatura ambiente. Se
llevaron a cabo varios ciclos de congelacion/descongelacion 0, 1, 3, 5, 7 y 10.

Se midieron los siguientes parametros: pH, osmolalidad, concentracién (OD280), porcentaje de mondmeros,
agregados y fragmentos por SE-HPLC, potencia (ensayo basado en células). Los resultados se muestran en las
tablas 11y 12.

Tabla 11: Pruebas de estabilidad de congelacion/descongelacion a -80°C + 10°C (106 mg/ml anticuerpo)

Numero de pH | Osmolalidad Concentracién Monémero (M) Potencia (ensayo basado en
ciclos F/T (OD280) Agregados (A) células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[No.] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F[%] Potencia relativa (en comparacion
con el estandar de referencia)
Ox 5,86 373 99,07 99,05 095 | O 0,84
1x 5,86 381 99,37 99,19 | 0,81 0 1,05
3x 5,89 379 98,23 99,20 | 0,80 | O 1,11
5x 5,87 380 99,69 99,1510,85| O 1,15
7X 5,86 380 99,96 99,12 10,88 | O 1,24
10x 5,87 378 98,94 99,08 (092 | O 0,83

Tabla 12: Pruebas de estabilidad de congelacion/descongelacion a -80°C + 10°C (145 mg/ml anticuerpo)

Numero de pH | Osmolalidad Concentracién Monoémero (M) Potencia (ensayo basado en
ciclos F/T (OD280) Agregados (A) células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[No.] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F[%] Potencia relativa (en comparacion
con el estandar de referencia)

0x 5,86 373 133,13 98,94 | 1,06 | O 0,81

1x 5,90 379 132,98 99,11 10,89 | O 1,16

3x 5,89 380 134,56 99,09 | 0,91 0 1,04

5x 5,90 384 132,74 99,07 1093 | O 1,11

7X 5,90 383 134,54 99,03 097 | O 1,04

10x 5,91 385 132,89 98,96 | 1,04 | O 1,05

d) Estabilidad de agitacién
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Este estudio se inici6 para obtener informacion sobre el impacto de la tensién de cizallamiento en el anticuerpo
durante el procedimiento, desde el rellenado hasta la administracién al paciente (por ejemplo, rellenado, envase,
envio). Por lo tanto, el anticuerpo en una concentracion de 106 mg/ml y 145 mg/ml y formulado en una solucién de
30 mM de histidina a pH 5,8 y 5% de sorbitol se pas6 sobre un agitador vertical en material de envase primario
(viales de vidrio DIN R2). Los viales se almacenaron a +5°C + 3°C hasta 14 dias en un agitador en comparacién con
un control (almacenado sin agitacion a +5°C + 3°C). La recogida de puntos de datos se llevé a cabo después de 0, 1,
2, 3,7y 14 dias.

Se midieron los siguientes parametros: pH, osmolalidad, concentracién (OD280), porcentaje de mondmeros,
agregados y fragmentos por SE-HPLC y potencia (ensayo basado en células). Los resultados se muestran en las
siguientes Tablas 13-16.

Tabla 13. Pruebas de estabilidad de agitacion a +5°C + 3°C (106 mg/ml de anticuerpo) con agitacion

Tiempo de pH | Osmolalidad | Concentracion Mondémero (M) Potencia (ensayo
almacenamiento (OD280) Agregados (A) basado en células)
Fragmentos (F) SE-
HPLC
[Dias] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F [%] Potencia relativa (en
comparacion con el
estandar de referencia)
0 5,86 373 99,07 99,05 0,95 0 0,84
1 5,89 375 96,37 99,07 0,93 0 n.d.
2 5,92 376 99,84 99,04 0,96 0 n.d.
3 5,88 384 99,69 99,04 0,96 0 0,95
7 5.85 377 99,39 99,05 0,95 0 1,00
14 5,89 379 100,14 99,06 0,94 0 0,87
Tabla 14: Pruebas de estabilidad de agitacién a +5°C + 3°C (106 mg/ml anticuerpo) sin agitacion
Tiempo de pH | Osmolalidad | Concentracion Monémero (M) Potencia (ensayo
almacenamiento (OD280) Agregados (A) basado en células)
Fragmentos (F) SE-
HPLC
[Dias] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F[%] Potencia relativa (en
comparacién con el
estandar de referencia)
0 5,86 373 99,07 99,05 0,95 0 0,84
1 5,93 380 96,54 99,09 0,91 0 n.d.
2 5,94 379 99,60 99,08 0,92 0 n.d.
3 5,86 378 98,98 99,05 0,95 0 0,98
7 5,85 378 98,79 99,02 0,98 0 1,04
14 5,92 384 99,43 99,08 0,92 0 1,13
Tabla 15. Pruebas de estabilidad de agitacion a +5°C + 3°C (145 mg/ml de anticuerpo) con agitacion
Tiempo de pH | Osmolalidad | Concentracion Mondémero (M) Potencia (ensayo
almacenamiento (OD280) Agregados (A) basado en células)
Fragmentos (F) SE-
HPLC
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[Dias] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F [%] Potencia relativa (en
comparacion con el
estandar de referencia)
0 5,96 382 133,13 98,94 1,06 0 0,81
1 5,92 381 132,32 98,97 1,03 0 n.d.
2 5,94 385 135,31 98,93 1,07 0 n.d.
3 5,89 384 133,54 98,91 1,09 0 0,89
7 5,85 382 132,17 99,01 0,99 0 1,19
14 5,90 384 134,88 98,95 1,05 0 0,98
Tabla 16: Pruebas de estabilidad de agitacién a +5°C + 3°C (145 mg/ml de anticuerpo) con agitacién
Tiempo de pH | Osmolalidad | Concentracién Monémero (M) Potencia (ensayo basado
almacenamiento (OD280) Agregados (A) en células)
Fragmentos (F)
SE-HPLC
[Dias] - [mOsmol/kg] [mg/ml] M/ A/F[%] Potencia relativa (en
comparacion con el
estandar de referencia)
0 5,96 382 133,13 98,94 1,06 0 0,81
1 5,92 382 132,70 98,98 1,02 0 n.d.
2 5,95 383 137,85 98,98 1,02 0 n.d.
3 5,89 385 138,28 98,93 1,07 0 0,71
7 5,88 380 133,11 98,93 1,07 0 1,16
14 5,90 387 135,40 98,93 1,07 0 0,79

e) Resultados y conclusiones

Se llevé a cabo un estudio de estabilidad a largo plazo que incluye condiciones aceleradas y estresadas durante un
maximo de 60 meses para concentraciones de anticuerpos de aproximadamente 106 mg/ml y aproximadamente 145
mg/ml. También se llevaron a cabo estudios de estabilidad adicionales en condiciones aceleradas y estresadas para
concentraciones de anticuerpos de hasta aproximadamente 171 mg/ml.

Durante el periodo de 60 meses, las muestras almacenadas a +5°C * 3°C para ambas concentraciones mostraron
una agregacion inferior al 2% y tuvieron la misma potencia en comparacién con la referencia. Después de 12 meses
de almacenamiento en condiciones aceleradas (+25°C * 2°C), ambas concentraciones (106 mg/ml y 145 mg/ml)
mostraron menos del 2% de agregacion y tuvieron la misma potencia que en comparaciéon con la referencia.
Después de 6 meses de almacenamiento en condiciones de estrés (+40°C + 2°C), ambas concentraciones
mostraron una agregacioén inferior al 5% y tuvieron aproximadamente la misma potencia en comparacién con la
referencia.

Los datos de los otros estudios acelerados/de estrés mostraron estabilidad durante 3 meses y 1 mes a 25°C y 40°C,
respectivamente. Esto indica que se puede esperar que la estabilidad a 2-8°C sea comparable a la obtenida para
concentraciones de anticuerpos de 106 mg/mly 145 mg/ml, como se ha explicado anteriormente.

Ademas, el anticuerpo es estable durante al menos 10 ciclos de congelacién/descongelacién a -80°C + 10°C en
ambas concentraciones probadas de anticuerpos de aproximadamente 106 mg/ml y aproximadamente 145 mg/ml.

Por ultimo, el estudio de estabilidad de agitacién se configuré durante un periodo de tiempo de 14 dias en un
agitador vertical a +5°C + 3°C frente a un agitador de control. Durante este periodo no se pudieron detectar
tendencias sobre parametros para evaluar el pH, la osmolalidad, la degradacion, la agregacion, la fragmentacion, la
concentracién o la potencia. La agitacién parece no tener ningun impacto en la estabilidad de los anticuerpos.
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Sobre la base de los datos anteriores, se puede proponer una vida util de al menos 60 meses para concentraciones
de hasta aproximadamente 171 mg/ml a +5°C + 3°C.

Ejemplo 13: Evaluacion de la viscosidad

La viscosidad se determiné con un redmetro. Se utilizé un reémetro para los fluidos que no podian definirse por un
Unico valor de viscosidad y, por lo tanto, que requerian que se establecieran y midieran mas parametros que los de
un viscosimetro.

Para algunos fluidos, la viscosidad es una constante respecto a una amplia gama de velocidades de cizallamiento
(fluidos newtonianos). Los fluidos sin una viscosidad constante (fluidos no newtonianos) no pueden describirse por
un Unico numero. Los fluidos no newtonianos exhiben una variedad de diferentes correlaciones entre la tension de
cizallamiento y la tasa de cizallamiento. Por lo tanto, la viscosidad depende de la temperatura, asi como de la
velocidad de cizallamiento de los fluidos no newtonianos. La viscosidad se indica en mili Pascal * segundos
(mPas™s) a una temperatura determinada y a una velocidad de cizallamiento determinada y [1/s].

