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DESCRIPCION
Proteinas de enlace a antigeno del receptor de oncostatina M
ANTECEDENTES

[0001] La oncostatina M (OSM) y la interleucina-31 (IL-31) son miembros de la superfamilia IL-6 y comparten una
subunidad receptora, el receptor B de oncostatina M (OSMR) (Dillon et al., Nat. Immunol. 5(7): 752-60, 2004). Todos
los miembros de esta familia, excepto la IL-31, comparten la cadena comun de la glicoproteina 130 (gp130) en sus
complejos receptores multiméricos. OSM envia sefiales a través de un complejo receptor heterodimérico que contiene
OSMR y gp130, mientras que IL-31 utiliza un receptor similar a gp130, IL-31R, en combinacién con OSMR (Dillon et
al., supra; Dreuw et al., J. Biol. Chem. 279(34): 36112-20, 2004). En general, OSMR y gp130 se expresan de manera
bastante ubicua en tejidos y tipos de células, y pueden inducirse bajo una variedad de condiciones de estimulacién.
La expresiéon de IL-31R parece estar relativamente més restringida y estrechamente regulada. Tanto en humanos
como en ratones, la expresion del ARNm de IL-31R es detectable en niveles bajos en tejidos tales como la traquea, el
musculo esquelético, el timo y la médula 6sea (Dillon et al., supra). Aunque el nivel de expresiéon es marcadamente
diferente, tanto IL-31R como OSMR se coexpresan en una multitud de tejidos, incluidas la piel y las células epiteliales
intestinales, lo que sugiere que esos tejidos deberian responder a IL-31 (Dillon et al., supra; Dambacher et al., Gut
56(9): 1257-65, 2007). Mientras que OSMR se expresa constitutivamente en el pulmén en las células epiteliales, la
expresion de IL-31R es de niveles insignificantes a bajos en el tejido pulmonar, pero se regula positivamente con
diversos métodos de provocacion de las vias respiratorias (Dillon et al., supra; Jawa et al., J. Interferon Cytokine Res.
28(4): 207-19, 2008).