La viscosidad de la formulacion con aproximadamente 150 mg/ml de anticuerpo es inferior a 12 mPas*s a una
velocidad de cizallamiento entre 50 y aproximadamente 1000 [1/s] a una temperatura de 20°C.

La viscosidad de la formulacion con aproximadamente 150 mg/ml de anticuerpo es inferior a 20 mPas*s a una
velocidad de cizallamiento entre 50 y aproximadamente 1000 [1/s] a una temperatura de 5°C.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Amgen Research (Munich) GmbH; Takeda GmbH

<120> Formulacion liquida que comprende un compuesto neutralizante del GM-CSF

<130> MIM14487PCT

<150> US61/720,892
<151>31-10-2012

<150> EP12199191.3
<151> 21-12-2012

<160> 56

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 7A-701

<400> 1

Ser Gly Leu Ile Ala Asn His Met Thr Pro

1 5

<210>2

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 7B1-502

<400> 2

10

Thr Thr Leu Ile Ser Val Tyr Phe Asp Tyr

1 5

<210> 3

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 L38-A1

<400> 3

10

Ser Gly Leu Ile Phe Asp Tyr Trp Leu Asp

1 3

<210>4

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 L38-A12

<400> 4
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Ser Gly Leu Ile Ile Asp Ala Leu Ser Pro
1 5 10

<210>5

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 L38-G7

<400> 5

Thr Ser Leu Met Ser Ile Tyr FPhe Asp Tyr
1 5 10

<210>6

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 L39-D11

<400> 6
Ser Gly Leu Leu Fhe Leu Tyr Fhe Asp Tyr
1 5 10

<210>7

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 E1-37-E7

<400>7
Ser Gly Leu Ile Asn Leu Gly Met His Pro
1 5 10

<210>8

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 M1_3-82

<400> 8

Ser Gly Leu Ile Phe Asp Ala Leu Arg Asp
1 3 10

<210>9

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 Ln4p-23

<400>9

Ser Gly lLeu Ile Fhe Asp Lys Leu Thr Ser
1 5 10
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<210> 10

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 Ln4p-28

<400> 10

Ser Gly Leu Ile Asn Leu His Phe Asp Thr
1 3 10

<210> 11

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 Ln4p-50

<400> 11

Ser Thr His FPhe Ser Ala Tyr Fhe Asp Tyr
1 5 10

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 Ln4p-65

<400> 12
Ser Gly Leu Ile Met Asp Lys Leu Asp Asn
1 = 10

<210> 13

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H3 Ln4p-90

<400> 13
Ber Gly Leu Ile Ile Asp Asn Leu Asn Pro
1 5 10

<210> 14

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H1 7B1-502

<400> 14

Asp Tyvr Leu Leu His
1 2

<210> 15
<211>17
<212> PRT
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H2 7B1-502

<400> 15

Trp Leu Asn Pro Tyr Sar Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Pha Gln

1 5 10
Gly

<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-L1 5-306

<400> 16

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Arg Asn Ile Leu Asn

1 5 10

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-L2 5-306

<400> 17

Ala Ala Ser Asn Leu Gln Ser
1 5

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR-L3 5-306

<400> 18

Gln Gln Ser Tyr Ser Met Pro Arg Thr
1 5

<210> 19

<211> 107

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> VL 5-306* L-version

<400> 19
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Ala Cys Arg Ala Ser Gln Asn Ile Arg Asn Ile
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Gln Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 80
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gln Pro
65 70 75 BO
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Met Pro Arg
85 20 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 20
<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = 7A-701
<400> 20
Glu Val 3la Leu Leu Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 14 15
Sar Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Fhe Gly Tye Fro Fhe Thr Asp Tyr
20 Z25 30
Leuw Leu His Trp Wal Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Val
L] 40 45
Gly Trp Leu Asn Pre Tyr Ser Gly Asp Thr hso Tys Ala Glo Lys Phe
S50 35 &0
Eln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Aap Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 15 Bl
Mat Glu Leu Sar Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
BE an L]
Thr Arg Ser Gly Len Tle Ala Asn His Met Thr Bra Trp Gly Gln Gly
10d 105 110
The HMak Val Thr Yal Ser Sar
115
<210> 21
<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = 7B1-502*
<400> 21
Gln Val Gln Lew WVal Gln Ser Gly Ala Glu Val Lye Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Sar Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Fhe Gly Tyr Fro Fhe Thr Asp Tyr
20 25 30
Leu Leu His Trp ¥al Arg Gln Ala Fro Gly Gln Gly Lau Glu Trp Vel
35 40 45
Gly Tep Leu Asn Pro Tyr Ser Gly Asp Thr Asn Tye Ala Gla Lys Phe
S0 55 &0
Gln Gly Arg Val Thr Mat Thy Arg Aap Thy Ser Tla Sar Thr Ala Tyr
(=] Ta 15 B
Mat Glu Leu Ser Arg Layu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
BE 90 55
The Arg Thr Thr Leu Ile Ser Val Tyr Phe hsp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
The Hatk Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 22
<211> 119
<212> PRT
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<213> secuencia artificial

<220>

<223> VH con CDR-H3 = 3077*

<400> 22

Gln Wal
1
Sar Val

Ly Law

Gly Tep
50

Gln Ely

65

Mat Glu

Thr Arg Ser Gly Leu Ile Ala

Gln
Lys
Hig
35

Lau

Rrg

Lau

Ly
val
20

Trp
han

Val

Sar

100

Val Gln
5

Ser Cwvs
Val Arg
Bre Tyr
Thr Mat

T0
Arg Lau

ES

Sar
Lys
Glm
Sar
55

Thr

Arg

Thr Mat Val Thr Val Ser Ber

<210> 23

115

<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223> VH con CDR-H3 = L38-A1

<400> 23

Glu vVal
1
Bar WVal

Thr Mat

<210> 24

Gla
Ly=
His
L

Laun
Arg
Leug

Sar

Val
113

<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

T

Val
20

Trp
hsn
Val
Ser

Gly
100

L (3lu
Bar Cys
val Arg
Fro Tyr
Thr Met
70
Arg Leu
Lau Ile

Val Sar

Zar
Ly=
Gln
Ser
an

Thr
hrg
Phe

Ber

Gly

Ala
Gly
Arg

Sar
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hla Glu
i0

Fha Gly

25

Fro Gly

hap Thr

Aap Thr

hap Asp

30

105

GLly
hla
Ala
40

Gly
Arg
Ser

hep

<223> VH with CDR-H3 = L38-A12

<400> 24

Ala Glu
Phe Gly
i5

Fro GLy
Asp Thr

Asp Thr

30

Tyr Trp
105

Val
TYE
Gln
Ran
Ser

75
Thr

Val
Tyr
Gln
hsn
Ser
Thr

Leau

Lys
Fra
Gly
Tyr
Ile

Ala

Lya
Bro
Gly
Tyr
LD

Ile
Ala

Aap

Lys
Fha
Lau
45

Rla

Ser

val

Fro

Thr
30

Glu
Gln
Thre

TYyr

Gly
15

Agp
Trp
Lys
Ala

Tyr

95

110

Lys
Phe
Lau
45

Ala
Ber

al

Tep

50

PrEo
Thr
30

Glu
GLln
Thr
Tyr

Cly
110

Lys

Ala

Tyr
25
Gln

Bla
T™vE
Yal
Phe
YL

an
Cys

Val Tyr Fhe Asp Tvr Trp Gly Gln Gly

Ala
Tyr

wal

Tyr
Cys

Gly
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Glu Vel Glm Len Leu Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 1E
Ser Val Lys Val Sar Cys Lys Ala Fhe Gly Tyr Fro Phe Thr Asp Tyr
2N 5 U
Lew Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Trp Leuw Asn Fro Tyr Sar Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Fhe
50 55 &0
Gln Gly Arg Val Thr Met The Arg Asp The Ser Ile Ser The Ala Tyr
65 70 75 a0
Mat Glu Lauc Sar Arg Leu Arg Sar Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
ES a1 a5
Ala Arg Ser Gly Leu Ile Ile Asp Ala Leu Ser Pro Top Gly Gln Gly
1on 108 110
Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 25
<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = L38-G7
<400> 25
Glu Val Gln Leu Leu GLlu Ser Gly Ala Glu Val Lya Lya Pro Gly Ala
1 5 1n 15
for Yal Lys Val Sar Qye Lye Ala Pha Gly Tyr Pro Pha Thr Asp Tyr
20 25 an
Leu Leuw His Trp Val Arg Glm Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Trp Leu Asn Pro Tyr Ser Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Fhe
50 55 &0
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Aep Thr Ser Ile Ser Thr Rla Tyr
&5 T0 75 BED
Met Glu Lew Ser Arg Leu Arg Ser Aep Aep Thr Ala Val Tyr Tyr Cya
B5 an a5
The Arg Thr Ser Leu Met Ser Ile Iyr Fhe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
Loq 105 110
Thr Met val Thr val Ser Ser
L15
<210> 26
<211>119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = L39-D11
<400> 26
Glu Val Gln lau Lau Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 L} 1o 15
Sor Val Lys Wal Ber Cys Lys Ala FPha Gly Tyr Pro Fhe Thr Asp Tyr
20 25 an
Leu Lew Hie Tep Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Val
a5 4n 45
Gly Trp Leu Asn Preo Tyr Ser Gly Asp Thr Ren Tyr Ala Glmn Lyes Phe
50 55 &0
Gln Gly Aszg Wal Thr Met Thr Arg Asp The Ser Ile Ser The Ala Tyre
&5 Ta T5 BO
Mat Glu Leuw Eer Arg Leu Arng Her Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
BS a0 EL]
Thr Arg Ser Gly Leu Leu Fhe Leu Tyr Phe ASp TYrC Irp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Met Val Thr Val Serc Ser
115
<210> 27
<211> 119
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<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = E1-37-E7
<400> 27
Glu Val Gln Leu Lew Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 1%
Bar Val Lys Val Ser Cys Lys RAla Phe Gly Tyr Pre Phe The Asp Tyr
20 25 a0
Leu Leu His Tep Vel Arg Gla Ala Pro Gly Gla Gly Leu Glu Tep Val
L 40 45
Gly Trp Leu Asn Pro Tyr Ser Gly Asp Thr Asn Tyr Ala GLln Lys Fhe
50 55 L]
Gln Gly Arg Val Thr Mst Thr Arg Asp Thr Sar Ila Sar Thr Ala Tyr
£S5 70 75 &0
Mal Glu Irsw Swr Ay Leu Aoy Ses Asp Rep The Ala Val Tys Tys Cya
BS a0 a5
Bla Arg Ser Gly Leu Ile Aan Leu Gly Met Hiz Pro Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Mat Wal Thr Val Sar Bar
115
<210> 28
<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = M1_3-82
<400> 28
Glu Val Gla Leu Leu Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Bra Gly Ala
1 5 10 15
Zar Val Lys Val Sar Cys Lys Ala Phe Gly Tyr Fra Fhe Thr Asp Tyr
20 x5 30
Leu Lew HFis Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glpn Gly Leu Glu Trp Val
35 4a 45
Gly Trp Lea AsSn Pro Tyr Ser Gly ARsp Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
=] E5 ]
Gln Gly Arg Val The Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser The Ala Tyr
E5 70 75 B0
Met Glu Leu Ser Arg Len Arg Ser hsp hsp Thr Ala Val Tyc Tyr Cys
a5 ag -1
Ala Rrg Ser Gly Lew Ile Phe Rep Ala Leu Arg Asp Trp Gly Glo Gly
100 105 110
Thr Mgt Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 29
<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = Ln4p-23
<400> 29
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys PFro Gly Ala
1 5 10 1%
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Fhe Gly Tyr Fro Fhe Thr hsp Tyr

20 25 30
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Leuw Leu His Trcp Wal Arg Gla Rla Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Wal
a5 40 45
GLy Trp Leu Asa Pre Tyr Ser Gly Asp Thr Asn Tye Ala Gln Lys Phe
50 55 0]
Gln Gly Arg WVal Thr Met Thr Arg hap Ihr Ser Ile Ser Thr Ala TIvr
[ Ta T8 B
Mat Glu Len Sar Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
BE a0 25
Rla Arg Ser Gly Leu Ile Phe Rsp Lys Leu Thr Ser Trp Gly Gln Gly
100 105 110
The Mat Val Thr Val Sar Sar
115
<210> 30
<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = Ln4p-28
<400> 30
Gly Val Gln Lew Leu Glu 3er Gly Als Glu Val Lye Lys Pro Gly Ala
1 ] i0 15
fer Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Fhe Gly Tyr Fro Fhe Thr Asp Tyr
20 25 30
Leu Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leuw Glu Trp Val
35 40 a5
Gly Trp Leu Asn Pro Tyr Ser Gly Asp Thr hen Tyr Ala Gln Lye Phe
Sh =5 ]
Glm Fly Arg Val Thr Met Thr Arg Aap Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 T5 Bl
Mat Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr COys
BE 90 55
Als Arg Ser Gly Leu Ile Rsn Leu Mis Phe hap Thr Trp Gly Gln Gly
Loo 105 110
The Met Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 31
<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = Ln4p-50
<400> 31
Glu Wal Gln Lew Leu Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pre Gly Ala
1 5 10 15
Sar Val Lys Val Ser Cys Lys Ala FPha Gly Tyr Pro Fha Thr Asp Tyr
20 25 30
Leu Leu His Trcp Val Arg Glon Ala Fro Gly Glon Gly Leu Glu Trp Val
s 40 45
Gly Trp Leu Asn Bre Tyr Ser Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lye Phe
50 55 &0
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
B35 Ta 15 B
Mgt Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Agp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
<210> 32
<211> 119
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> VH con CDR-H3 = Ln4p-65

<400> 32
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Glu Val Fln Leu Lew Glu Ser Gly Ala Glu Val
1 5 1a
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Phe Gly Tyr
20 25
Lew Leu His Trp val Arg Glm Ala Pro Gly Gln
3B 40
Gly Trp Lew Asn Pro Tyr Ser Gly Asp Thr Asn
30 as
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser
65 70 75
Het Glu Lew Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr
ES 30
Rla Arg Ser Gly Leu Ile Met Asp Lys Leu Asp
100 105
Thr Mat Val Thre Val Sar Ser
115
<210> 33
<211> 119
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VH con CDR-H3 = Ln4p-90
<400> 33
Glu Val Gla Leu Leu Glu Ser Gly Ala Glu Val Lye
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Phe Gly Tyr Fro
n #5
Leu Leu Hig Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly
35 40
Gly Trp Leu Asn PFro Tyr Ser Gly Asp Thr Asn Tyr
50 55 &0
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile
65 0 75
Mat Glu Lau Sar Arg Leu Arg Sar Asp Asp Thr Ala
ES 30
Ala Arg Ser Gly Leu Ile Ile Aap Asn Leu BAsn Pro
1on 105
Thr Mat Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 34
<211> 214
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera 5-306* L-versién

<400> 34

Lya Lys
Era Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala

-}

Ile Ser

Ala Val

Ran Tep

Ala GLn
Sar Thr
Val Tyr

Trp Gly
110

54

Fro

Thr
30
Glu

GLln
Thr
Tyr

Gly
110

Gly
15

AR
Trp
Lys
Ala

Iyr
a5
Glm

Lys
Ala

Tyr
a5
Gln

Ala
Tyr
val
Fhe
Tyr
ad

Cys

Gly

Rla

Tyr

Fhe
Tyr
Cys

Gly
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Zlu

Pra
The
Lys

145
Glu

hla

Fhi

<210> 35

Ile

AET

ARD

Phe
Sar
Ala
130
val
Sar
Thr
Cys

RS
210

Gln
wal
Trp
15

Ala
Jar
Fha
Gly
Val
115
Ser

Gin

Val

Glu
185

Arg

<211> 449
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 = 7B1-502*

<400> 35

Gln

M=t
Thr
yE
Sar
Gly
Ala
Ly
104
Ehe
Val
Trp
The
The
1BO

Val

Gly

wal Gln Lau

val Lys Val

20

Lsy Hig Trp

35

Tep Leu Asn

50

Gly Arg val

Zlu Leu Sar

Arg Thr Thr

Thr
Lle
Gln
Rasn
The

Thre
ES
Gly

Ile

Val

Glu
1cs
Ledia
Thr

Glu

val
&

Ser
Val
Fro

Thr

AT
BE
leu

Eln
Ala

Gln

70
Tyr

Thr
Phe
Cya
Val
150
Eln
Fag

His

Cys

GLn
Cys
hrg

Tyx

T
Leu

Ilg

Ser
Cys
Arg
Gln
Pl
yE
Lys
Pro
Len
135
hep
Lya

Gln

Sar
Lya
Gln
Ser
350

Thr
Arg

gar

Prao

Arg
Pro
an

Ser

Thr

Cya

Pro
120
Lazia
Asn
Ser

Ala

Gly
200

Gly
Ala
Ala
49

aly
Arg

Ser

Val

Car
Ala
Gly
Gly
Leu
Glm
Glu
108
Ser
Asm
Ala
Lye
Aap

185
Law

Ala
Ehe
25

Fro
hsp
hep

hap

ES 2794 449 T3

Sar
Sar
Lys
¥al
The
Gl
an

Ile
Asp
ABN
Lan
Aep
]
Ty

Sar

Glu
0

Gly
Gly
Thr
Thr
AER

an
Pha

Lys Arg
Glu Gla
Fhe TyrE
140
Gln Sar
155
Ser The
Glu Lys

Ser Pro

val Lys

Tyr PBro

Gin Gly
&0

Ser Ile

T5

Thr Ala

hsp Tyr

Ala
Ile
Gln
a5

Ser
Ser
Thr
123
Pro
Gly
Tyr
Hia

val
205

Lys
Pl
45

Ala
Ser

Val

55

ATg
30
Lan

Mat
val
110
Lys
AT
Asn
Ear
Lya

1490
Thr

Val
15

L
Sar
Elmn
Pra
35

Ala
Sear
Glu
Sar
L

178
Wal

Fro Gly
15
The Rsp

Glu TEp

Gln Lys

Thr Ala

TYr TYE
a5
Gly Gln

Gly
Ile
Ila
Gly

Pro

Ala
Gly
Ala
3ln
160
Ser

Ty

Ser

Ala
Ty
Yal
Fhe
Tyr
B

Cya

Gly
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104 105 110
Thr Met Yal Thr Val Ser Ser hla Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
L15 120 125
Pro Lew Ala Peo Sar Ser Lye Ser Thr Ser Gly Gly The Ala Ala Leu
130 135 140
Gly Cys Lew Val Lys Rap Tyve Fhe Pro Glu Pro Val The Val Ser Tep
145 150 155 164
Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Fhe Fro Als Val Laeu
165 174 175
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val YVal Thr Val Fro Ser
184 1E5 130
Ber Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Fro
1pE 200 a0s
Fer Asn Thr Lya Val Rap Lye Lys Val Glu Pro Lys Ser Cye Rep Lya
210 215 220
The His Thr Cya Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 241
Ser Val Phe Leu FPhe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
Z45 Z50 255
Arg Thr Fro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270
Fro Glu ¥al Lys Fhe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285
Ala Lys Thr Lys Fro Arg Glu Glu Glo Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val
230 2935 00
Val Sar ¥al Lega Thr Val Leu His Glan Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
308 310 315 320
Tye Lys Cya Lya Val Ser Aan Lye Ala Laua Pro Ala Pro Ile Glu Lya
325 330 335
Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Glm Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350
Lau Fro Pro Sar Arg Asp Glu Lew Thr Lys Asn Gln Val Sar Lau Thr
355 LT EL T
Cys Leu VWal Lys Gly Fhe Tyr Fro Ser Asp Ile Rla Val Glu Trp Glu
¥l EXL 330
Egr Asn Gly Gln Pro Glu Asn hsn Tyr Lys Thr Thr Fro Pro Val Lau
aas 230 395 4040
Rap Rar Asp Gly Rar Pha Pha Tao Tye Sar Lya Ten The Val Rap Tya
405 410 415
Ser Arg Tep Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cya Ser Val Met Fig Glu
424 425 430
Rla Lew Als Asn His Tye The Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Fro Gly
435 440 445
Lys