[0002] Secretadas principalmente por linfocitos T, macréfagos y neutréfilos, OSM e IL-31 estén reguladas
positivamente en una variedad de estados patoldgicos que involucran inflamacién. La OSM ha estado implicada en
diversas funciones biolégicas, incluida la formacién de hueso, la degradacién del cartilago, la absorcién de colesterol,
el dolor y la inflamacién (Cawston et al., Arthritis Rheum. 41(10):1760-71, 1998; Hasegawa et al., Rheumatology
(Oxford) 38(7): 612-7, 1999; Levy et al., J. Hepatol. 32(2): 218-26, 2000; Manicourt et al., Arthritis. Rheum. 43(2): 281-
8, 2000; de Hooge et al., Am J. Pathol. 160(5):1733-43, 2002; Luzina et al., Arthritis Rheum 48(8): 2262-74, 2003,
Morikawa et al., J. Neurosci. 24(8): 1941-7, 2004; Kong et al., J. Lipid Res. 46(6): 1163-71, 2005). Se ha demostrado
que OSM es un potente modulador de la matriz extracelular (ECM) en una variedad de contextos, lo que sugiere que
OSM es capaz de mediar consecuencias patolégicas aparentemente opuestas, incluida la fibrosis (un exceso de ECM)
y la degradacién del cartilago (una ruptura de ECM). Dependiendo del tipo de tejido y del entorno ambiental, se han
observado ambos efectos cuando se ha sobreexpresado OSM o se ha administrado ex6genamente en pulmones o
articulaciones de ratones, respectivamente (Richards et al., Biochem. Soc. Trans. 30(2): 107- 11, 2002; Hui et al,,
Arthritis Rheum. 48(12). 3404-18, 2003; Rowan et al., Am. J. Pathol. 162(6). 1975-84, 2003). Ademas, se ha
demostrado previamente que OSM esté regulada positivamente en patologias humanas donde existen este tipo de
consecuencias (Cawston et al., supra; Hasegawa et al., supra; Levy et al., supra; Manicourt et al., supra; Luzina et al,,
supra). OSM, una citocina predominantemente de accién local, esta regulada positivamente en el liquido sinovial de
las articulaciones de pacientes con artritis reumatoide (AR) (Cawston et al., supra;, Manicourt et al., supra), en el liquido
del lavado broncoalevolar (BAL, por sus siglas en inglés) de pacientes con enfermedad pulmonar intersticial asociada
a esclerodermia (Luzina et al., supra), fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), y en los higados de pacientes con cirrosis
(Levy et al., supra). El impacto propuesto por OSM en la ECM se puede atribuir en parte a la capacidad de OSM para
cambiar el equilibrio entre las metaloproteinasas de matriz (MPM) y los inhibidores tisulares de MPM (TIMP, por sus
siglas en inglés). Los TIMP se unen a las MPM en una proporciéon de 1:1 con una alta afinidad que resulta en una
pérdida de actividad proteolitica de las MPM. Se ha demostrado previamente que TIMP-1 y TIMP-3 estan regulados
diferencialmente por OSM, lo que resulta en un aumento de TIMP-1 y una disminucién de TIMP-3 (Gatsios et al., Eur.
J. Biochem. 241(1): 56-63, 1996). Ademés de regular la digestién de los componentes de la matriz extracelular, las
MPM también estan implicadas en la escision y posterior activacion de una serie de proteinas, incluido el TGF-B, una
potente citocina profibrética (Leask et al., FASEB J. 18(7).): 816-27, 2004). También se ha informado que OSM es
capaz de inducir directamente la transcripcién de colageno tipo | in vitro (Hasegawa et al., J. Rheumatol. 25(2): 308-
13, 1998). Jazayeri et al. (Journal of Interferon & Cytokine Research, 2010; 25(12): 865-873) analiza los inhibidores
de la sefializacién OSMR, mientras que US 2006/171951, Diveu et al. (European Cytokine Network, 2004; 15(4): 291-
302) y Pavle et al. (Oncogene, 2003; 22(50): 8117-8124) analizan los antagonistas de la sefializacién OSMR.

[0003] Se ha encontrado expresién tanto de OSM como de IL-31 en la piel de pacientes con psoriasis y dermatitis
atdpica, y las mutaciones en OSMR e IL-31R se han relacionado con la amiloidosis cutdnea sistémica. La
sobreexpresidn transgénica de IL-31 en todo el sistema indujo una respuesta inflamatoria pruriginosa en la piel de
ratones. Tanto OSM como IL-31 envian sefiales a través de OSMR en neuronas donde se ha sugerido que promueven
respuestas nociceptivas y pruriginosas.

[0004] En conjunto, estos vinculos con las enfermedades humanas y la capacidad de OSM e IL-31 para promover
una amplia gama de patologias, que incluyen al menos inflamacién, remodelacién de la matriz extracelular, dolor y
prurito, sugieren que el bloqueo de OSMR es un objetivo Util para la intervencién terapéutica en muchas enfermedades
y trastornos asociados con OSMR.
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RESUMEN