<210> 36

<211> 449

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 =7A-701*

<400> 36

Gln Val Gln Leo Yal Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 L] 1l 15

Ber Val Lyas Wal Ser Cys Lys Ala Phe Gly Tyr Pro Phe Thr Asp Tyr
Z0 25 an

Leu Lew His Tep Val Arg Gln Ala Fro Gly Gln Gly Leuw Glu Tzp Val
35 40 45

56
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Gly
Gln
E5

Met
Thr
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Ths

225
Ser

FPra
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser
Ala
Lys
<210>

<211>
<212>

50
Gly

Glu

Ser
Ser
Sar
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro

370
Asn

Leu

37
449
PRT

Leu

Arg

Ber
Val

115
Ala

Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thz
Phe
Pro
Val
275
Thr
Val
Cys
Ser
Fro
355
Val
Gly
Rsp
Trp

His
435

Asn
Val
Sar
Gly
1040
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lya
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Pro
Thr
85

Leu
Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
FPhe
245
Val
FPhe
Fro
Thr
Val

325
Ala

Gly
Pro
Ser
405
Gln

His

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada con CDR-H3 = L38-A1*

<400>

37

Tyr
70

Leau
Ile
Ser
Sar
hsp

150
Thr

Tyr
Zln
Azp
Pea
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310

Ser

Lys

Fhe
Glu
390
Fhe
Gly

Tyr

Ser

55
Thr

Ser
Lys
135
Tyxr
Ser

Ser

Thr

Lya
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe
bhsn

Thr

ES 2794 449 T3

Gly
Arg
Sar
Ran
Ala
120
Ser

Fha

Gly

Tyr
200
Lys
Pra
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360

Frao

Asn

Val

Gln
440

Asp
Asp
Asp
Hig
105
Sar
Thr
Pro
val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
Val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Thr
Thr
Asp
80

Met
Thr
Ser
Gla
His
170
Ser
Cys
Glu
Pre
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Lau
330
Arg
Lys
Aep
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Ser
15

Thx
Thr
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Fro
Glu
235
Asp
hsp
Gly

Asn

Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thx
355
Lys
Cys

Leu

57

Tyr
&0

Ile
Ala
Pro
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Thr
Val
Val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Bla

380
Thr

Ser

Ser

BAla
Ser
Val
Trp
Pro
125
Thr
Thz

Pro

Asan
205
Ser
Lau
Leu
Ser
Elu
285
Thr
Bsn
Pro
Zln
Val
365
Val
Pro
Thr

Val

Leu
445

Gln
Thr
Tyr
Gly
1140
Ser

Ala

Val

Val
1590
His
Cys
Gly
Met
His

270
Val

Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

Lys
Ala
Tyr
85

Gln
Val
Ala
Sar
val
175
Fro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyxr
Leu
Trp
val
Asp
415
His

Pro

Phe
Tyr
BO

Cya
Gly
Phe
Lau
Trp
160
Leun
Ser
Pro
Lysa
Pre
240
Ser
Asp
hsn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
GElu
Leu
400
Lys

Glu

Gly



Gln

Ser

Gly
Gln
65

Met
Ala
Thr
Fro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Azp
Ser
Ala
Lys

<210>
<211>

<212> PRT

val

Val

Trp
50
Gly

Glu

Lau
130

Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
Hig
Val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ila
Fro
Leu
370
Asn

Sar

Arg

38
449

Gln
Lys
His
35

Leu
Arg
Le
Ser
Val
115
Ala
Lau
Gly
Ser
Len
195
Thr
Thr
Fhe
Fro
Val
275
Thr
Val
Cys
Ear
Fro
355
Val
Gly
Asp
Trp

His
435

Leu
Val
20

Trp
Aszn
Val
Ser
aly
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cysg
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys=
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Azn

val
Ser
val
Pro
Thr
Arg
Leu
Val
Ser
Lys=
Len
185
L
Thr
Val
Pro
Phe
245
Val
Phe
Fro
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405

Gln

His

<213> secuencia artificial

<220>

Gln

Cysz

Tyr
HMet
T0

Leu
Ile
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Bro
Thr
Asn
Arg
Val
310

Ser

Ly=

Phe
Glu
350
FPhe
Gly

Tyr

Ser
Ly=
E1n
Ser

55
Thr

Phe
Ser
Lys
135
Tyr
Sar
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
FPhe

Asn

Thr

ES 2794 449 T3

Gly
Ala
Ala

40
Gly

Ser
Asp
Rla
120
Ser
Fhe
Gly
Leu
Tyr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360

Pro

Azsn

Val

Gln
440

Ala
Phe
25

Pro
Aszp
Asp
Asp
Tyr
105
Ser
Thr
Pro
Yal
Ser
185
Ile
Val
Ala
FPro
Yal
265
Val
zln
Gln
Ala
Pra
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Pha

425
Lys

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Trp
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Azp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Sar
410

Ser

Sar

val
Tyr
=ln
Asn
Ser
75

Thr
Leu
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
ABn
Fro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
385
Lys
Cys

Leu

58

Lys
Pro
Gly
Tyr
el

Ile
Ala
Rsp
Gly
Gly
140
Val
FPhe
Val
Val
Lys
220
Leu
Thr
Val
Val
Ser
3200
Lau
Ala
Prao
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Sar

Ser

Lys
Fhe
Leu
45

Ala
Ser
Val
Trp
Ero
125
Thr
Thr
Fro
Ths
Asn
205
Ser
Leuw
Leu
Ser
Glu
285
Thr
BAEn
Fro
Gln
Val
365
Val
Fro
Thr

Val

Leu
445

Pro
The
30

GLlu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Val
150
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
FPro
Val

430
Ser

Gly
Asp
Trp
Lys=
Ala
Tyr
95

Gln
Val
Ala
Sar
Val
175
Pra
Ly=s
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Tep
Val
Asp
415
His

Pro

Ala
Tyr
Val
Pha
Tyr
B0

Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
L&0
Leu
Ser
Pro
Lys
Bro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly
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<223> Cadena pesada con CDR-H3 = L38-A12*

<400> 38

Gln
1
Ser
Leu
Gly
Gln
65
Met
Ala
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr

225
Ser

Pro
Ala
Val
308
Tyrxr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp

Ser

Ala

Val
Val

Leu

Trp
50

Gly
Flu
Arg

Mat

Leu
130
Cys

Sar
Ser
Sar
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys=
250
Sar
Lys
Ile
Pro
Leu
370
ASD
Ser

Arg

Leu

Lys

<210> 39

<211> 449
<212> PRT

Gln
Lys
His
35

Lau
Arg
Leu
Ser
Val

115
Ala

Gly
Ser
Leu
155
Thr
Thr
Fhe
Pro
Val
275
Thr
Val
Cys
Ser
Fro
355
Val
Gly
Asp
Trp

Hig

Lau

Val
20
Trp

Azn
Val
Ser
Gly
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
1B0
Gly
Lys
Cysa
Leu
GElu
260
Lys
Lys
Lau
Lys
Lys
340
Ser
Ly=s
Gln
Gly
Gln

4z0
Azn

435

Val
Ser
Val
Fro
Thr
Arg
Leu
Val
Ser
Lys
Leu
le5
Leu
Thr
Val
Fro
Fhe
245
Val
Fhe
Fro
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Fro
Ser
405

Gln

Hisg

<213> secuencia artificial

Gln
Cys
Arg
Ty
Met
70

Leu
Ile
Sar
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
AP
Pro
230
Fro
Thr
Aen
Arg
Val
310
Ser
Lys
Asp
Pha
Glu
390
Fhe
Gly

Tyr

Sar
Lys
Gln
Saxr
55

Thr
Arg
Ile
Sar
Lys
135
Tyr
Sar
Ser
The
Lys
215
Cye
Fro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Bsn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Fhe
Asn

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser
Asp
Ala
120
Ser
Fhe
Gly
Len
Ty
200
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Pro
Asn
Leu
Val

Gln

Ala
Pha
25

Pro
Azp
Asp
Asp
Ala
105
Sar
Thr
Fro
Val
Ser
185
Ila
Val
Ala
Fro
Val
265
Val
EZln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Sar
Tyr
Tyr
Pha

425
Lys

440

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Leu
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys=
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Lys
hsp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Val
Tyr
Gln
Azn
Ser
75

Thr
Ser
Lys
Gly
Fro
155
The
Val
Azn
Pro
Glu
235
Aep
Asp
Gly

Asn

Trp
318
Fro
Glu
Asn
Ile
The
395
Lys
Cys

Leu

59

Lys=
Pro
Gly
Tyx
60

Ile
Ala
Pro
Gly
Gly
140
Val
Phea
Val
Val
Lys
220
Thr
Val
Val
Sar
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala

380
Thr

Ser

Ser

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn

205
Ser

Ser
Glu
285
Thr
Asn
Fro
Gln
Val
365
Val
Pro
Thr
Val

Leu

Pro
Thr
30
Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Sar
Ala
Val
Ala
Val

150
His

Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Mat

430
Ser

445

Gly
15

Asp
Trp
Lys=
Ala
Tyr
Gln
Val
Ala
Ser
Vval
175
Pro
Lys=
Asp
Gly
Ile
255
GElu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Ala
Tyr
Val
Pha
Tyr
a0

Cys
Gly
Phe
Leu
160
Lau
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly
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<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 = L38-G7*

<400> 39
Gl Vval Gln

1
Ser

Leu
Gly
Gln
65
Met
Thr
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lye

Val
Leu

Trp
50

Gly
Glu
Arg
HMat
Liau
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile

Pro

Leu
370
Asn

Ser
Arg

Leu

<210> 40

<211> 449
<212> PRT
<213> secuencia artificial

Lys
His
35

Leu
Arg
Leu
Thr
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
val
2758
Thr
Val
Cys
Ser
Pro

355
Val

Gly
Asp
Trp

His
435

Leu
val
20
Trp
Asn
Val
Ser
Ser
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
=ln

420
Asn

Val
5
Ser
val
Fro
Thr
Arg
85
Leu
Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
val

325
Ala

Gly
Fro
Ser
405
Gln

His

Fln
Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu
Mat
Ser
Ser
Asp

150
Thr

Tyr
Gln
hsp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
hrg
val
310

Ser

Lys

Fhe
Glu
350
FPhe
Gly

Tyr

Ser
Lys
Gln
Ser

Thr

Ser
Ser
Ly=s
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cysa
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Ban
Fhe

Asn

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser
Ile
Ala
120
Ser

Fhe

Gly

Tyr
200
Lys
Pro
Lya

val

Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Pro
Aan
Leau

val

Gln
440

ES 2794 449 T3

Ala
Phe
25
Pro
Asp
Asp
Asp
Tyr
105
Ser
Thr
BPro
Val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Bro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Fhe

425
Lys

Glu
10
Gly
Gly
Thr
Thr
Aep
30
Fhe
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Val
TyTr
Gln
Asn
Ser
75
Thr
Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
hsp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
GFlu
Bsn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Lau

60

Lys
Fro
Gly
Iyr
60
Ile
Ala
Tyr
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Leu
Thr
Val
Val
Ser
300
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Lau

Sar

Sar

Lys
Phe
Leu
45
Ala
Sar
val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
A=sn
205
Ser
Leu
Len
Ser
Glu
285
Thr
BA=n
Pro
GZln
Val
365
Val
Fro
Thr

Val

Leu
445

Bro
Thr
30
Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Vval
Ala
val
180
His
Cya
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Mat

430
Ser

Gly
15

Asp
Irp
Lys
Ala
Tyr
895

Gln
Val
Ala
Ser
Val
175
Fro
Lys
RAsp
Gly
Ile
255

Glu

His

Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Ala
Tyr
val
Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Phe

Lau

Trp
160
Leu
Ser
Pro
Ly=
Pro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr

Glu

Leu
400
Lvs
Glu

Gly



5

<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 = L39-D11*

<400> 40
Gln Val Gln

1
Ser

Lau
Gly
Gln
E5

Thr
Thr
Pro
Gly
145
Azn
Gln
Ser
ser
Thr

225
Ser

Pro
Ala
Val

305
Tyr

Thzr

Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Val
Leu

Trp
50

Gly
Glu
hrg
Mat
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
ABn
210
His
Val
Thr
Elu
Lys
290

Ser

Lys

Ile

Pro

370
Asn

Ser

Leu

<210> 41

Lys
His
35

Leu
Arg
Leu
Ser
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Loau
185
Thr
Thxr
Fhe
Pro
Val
275
Thr

Val

Cye

sSer
Pro
355
Val
Gly
Rsp

Trp

His
435

Lau

Val
20
Trp

Asn
val
Ser
Gly
100
The
Fro
val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cya
Leu
Glu
260
Lys
Lys

Leu

Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Arg
g5

Leu
Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Fhe
245
Val
Fhe
Fro

Thr

Val

325
Ala

Gly
Pro
Ser
405
Gln

His

Gln

Cys

Tyr
Met
T0

Leu
Leu
Sar
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
FPro
Ths
AN
Arg
Val

310
Ser

Lys
Azp
Fhe
Glu
330
Fhe

Gly

Tyr

Sar
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Phe
Sar
Lys
135
Tyr
Ser
Sear
Thr
Lys
215
Cysa
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu

Agn

Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

hsn

Thr

ES 2794 449 T3

Gly
Ala
Ala
410

Gly
Arg
Sar
Leu
Ala
120
Ser
Fhe
Gly
Leau
Tyr
200
Lys
Fro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His

Lys

Gln
3€0
Fra
Asn
Leu
val

Gln
440

Ala
Fha
25

Pro
Asp
Asp
Asp
Tyr
105
Sar
Thr
Fro
Val
Ser
185
Ila
Wal
Ala
Fro
Val
265
Val
Eln

Gln

Ala

Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Glu
10

Gly
Gly
The
Thr
Asp
a0

Phe
Thr
Ser
Glu
Hisg
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
hAsSp
Tyr

Asp

Leu

330
Arg

Lys
Rsp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr
Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Azn
Fro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Agn
Trp

315
Pro

Glu
Asn
Ile
Thr
355
Lys

Cys

Leu

61

Lys
Pro
Gly
Tyr
60

Ile
Ala
Tyr
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Thr
Val
Val
Sar
300
Lau

Rla

Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Lys
Fhe
Leau
45

Ala
Ser
Val
Trp
Fro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn

205
Ser

Leu
Ear
Glu
285
Thr

Asn

Pra

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Sar
Ala
val
Ala
Vval
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly

Ile

Gly
Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gln

Val

Ala

Val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
2585
Glu
His
Arg

Lys

Glu

Gln Val
350

Val Ser

365

Val Glu

Fro Pro
Thr Val
Val Met

430

Leu Ser
445

335
Tyxr

Leu
Irp
val
Bsp
415

His

Fro

Ala
Tyr
Val
Phe
Tyr
80
Cysa
Gly
Pha
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
hsn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly



ES 2794 449 T3

<211> 449
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 = E1-37-E7*

<400> 41

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Phe Gly Tyr Pro Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Leu Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Trp Leu Asn PFro Tyr Ser Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lya Phe
50 55 &0
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 8o
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 a0 as
Ala Arg Ser Gly Leu Ile Asn Leu Gly Met His Pro Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val FPhe
115 120 125
Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Fhe Pro Glu Pro Val Thr val Ser Trp
145 150 155 160
Aan Ser Gly Ale Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 L70 175
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 150
Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Fro
135 200 205
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220
Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 2490
Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255
Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

62
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Fro
Ala
val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Bla

Lys

Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Prao
Leu
370
Asn
Sar

Arg

Leu

<210> 42

<211> 449
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 = M1_3-82*

<400> 42

Gln
1
Ser
Lau
Gly
Gln
ES
Bla
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Zln

Ser

Ser

Val
Val

Leu

Trp
50

Ely
Glu

Arg

Leu
120

Cys
Ser
Ser
Sar

hen

Val
275
Thr
Val
Cys=s
Ser
Pro
355
Val
Gly
Asp
Trp

His
435

Gln
Lys
His
35

Leu
Arg
Lau
Ser
Val
115
Ala
Lau
Gly
Ser
Leau

1585
Thr

Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
GEly
Gln

420
Asn

Lau
Val
20

Trp
Agn
val
Ser
Gly
100
Thr
FPro
Val
Ala
Gly
180
Gly

Lys

Fhe
Pro
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Fro
Ser
405
Gln

His

Val
5
Ser
Val
Ero
Thr
ATg
85
Leu
Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu

The

Val

Aan
Arg
Val
310
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
390
FPha

Gly

Ty

Gln
Cys
Arg
Tyr
Met
T0

L
Ile
Sar
Ser
Asp
150
Thr
Tyr

Gln

Rep

Trp
Glu
2395
Asn
Gly
Glu
Tye
375
Aan
Phe

Asn

Thr

Sar
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Phe
Sar
Lys
135
Tyr
Ser
Ser

Thr

Lys

Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Pro
Aan
Lau

Val

Gln
440

Gly
Ala
Ala
410

Gly
Arg
Sar
Asp
Ala
120
Ser
Fhe
Gly
Leu
Tyr

200
Lys

ES 2794 449 T3

Val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Fhe

425
Lys

Ala
Fhe
25

FPro
Asp
aAsp
Asp
Ala
105
Sar
Thr
Fro
Val
Ser
185
Ila

WVal

Asp
Tyr
Asp

Leu
330

Arg
Lys
Asp
Lys
Sar
414

Ser

Ser

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
ASp
a0

Leu
Thr
Ser
Glu
His
1740
Ser

Cys

Glu

Gly
A=n
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Leu

Val
Tvr
Gln
Asgn
Ser
75

The
Arg
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val

Asn

Pro

63

Val
Ser
300
Ala
Pro
Gln
Ala

380
Thr

Ser

Ser

Lys=
Fro
Gly
Tyr
&0

Ile
Ala
Asp
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val

Val

Lys

Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
365
val
Fro
Thr

val

Leu
445

Lys
Fhe
Leau
45

Ala
Ser
Val
Trp
Fro
125
Thr
Thr
Fro
Thr
Asn

205
Ser

Val
Tyr
Gly
Ila
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

Pro
Thr
30

GElu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
hAla
Val
Ala
val
180
His