[0005] En el presente documento se describen anticuerpos de unidn al receptor de oncostatina M (OSMR) que tienen
propiedades susceptibles de produccién comercial y uso terapéutico en humanos. La invencién se expone en las
reivindicaciones adjuntas. Especificamente, la invencién proporciona un anticuerpo de unién a OSMR para usar en un
método para tratar una enfermedad o trastorno asociado con sefializacion mediada por OSMR, en donde la
enfermedad o trastorno se selecciona de enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa,
en donde el anticuerpo anti-OSMR comprende (i) un dominio variable de cadena ligera que comprende una regién 1
determinante de complementariedad de cadena ligera (LCDR1) como se establece en SEQ ID NO: 31, una region 2
determinante de complementariedad de cadena ligera (LCDR2) como se establece en SEQ ID NO: 34, y una regién 3
determinante de complementariedad de cadena ligera (LCDR3) como se establece en SEQ ID NO: 37, y (ii) un dominio
variable de cadena pesada que comprende una regién 1 determinante de la complementariedad de la cadena pesada
(HCDR1) como se establece en la SEQ ID NO: 13, una region 2 determinante de la complementariedad de la cadena
pesada (HCDR2) como se establece en la SEQ ID NO: 16, y una regidn 3 determinante de la complementariedad de
la cadena pesada (HCDR3) como se establece en la SEQ ID NO: 19, en la que el anticuerpo de unién a OSMR inhibe
la unién de la oncostatina M humana (OSM) y la interleucina 31 humana (IL-31) a la OSMR humana. y reduce la
sefializacién mediada por OSM humana y IL-31 humana en células que expresan OSMR humana.

[0006] En algunas formas de realizacién, el anticuerpo OSMR para usar con la invencién comprende a) un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:28; b) un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 10; o c) el dominio
variable de cadena ligera de a) y el dominio variable de cadena pesada de b).

[0007] En algunos aspectos, el anticuerpo OSMR para usar con la invencién comprende un dominio variable de
cadena ligera que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, o es idéntico a la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO:28 y una variable de cadena pesada. dominio que tiene al menos el 90 %, al menos el 95 %, o es
idéntico a la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:10. En algunos aspectos, el anticuerpo OSMR para
usar con la invencién comprende un dominio variable de cadena pesada que tiene la relacion de secuencia definida
anteriormente con SEQ ID NO:10 y puede contener opcionalmente un aminoécido distinto de asparagina (p. €j., acido
aspartico) en la posicion correspondiente a la posicién 73 en SEQ ID NO: 10. En tales formas de realizacién, el dominio
variable de cadena pesada comprende opcionalmente la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 54.

[0008] En algunos aspectos, el anticuerpo OSMR para uso con la invencién comprende a) un dominio variable de
cadena ligera que tiene no mas de diez 0 no mas de cinco adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos
de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:28; b) un dominio variable de cadena pesada que tiene no
mas de diez 0 no mas de cinco adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoéacidos de la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:10; o ¢) el dominio variable de cadena ligera de a) y el dominio variable de
cadena pesada de b).

[0009] En algunos aspectos, el anticuerpo OSMR para uso con la invencién comprende un dominio variable de
cadena ligera que tiene no mas de diez 0 no mas de cinco adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos
de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:28 y un dominio variable de cadena pesada que tiene no
mas de diez 0 no mas de cinco adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:10. En algunos aspectos, el anticuerpo OSMR comprende un dominio variable
de cadena pesada que tiene la relacién de secuencia definida anteriormente con SEQ ID NO:10 y puede contener
opcionalmente un aminoacido distinto de asparagina (p. ej., acido aspértico) en la posicién correspondiente a la
posicién 73 en SEQ ID NO:10. En tales formas de realizacién, el dominio variable de cadena pesada comprende
opcionalmente la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:54. El anticuerpo OSMR para usar con la
invenciéon comprende el dominio variable de cadena ligera que comprende las secuencias LCDR1, LCDR2 y LCDR3
expuestas en las SEQ ID NO: 31, 34 y 37, respectivamente, y el dominio variable de cadena pesada que comprende
HCDR1, HCDR2 y Las secuencias HCDR3 expuestas en SEQ ID NO: 13, 16 y 19, respectivamente, pueden contener
opcionalmente un dominio variable de cadena pesada que comprende un aminoacido distinto de asparagina (p. €j.,
acido aspartico) en la posicién correspondiente a la posicién 73 en SEQ ID NO:10. En tales aspectos, el dominio
variable de cadena pesada comprende opcionalmente la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:54.

[0010] En algunas formas de realizacién, el anticuerpo OSMR para usar con la invencién puede unirse a OSMR
humano con una afinidad menor o igual a 1 x 10-'°© M. En algunos aspectos, el anticuerpo OSMR para usar con la
invencién comprende una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID:25 y una cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:51.

[0011] También se proporcionan en el presente documento &cidos nucleicos o acidos nucleicos aislados que
comprenden un polinucleétido, en donde dicho polinucleétido codifica uno 0 mas polipéptidos que comprenden una
secuencia de aminoacidos de:

a) una secuencia de dominio variable de cadena ligera que es al menos 95 % idéntica al conjunto de
secuencias de aminoacidos adelante en SEQ ID NO:28;
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b) una secuencia de dominio variable de cadena pesada que es al menos 95 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 10;

¢) una secuencia de dominio variable de cadena ligera que tiene no més de cinco adiciones, eliminaciones o
sustituciones de aminoécidos de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:28;

d) una secuencia de dominio variable de cadena pesada que tiene no mas de cinco adiciones, eliminaciones
o sustituciones de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:10.

[0012] También se proporcionan en el presente documento &cidos nucleicos o acidos nucleicos aislados que
comprenden un polinucleétido, en donde dicho polinucleétido codifica uno 0 mas polipéptidos que comprenden una
secuencia de aminoacidos de:

a) un dominio variable de cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2, CDR3, en el que la secuencia
LCDR1 se establece en la SEQ ID NO:31, la secuencia LCDR2 se establece en la SEQ ID NO:34 y la
secuencia LCDR3 se establece en SEQ ID NO: 37; y

b) un dominio variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3, en el que la secuencia
HCDR1 se establece en la SEQ ID NO:13, la secuencia HCDR2 se establece en la SEQ ID NO:16 y la
secuencia HCDR3 se establece en SEQ ID NO: 19.

Un acido nucleico ejemplar o un acido nucleico aislado codifica un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:54.
Un acido nucleico ejemplar o un acido nucleico aislado codifica un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:51.

[0013] En el presente documento se proporciona un acido nucleico o 4cido nucleico aislado que codifica una cadena
ligera de anticuerpo y es al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 % o es 100 % idéntico a la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO:22. También se proporciona en el presente documento un &cido nucleico o acido
nucleico aislado que codifica una cadena pesada de anticuerpo y es al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %
o es 100 % idéntico a la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 4.

[0014] También se proporciona en el presente documento la cadena pesada codificada por un acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO:48.

[0015] Cualquier referencia en la descripcién a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencidn para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia (o para diagnéstico).

DESCRIPCION DETALLADA

[0016] Los titulos de las secciones utilizados en este documento tienen Unicamente fines organizativos y no deben
interpretarse como limitativos del tema descrito.

[0017] Se pueden usar técnicas estandar para ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos, cultivo y
transformacién de tejidos, purificacién de proteinas, etc. Las reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion se
pueden realizar de acuerdo con las especificaciones del fabricante 0 como se logra cominmente en la técnica o como
se describe en el presente documento. Los siguientes procedimientos y técnicas pueden realizarse generalmente
segun métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y
mas especificas que se citan y analizan a lo largo de la especificacién. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2001,
Molecular Cloning: A Laboratory Manuel, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY A
menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada en relacién con los procedimientos de
laboratorio y las técnicas de quimica analitica, quimica orgénica y quimica medicinal y farmacéutica descritas en el
presente documento son aquellas bien conocidas y cominmente utilizadas en la técnica. Se pueden utilizar técnicas
estandar para sintesis quimica, analisis quimicos, preparacién farmacéutica, formulacién y administracion y
tratamiento de pacientes.