Cys

His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
35

Gln
val
Ala
Ser
Val
175
Fro

Lys

Rsp

Ben
Val
Glu
320
Lys
Th=
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly

Ala
Tyr
val
Phea
Tyr
a0

Cya
Gly
Phe

Leu

Trp
160
Leu
Ser

Pro

Lys



10

Thr
225
Ser

FPro
Ala
val
305
Tyx
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

<210>
<211>
<212>

210
Hisz

Val
Thr
Glu
Lys
290
Sar
Lys
Ile
Fro
Leu
370
Asn
Sar
Arg

Leu

43
449
PRT

Thr
Phe
Pro
Val
275
Thr
val
Cys
Ser
Fro
355
Val
Gly
Asp
Trp

His
435

Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
G1ln
Gly
Gln

420
Asn

Pro
Phe
245
Val
Fhe
Pro
Thr
Val

325
Rla

Gly
Bro
Ser
405
Gln

His

<213> secuencia artificial

<220>

Pro
230
Fro
Thr
ASD
Arg
val
310
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

215
Cysa

Pro
Cys
Trp
Glu
235
Leau
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

ES 2794 449 T3

Prao
Lya
Val
Ty
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Fro
AsSn
Leu
Val

zln
440

Ala
Pro
Val
265
Val
GEln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

<223> Cadena pesada con CDR-H3 = Ln4p-23*

<400>
Gln

1
Ber
Leu
Gly
Gln
65
Met
Ala
Thr

Fro

Gly
145

43
Val

WVal
Ll

Tcp
50

Gly
Glu
Axryg
Met

130
Cys

Gln
Lys
His
35

Leu
Arg
Leu
Ser
Val
115
Ala

Leu

Leu

Val
20
Trp

Asn
Val
Ser
Gly
100
Thr

Fro

Val

Val
Zer
Val
Fro
Thr
85

Leu
Val
Ser

Lys

Gln
Cys
Arg
Tyr
Mat
70

Leu
Ile
Ser

Ser

Asp
150

Ser
Lya
Gln
Ser

55
Thr

Phe
Ser
Lys

135
Tyr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser
Asp
Ala
120

Ser

Phe

Ala
Phe
25

Pro
Asp
Asp
Asp
Lys
105
Ser

Thr

Pro

Pro
Lyas
250
Val
Asp
Tyr
RE=p
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Leu
Thr

Ser

Glu

Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Zlu
Asn
Ile
Thr
385
Lys

Cys

Leu

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr
The
Lys
Gly

Pro
155

64

220
Leu

Thr
Val
Val
Ser
300
Ala
Fro
Gln
Ala

380
Thr

Ser

Ser

Lys
Pro
Gly
Tyr
&0

Ile
Ala
Ser
Gly
Gly

140
Val

Leun
Sar
Elu
285
Thr
hsn
Pro
Gln
Val
365
Val
Pro
Thi
Val

Leun
445

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Sar
Val
Tep
Fro
125
Thr

Thr

Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
val
350
Ser
Glu
EBro
Val
Met

430
Ser

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyzr
Gly

110
Ser

Val

Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu

335
Tyr

Trp
val
Asp
415
His

Fro

Gly
15

Bsp
Trp
Lys
Ala
Iyr
895

Gln
Val

Bla

Ser

Pro
240
Ser
hsp
Asn
val
GElu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly

Ala
Tyr
Val
FPhe
Tyr
a0

Cys
Gly
Phe
Leu

Trp
160



ES 2794 449 T3

Ban Ber Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 1740 175
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Sear Val vVal Thr Val Pro Ser
1B0 185 150
Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ila Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220
Thx Hie Thr Cye Pro Pro Cye Pro Ala Pre Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240
Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met ILle Ser
245 250 285
Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val WVal vVal Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270
Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val Hias Asn
275 280 285
Ala Lys Thr Lys Fro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Sar Thr Tyr Arg Val
290 295 300
Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
3058 310 3ls 320
Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335
Thr Ila Sar Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350
Leu Pra Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365
Cye Leu Val Lys Gly Phe Tyvr Pro Sar Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380
Ser Asn Gly Gln Fro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr FPro Pro Val Leu
385 390 395 400
Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lvs
405 410 415
Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cy=s Ser Val Met His Glu
420 425 430
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lysz Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445
Lys

<210> 44

<211> 449

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 = Ln4p-28*

<400> 44

Gln Val Gln Leu vVal Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Phe Gly Tyr Pro Phe Thr Asp Tyr

20 25 30
Leu Leu His Trp Val Arg Gln Ala Fro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Terp Leu Asn Pro Tyr Ser Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 53 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr

E5 70 15 80

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cvs
a5 a0 95

Rla Arg Ser Gly Leu Ile Rsn Leu Hig Phe Asp Thr Trp Gly Gln Gly

65



ES 2794 449 T3

100 105 110
Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125
Prg Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140
Gly Cys Leu Val Ly=s Asp Tyr Fhe Pro Glu Fro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160
Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 130
Ber Ser Leu Gly Thr &ln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
135 200 205
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lvs Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220
Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240
S5er Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255
Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270
Pro Glu Val Lys Phe Rsn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu val His Asn
275 280 285
Ala ILys Thr Lys PFro Arg Glu Glu Gln Tyr &Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 235 300
Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320
Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335
Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350
Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365
Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Fro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380
Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 350 385 400
Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
408 410 415
Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430
Ala Ieu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445
Lys

<210> 45

<211> 449

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 = Ln4p-50*

<400> 45

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Phe Gly Tyr Pro Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Leu Leu His Trp Val Arg Glmn Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Val
35 40 43

66
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Gly
Gln
65

Metk
Thr
Ths
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr

225
Ser

Pra
Ala
val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

50
Gly

Glu

Sar
Ser
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
370

AsSn

Ser

<210> 46
<211> 449

<212> PRT

Leu
Arg
Leu
Ber
Val
115
Ala
Lau
Gly
Ser
135
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
275
Thr
val
Cys
Serx
Pro
355
Val
Gly
hAsp
Trp

His
435

Asn
Val
Ser
Thr
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260

Lys

Lys

Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Pro
Thr
85

His
Val
Sear
Lys
Leu
1&5
Leu
Thr
Val
Fro
Fhe
245
Val
Fhe
Fro
Thr
Val

325
Ala

Arg
Gly
Pro
Ser
405
Gln

His

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada con CDR-H3 = Ln4p-65*

<400> 46

Tyr
Met
70

Phe
Ser
Sar
Asp

150
Thr

Tyr
GEln
hsp
Pro
230
Pro
Thr
ASsn
Arg
val
310
Ser
Lys
hsp
Phe
Glu
350
Phe

Gly

Tyr

Ser

Thr

Ser
Sar
Lysa
135
Tyr
Ser

Sar

Thr

Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
235
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe
Asn

Thr

ES 2794 449 T3

Gly
Arg
Ser
RAla
Ala
120
Ser
Pha
Gly
Leu
Tyr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
360
Fra
Asn
Leu

Val

Gln
440

Asp
Asp
Tyr
105
Sar
Thr
Pro
val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
Val
265
val
Gln
3Sln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Thr
Thr
Asp
850

Phe
Ths
Ser
Gla
His
170
Sar
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
hAsp
Tyr
Rsp
Lau
330
Arg
Lys
REp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Asn
Ser
75

The
Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Fro
Glu
235
Asp
hsp
Gly

Asn

Trp
315
Fro
Glu
Asn
Ile
Thr
385
Lys
Cys

Leu

67

Tyr
&0

Ila
Ala
Tyr
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Thr
Val
Val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Rla

380
Thr

Ser

Ser

Ala
Sar
Val
Trp
Pra
125
Thr
Thr
Fro
Thr
Asn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Elu
285
Thr
Asn
Fro
Zln
Val
365
Val
Pro
Thr

Val

Leu
445

Gln
Thr
Tyr
Gly
114
Ser
Ala
Val
Ala
Val
150
His

Cys

Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

Lys
Ala
Tyr
85

Gln
Val
Ala
Sar
Val
175
Pro
Lys
BAsp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu

335
Tyxr

Ire
Val
Asp
415
His

Pro

Phe
Tyr
80

Cys
Cly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Sar
Pro
Lys
Pro
240

Ser

Rhsp

val
Glu
320
Lys
The
Thr
GElu
Leu
400
Lys

Glu

Gly



Gln

Ser

Gly
Gln
65

Mt
Ala
Thr
Fro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro

Ala

Val
305

Tyr
Thr
Leu
Cys
Sar
385
Asp
Ser
Ala

Lys

<210>
<211>

<212> PRT

val

Val

Trp
50
Gly

Glu

Lau
130

Cys
Sear
Ser
Ser
Asn
210
Hig
Val
Thr
Glu
Lys
250
Ser
Lys
Ila
Fro
Leu
370
Asn

Ser

Arg

47
449

Gln
Lys
His
35

Leu
Arg
Le1
Ser
Val
115
Ala
Lau
Gly
Ser
Len
195
Thr
Thr
Fhe
FPro
Val
275
Thr
Val
Cys
Ear
Fro
355
Val
Gly
Asp
Trp

His
435

Leu
Val
20

Trp
Asn
Val
Ser
aly
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cysg
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys=
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Azn

Vval
Ser
val
Pro
Thr
Arg
Leu
Val
Ser
Lys
Len
165
L
Thr
val
Pro
Phe
245
Val
Phe
Fro
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405