OSMR

[0018] Sefial OSM e IL-31 a través de OSMR. OSMR es miembro de la familia de receptores de citocinas tipo |.
OSMR se heterodimeriza con la glicoproteina 130 (también conocida como gp130, transductor de sefial de interleucina
6 (IL6ST), IL6-beta 0 CD130) para formar OSMR de tipo Il. OSMR también se heterodimeriza con el receptor A de IL-
31 (IL31RA) para formar el receptor de IL-31 y, por lo tanto, transduce eventos de sefializacién inducidos por OSM e
IL-31. El anticuerpo OSMR para usar con la invencién se une a OSMR humano y puede prevenir la sefializacién
mediada por OSM humano y IL-31 humana en células que expresan OSMR.

[0019] Las secuencias OSMR humanas son conocidas en la técnica. En diversos aspectos, las secuencias de

proteinas OSMR humanas se proporcionan en los nimeros de acceso de GenBank AAI25210, AAI25211, NP_003990
y EAW55976. En la Tabla 1 se proporciona una secuencia de aminoacidos de OSMR humana ejemplar (SEQ ID NO:
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1). La proteina esta formada por varios dominios: Los aminoacidos 1-27 corresponden a la secuencia sefial que puede
escindirse durante el procesamiento de la proteina en células de mamifero; los aminoécidos 28-740 corresponden al
dominio extracelular; y los aminoéacidos 741-761 corresponden al dominio transmembrana. El anticuerpo OSMR para
usar con la invencién se une al dominio extracelular de OSMR humano y puede prevenir la interaccién de OSM e IL-
31 con OSMR.

[0020] Las secuencias de OSM humanas son conocidas en la técnica. En diversos aspectos, las secuencias de
proteinas OSM humanas se proporcionan en los numeros de acceso de GenBank CAG30420, CAG46504,
NP_065391, P13725, AAC05173, EAWS59864 y AAH11589. En la Tabla 1 se proporciona una secuencia de
aminoacidos de OSM humana ejemplar (SEQ ID NO: 39). Los aminoéacidos 1-25 corresponden a la secuencia sefial
los aminoéacidos 26-220 corresponden a la proteina madura; y los aminoacidos 221-252 corresponden a la secuencia
propeptidica.

[0021] Las secuencias de IL-31 humana son conocidas en la técnica. En diversos aspectos, las secuencias de la
proteina IL-31 humana se proporcionan en los numeros de acceso de GenBank NP_001014358, AAS86448,
AAI32999, AAI33001, QBEBC2 y EAW98310. En la Tabla 1 se proporciona una secuencia de aminoacidos de IL-31
humana ejemplar (SEQ ID NO: 41). Los aminoacidos 1-23 corresponden a la secuencia putativa de 6 sefiales.

[0022] Las secuencias de IL31RA humano son conocidas en la técnica. En diversos aspectos, las secuencias de la
proteina IL31RA humana se proporcionan en los nimeros de acceso de GenBank AAS86447, NP_001229567 y
CBL94051. En la Tabla 1 se proporciona una secuencia de aminoacidos de IL31RA humano (v4, isoforma 3) ejemplar
(SEQ ID NO: 43). Los aminoacidos 1-32 corresponden a la secuencia sefial; y los aminoécidos 533-553 corresponden
a la secuencia transmembrana.

[0023] Las secuencias de gp130 humana son conocidas en la técnica. En diversos aspectos, las secuencias de la
proteina gp130 humana se proporcionan en los nimeros de acceso de GenBank AAI17403, AAI17405, EAWS54936,
NP_002175, ABK41905 y AAA59155. En la Tabla 1 se proporciona una secuencia de aminoacidos de gp130 humana
ejemplar (SEQ ID NO: 45). La proteina esta formada por varios dominios: los aminoacidos 1-22 corresponden a la
secuencia sefial; los aminoacidos 23-619 corresponden al dominio extracelular; los aminoacidos 620-641
corresponden al dominio transmembrana; y los aminoacidos 642-918 corresponden al dominio citoplasmético.