Gln

His

<213> secuencia artificial

<220>

Gln

Cysz

Tyr
HMet
70

Leu
Ile
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Ly=
Asp
Phe
Glu
350
FPhe

Gly

Tyr

Ser
Ly=
E1n
Ser

55
Thr

Met
Ser
Lys
135
Tyr
Sar
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
FPhe

Asn

Thr

ES 2794 449 T3

Gly
Ala
Ala

40
Gly

Ser
Asp
Rla
120
Ser
Fhe
Gly
Leau
Tyr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360

Fro

Aszn

Val

Gln
440

Ala
Phe
25

Pro
Asp
Asp
Asp
Lys
105
Ser
Thr
Pro
Yal
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
Yal
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pra
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Pha

425
Lys

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Leu
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
A=zp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Sar
410

Ser

Sar

val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr
Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
ASN
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
385
Lys
Cys

Leu

68

Lys
Pro
Gly
Tyr
&0

Ile
Ala
Bsn
Gly
Gly
140
Val
Fhe
Val
Val
Lys
220
Leu
Thr
Val
Val
Ser
3200
Lau
2la
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Sear

Ser

Lys
Fhe
Leu
45

Ala
Sar
Val
Trp
Ero
125
Thr
Thr
Fro
Ths
AEn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
BEn
Fro
Gln
Val
365
Val
Fro
Thr

Val

Leu
445

Pro
Thre
30

Glu
GLln
Thr
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Val
150
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
FPro
Val

430
Ser

Gly
Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gln
Val
Ala
Sar
Val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Tep
Val
Asp
415
His

Pro

Ala
Tyr
Val

Pha

Tyr
B0

Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
1L&0
Leu
Ser
Pro
Lys
Bro
240
Ser
Asp
Asn

Val

Elu
320
Lys

Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly
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<223> Cadena pesada con CDR-H3 = Ln4p-90*

<400> 47

Gln
1
Ser
Leau
Gly
Gln
65
Ala
Thr
Pro
Gly
145
A=n
Gln
Sar
Ser
Thr

225
Ser

Pro
Ala
Yal
305
Tyr
Thr
Lau
Cys
Ser
385
Rsp

Ser

Ala

Val
Val

Lesu

Trp
50

Gly
Elu
Arg
Mat
Leu
130
Cys
Sar
Ser
Sar
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
2590
Sar
Lya
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<210> 48

<211> 449

Gln
Lys
His
35

Leu
Arg
Leu
Ser
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
155
Thr
Thr
Phe
FPro
vVal
275
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
355
Val
Gly
RAsp
Trp

Hig

<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada con CDR-H3 = 3077*

Leau

Val
20
Trp

Asn
val
Ser
Gly
100
Thre
Pro
Val
Ala
Gly
1E0Q
Gly
Lys
Cys
Leu
GElu
260
Lys
Lys
Lau
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
hsgn

Val
Ser
Val
Fro
Thr
Arg
Leun
Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Fro
Fhe
245
Val
Fhe
Ero
Thr
Val
325
Ala
Arg
Gly
Fro
Ser
405

Gln

His

Gln
Cys
Arg
Tyr
Met
T0

Leu
Ile
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Ty
Gln
Asp
Fro
230
Fro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Asp
FPhe
Glu
350
Fhe
Gly

Tyr

Sear
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Ile
Sar
Lys
135
Tvyr
Sar
Sar
Thr
Lys
2158
Cyse
Pro
Cys
Trp
GFlu
295
Leu
Agn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Fhe

Asn

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser
Asp
Ala
120
Ser
Fhe
Gly
Len
Tyr
200
Lys
Pro
Lye
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Leu
360
Pro
Asn
Leu
Val

Gln

Ala
Fhe
25

Pro
Asp
Asp
AED
Asn
105
Sar
Thr
Fro
Val
Ser
185
Ila
Val
Ala
Fro
Val
265
Val
GZln
Gln
Ala
FPro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Fhe

425
Lys

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thre
ASD
Leu
Thre
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Val
Tyr
Gln
Aszn
Ser
75

Thre
Asn
Lys
Gly
Pro
155
The
Val
Azn
Pro
Glu
235
Aep
Asp
Gly

Agn

Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
The
335
Lys
Cys

Leu

69

Lys
Pro
Gly
Tyx
&0

Ile
Ala
Pro
Gly
Gly
140
Val
Pha
Val
Val
Lya
220
Thr
Val
Val
Ser
300
Léeu
Ala
Pro
Eln
Ala

380
Thr

Ser

Ser

Lys
Fhe
Leu
45

Ala
Ser
Val
Trp
Fro
125
Thr
Thr
Fro
Thr
Aszn

205
Ser

Ser
Glu
£85
Thr
Asn
Fro
Gln
Val
365
Val
Fro
Thr
Val

Leu

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tvr
Gly
110
Sar
Ala
Val
Ala
Val

150
His

Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
val
350
Sar
Glu
Pro
Val
Mat

430
Ser

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gln
Val
Ala
Ser
Val
175
Pro
Lys
A=p
Gly
Ile
255
GElu
His
Arg
Lys
Glu
333
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Ala
Tyr
val
FPhe
Tyr
a0

Cys
Gly
Phea

Leu

Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys
Glu

Gly
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<400> 48

Gln
Ser
Leu
Gly
Gln
65

Thr
Thr
Fro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
235
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr

Leu

Cys

Ser
385
Asp
Ser

Rla

Lys

Val
Val
Leu

Trp
50

Gly
Glu
Arg
Meat
Lau
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
290
Lys
Ile

Pro

Leu
370

Asn

Ser

Leu

<210> 49

<211> 127
<212> PRT
<213> GM-CSF humano

Gln
Lys
His
35

Leu
Arg
Leu
Ber
Val
115
Ala
Leu
Ely
Ser
Leu
135
Thr
Thr
Phe
Bro
val
275
Thr
Val
Cys
Ser
Pro

355
Val

Gly
RAsp
Trp

His
435

Leu
val
20

Trp
AsST
Val
Ser
Gly
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340

Ser

Lys
Gln
Gly
Gln

420
Azn

Val
Ser
Val
Ero
Thr
85

Leu
Val
Ser
Lys
Leu
1lgs
Leu
Thr
Val
Fro
Fhe
245
Val
Phe
Fro
Thr
Val

325
Ala

Gly

Pro
Sar
405
Gln

His

Eln
Cys
Arg
Tyr
70

Leu
Ila
Ser
Sar
Asp

150
Thr

Tyr
Gln
hsp
Fro
230
Pro

Thr

Asn

Val
310
Ser

Lys

Fhe

Glu
350
Pha
Gly

Tyr

Ser
Lys
Gln
Ser

55
Thr

Rla
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cya
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu

Tyr
375

BEn
Phe
hsn

Thr

ES 2794 449 T3

Gly
Rla
Ala
40

Gly
Arg
Ser
Val
Ala
120
Ser

Phe

Gly

Tyr
200
Lys
Pro
Lysa

val

Tyr
280
Zlu
His
Lys
Gln
Leu

360
Pro

Asn

Val

Gln
440

Ala
Phe
25

Pro
Asp
AsD
hsp
Tyr
105
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
345

Thr

Ser

Tyr
Tyr
Phe

425
Lya

Glu Val Lys
10
Gly Tyr Pro

Gly Gln Gly

Thr Asn Tyr
&0
Thr Ser Ile
75
Asp Thr Ala
90
Phe Asp Tyr

Thr Lys Gly

Ser Gly Gly
140
Glu Pro Val
155
His Thr Phe
170
Ser Val Val

Cys Asn Val

Glu Pro Lys
220
Pro Glu Leu
235
Lys Asp Thr
250
Val Rsp Val

Asp Gly Val

Tyr Asn Ser
300
Asp Trp Leu
315
Leu Pro Ala
330
Arg Glu Pro

Lys Asn Gln
Asp Ile Ala

380

Lys Thr Thr
385

Ser Lys Leu

410

Sar Cys Ser

Ser Leu Ser

70

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Val
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Sar
Leu
Leun
Ser
Flu
285
Thr
Asn
Pro
Fln
Val

365
Val

Pro
Thr
Val

Leu
445

Pro Gly Ala
15

Thr Asp Tyr

30

Glu Trp Val

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr
BO
Tyr Tyr Cys
95
Gly Gln Gly
110
Ser Val Phe

Ala Ala Leu

Val Ser Trp
160
Ala Val Leu
175
Val Pro Ser
150
His Lys Pro

Cys Asp Ly=

Gly Gly Pro
240
Met Ile Ser
255
His Glu Asp
270
Val His Asn

Tyr Arg Val

Gly Lys Glu
320
Ile Glu Lys
335
Val Tyr Thr
350
Ser Leu Thr

Glu Trp Glu

Pro Val Leu
400
Val Asp Lys
415
Mat His Glu
430
Ser Pro Gly
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<400> 49

Ala
i
Aan
Ala
Leu
Gly
65
Ala
Ala

Fhe

Pro
Ala
Ala
GEln
50

Leu

Ser

Thr

<210> 50
<211>127

<212> PRT

Rla
Ile
Glu
35

GElu
Arg
His
Gln

Leu
115

Arg
Gln
20

Mat

Pro
Gly
Tyr
Ile

1040
val

Ser Pro
Glu Ala
Asn Glu

Thr Cys

Ile Pro

<213> GM-CSF macaca

<400> 50

Ala
i
A=sn
Ala
Leu
Gly
65
Ala
Ala

Phe

Pro
Ala
Ala
Eln
Leu
Ser

Thr

<210> 51
<211> 127

<212> PRT

Ala
Ile
Glu
35

EZlu
Gln
His

Gln

115

hrg
Gln
20

Met
Pro
Gly
Tyr
Ile

100
val

Ser Pro
Glu Ala
Asn Lys
Ser Cya
Ser Leu
70

Ly=z Gln
85

Ile Thr

Ile Pro

<213> GM-CSF de gibon

<400> 51

Ala
1
Asn
Ala
Leu
Gly
65
Ala
Ala

Phe

FPra
Ala
Ala
GEln
50

Lau

Ser

Thr

Ser
Ila
Glu
35

Glu
Arg
His
Gln

Leu
115

Arg
Gln
20

Ile
Pro
Gly
Tyr
Ile

100
val

Ser Pro
Glu Ala
Asn Glu
Thr Cys
Sar Leu
T0

Lys Gln
85

Ile Ile

Ile Pro

Ser

Thr
Leu
Thr
His
Phe

Phe

Ser
Arg
Thr
Leu
Thr
His
Phe

Phe

Ser

Thr
Lzl
55

Thr
Hisg
Fhe

Fhe

ES 2794 449 T3

Erao
Arg
Val
40

Gln
Lys
Cys
Glu

Asp
120

Fra
Arg
Val
40

Gln
Lys
Cys
Gln

Asp
120

Fro
Arg
Val
40

Gln
Lys
Cys
Glu

Asp
120

Ser
Leu
25

Glu
Thr
Leu
Pro
Ser

105
Cys

Gly
Leu
25

Glu
Thr
Leu
Pro
Ser

105
Cys

Ser
Lau
25

Glu
Thr
Lau
Bro
Ser

105
Cys

Thr
10

Lau
Val
Arg
Lys
Pro

Phe

TIp

Thr
10

Leu
Val
Arg
Lys
Pro

90
Phe

TIp

Thr
10
Leu

Val

Lys

Pro
a0

Trp

Gln
Asn
Ile
Leu
Gly
Thr
Lys

Glu

Eln
Asn
Val
Leu
Gly
T5

Thr
Lys

Glu

Gln
Asn
Val
Leu
Gly
75

Thr

Lys

Glu

71

Pro

Ser
Glu
Pra
Pro
Glu

Pro

Fro
Leu
Ser
Glu
Fro
Pro
Glu

Pro

Pro

Sar

Sear

Trp
Ser
Elu
45

Leun
Leu
Glu

Asn

Val
125

Trp
Ser
Glu
45

Leu
Leu
Glu

Asn

Val
125

Trp

Glu

45

Glu
&0
Pro

Leu

Lau

Pro Glu

Glu Asn

Glu
30

Met
Tyr
Thr
Thr
Leu

1140
Gln

GElu
Arg
30

Met
TYr
Thr
Thr
Leu

110
Gln

Glu
Arg
30

Mat
Tyr
Thr

Thr

Leu
110

Pro Val Gln
125

His
15

Val

asp Thr

Fhe Asp

Lys

Met

Eln

Mat

Ser Cys

95
Lys

Asp

Glu

His
15

A=p
Fhe
Lys
Met

Ser
95
Lys

Glu

His
15

Asp
Phe
Lys
Mat
Ser
95

Lys

Gly

Val
Thr
Asp
Gln
Mt
Cys

Asp

Val
Thr
Asp
Gln
Mat
80

Cys

Asp
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<210>
<211>
<212>

52
119
PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> VH con CDR-H3 7B1-502

<400>
Glu
1
Ser

Leu
Gly
Gln
65

Mat

Thr

Thr

<210>
<211>
<212>

52
Val

val
Leu

Trp
50
Gly

Elu

Arg

53
119
PRT

Gln
Lys
Hise
35

Leu
Arg
Leu

Thr

Val
115

Leu

val
20
Trp

Asn
Val
Ser
Thr

100
Thre

Leu
Ser
Val
Fro

Thr

Arg
85
Leu

Val

<213> secuencia artificial

<220>

Glu
Cys
Arg
Tyr
Met
T0

Lanu

Ila

Ser

<223> VH con CDR-H3 3077

<400>

53

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Sar

Ser

ES 2794 449 T3

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Bar

Val

Ala
FPha
25

Fro
Asp
Asp

Asp

Tyr
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr

Asp

FPhe

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Asp

Lya
Pro
Gly
Tyr
60

Ile

Ala

Tyr

Lys
Fhe
Leu
45

Ala

Ser

Val

Trp

Pro
Thr
30

Glu
GEln
Thr
Tyr

Gly
110

Gly
15
Aszp

Trp
Lys
Ala

Tyr
95
Gln

Ala
Tyr
Val
Phe
Tyr
a0

Cys

Gly

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

1
Ser

Leu
Gly
Gln
65
Met
Thr
Thx
<210>

<211>
<212>

Val

Leu

Trp
50
Gly

Glu

Met

54
107
PRT

Ly=s
Hisg
35

Leau
Arg
Leu

Sar

Yal
115

Val
20
Trp

Asn
Val
Ser
Gly

100
Thr

5
Ser

Val
Pro

Thr

Arg
85
Liau

Val

<213> secuencia artificial

<220>

<223> VL 5-306

<400>

54

Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu

Ile

Ser

Lys
Gln
Ser
558

Thr
Arg

Ala

Ser

Ala
ARla
40

Gly
Arg

Ser

Val

Phe
25

Pro
Asp
Asp

Asp

Tyr
105

10
Gly

Gly
Thr
Thr
RAsp

a0
Fhe

Tyr
Gln
A=n
Ser
15

Thr

hsp

72

Pro
Gly
Tyr
&0

Ile
Bla

Tyr

Phe
Leu
45

Ala
Ser

Val

Trp

Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Gly
110

15
hsp

Trp
Lys
Ala

Tyr
a5
Gln

Tyr
Val

Fhe

Tyr
g0

Cys

Gly
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20

25

Glu Leu

Asp Arg

Lau Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 55
<211>107
<212> PRT

Val Met

Val Thr

20

Trp Tyr
3s

Rla 3er
Ser Gly
FPhe Ala

Gly Gly

100

Thr
Ile
Gln
Asn
Thr
Thr

85
Gly

<213> secuencia artificial

<220>

<223> VL 5-306™ V-version

<400> 55
Rsp Ile
1
Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala

50
Ser Gly
65

Glu Asp
Thr FPhe
<210> 56

<211>10
<212> PRT

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr

35

Ala Ser

Ser Gly

FPhe Ala

Gly Gly
100

Thr
Ile
Gln
Asn
Thx
Thr

85
Gly

<213> secuencia artificial

<220>

<223> CDR-H3 3077

<400> 56

Gln
Ala

Gln

Tyxr

Thr

Gln
Ala
Gln

Leu

70
Tyr

Thr

ES 2794 449 T3

Ser Pro
Cys Arg
Arg Pro
410

Gln Ser
55

Phe Thr
Tyr Cys

Lys Val

Ser Pro
Cya Arg
Arg Pro
40
Gln Ser

55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser
Ser
Lys
val
Thr
Gln

80
Ile

Ser
Ser
Lys
Val

Thr
Gln

30
Ile

Val
Eln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Val
Gln
Ala
FPro

Ile
75

Ser

Lys

Ser Gly Leu Ile 2Ala Val Tyr Phe Asp Tyr
10

1

5

73

Ser
Asn
Pro
Ser
&0

Asn

Tyr

Ser
Asn
Pro
Ser

60
Asn

Tyr

Ala Ser
Ile Arg
Gln Leu
45

Arg Phe

Ser Leu

Ser Met

Ala Ser

Ile Arg
ad

Gln Leu

45

Arg Fhe

Ser Leu

Ser Met

Val
15

BAsn
Lau
Ser

Gln

Pro
a5

Val
15

Asn
Leu
Sar

Gln

Pro
a5

Gly
Tle
Ile
Gly
Pro

B0
Arg

Gly
Ile
Ile
Gly

Pro

80
Arg
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion acuosa que comprende:

i) un compuesto neutralizante de GM-CSF que es un anticuerpo monoclonal humano que se une a GM-CSF que
comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera como se establece en la SEQ ID NO. 34 y una
secuencia de aminoacidos de cadena pesada como se establece en SEQ ID NO: 35, a una concentracién de 100
mg/mla 180 mg / ml,

i) 5% (p/v) de sorbitol,
iii) L-histidina 30 mM y
iv) tiene un pH de 5,8.
2. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, que esta libre de tensioactivos u otros aminoacidos.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, que comprende 150 mg / ml del anticuerpo que se une al
GM-CSF.

4. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es estable durante al
menos 24 meses a aproximadamente 2-8°C o al menos 28 dias a temperatura ambiente.

5. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para uso en terapia.

6. La composicion para uso segun la reivindicacién 5, en la que la composicion se administra por via intravenosa y /
0 subcutanea.

7. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6 en el tratamiento de trastornos inflamatorios y
autoinmunes.

8. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que los trastornos se seleccionan de trastornos
alérgicos, psoridsicos, artriticos y asmaticos.

74
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Figura 1

% Monomero

98

97 1
96 -
95 -
g..
93
92 -
91 A1
90

21,5

36,1 42,1 83

117,5

B 70

B 75 semanas, 5°C [] TS semanas, 25°C
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Figura 2

(4) Sorbitol [%](L)
(3) Histidina [mM](L)

(2) pH (L)

(1) Conc. proteina [mg/mi](L)

. Sorbitol [%](Q)
Histidina [mM](Q)

Conc. proteina [mg/ml](Q)

PH (Q)

61.19

p = 0,05

Estimacion del efecto estandarizado (Valor absoluto)

76
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