Tabla 1

Secuencia de aminoacidos de OSMR humano (SEQ ID NO:1) .
MALFAVFOQTTFFLTLLSLRTYQSEVLAERLPLTPVSLEVSTNSTROSLHLOQWTVHNLP
YHQELEMVFQIQISRIETSNVIWVONYSTITVEWNQVLHWSWESELPLECATHEVRIKS
LVDDARFPEPNFWENWSSWEEVSVODSTGODILEVFPEDKLVEEGTNVTICY VSRNIQ
NNVSCYLEGKQIHGEQLDPHV TAFNLINSVPFIRNRGTNIY CEASQGNVESEGMEGIVLE
VSKVLEEPKDRSCETEDFKTLHCTWDPGTRDTALGWSKQPSQSY TLFESFSGEKKILCTH
ENWCNWOITQDSQETYNFTLIAERYLRERSVNILFNLTHRVY LMNPESVNFENVNAT
NADMTWEKVHSIRNNFTYLCOQIELHGEOKMMQYNVSIKVNOEYFLESELEPATEYMARY
RCADASHFWKWSEWSUGONFTTLEAAPSEAPDVWRIVSLEPGNHTVTLFWKPLSKLEA
NORKILFYNVVVENLUDKPSSSELHSIPAPANSTRKLILDRCSYQICVIANNSVGASPASVIV]
SADPENKEVERERIAGTEGGESLSWRPQPGDVIGY VVDWCDHTQDVLGDFQWENVG
PNTTSTVISTDAFRPGVREYDFRIYGLSTKRIACLLEKKTGY SQELAPRDNPHVLVIITLTY
HEFTLESWEK DY STESQPGFIQUYHVYLESKARQUHPRFEKAVLSDGSECCKYKIDNPEE
KALIVDNLKPESFYEFFITPFTSAGEGPSATFTEVTTPDEHSSMLIHILL PMVFCVLLIMY
MCOYLKSQWIKETCYPDIPDPYESSILSLIKFRENPHLAIMNVSDCIPDATEVVSKPEGTEL
QFLGTRRSLTETELTEKPNYLYLLPTERNHSGPGPCICFENLTYNQAASDSGSUCGHVPVS
PRKAPSMEGLMTSPENVLKALERNYMNSLGEPAGETSINY VSQLASPMFGDEDSLPTY
PVEAPHCSEYKMOQMAVSLRLALPPPTENSSLSSITLLEPGEHYC

Secuencia de aminoacidos de OSM humana (SEQ ID NO:39) _
MGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAAIGBCSKEYRVLLGQLOKQTDLMQDTSRLLD
PYIRIQGLDVPEKLREHCRERPGAFPSEETLRGLGRRGFLOTLNATLGCVEHRLADLEQS
LPKAQDLERSGINIEDLEKLOMARPNILGLRNNIYCMAQLLDNSDTAEPTKAGRGASC
PPTFIPASDAFQRKLEGCRFLHGY HREMHESVGRVFSKWGESPNRSRRHSPHQALRXG
VRRTRPSRKGRKRIMTRGQLPR

Secuencia de aminoacidos de IL-31 humana (SEQ ID NO:41) .
MASHSOPSTSVLFLECCLGGWLASHTLPVRLLRPSDDVORKIVEELQSLSKMLLEDVEE
BXOGVLVEQNYTLPCLSPDAQPPNNIHSPAIRAY LK TIRQLDNKSVIDEITEHLDK LIFQD2
PETNISVPTDTHECKRFILTISQQFSECMDLALKSLTSGAQQATT
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(Continuacion)

Secuencia de aminoacidos de IL31RA humano (SEQ ID NO:43) .
MKLSPQPSCVNLGMMWIWALWMLPSLOKFSLAALPAKPENISCYYYYRKNLTCTWS
PGKETSYTOYTVEKRTYAFGEKHDNCTTNSSTSENRASCSFFLPRITIPDNYTIEVEAENC
DGVIKSHMTYWRLENIAKTEPPKIFRVEPVLGIKRMIQIEWIK PELAPVSSDLKYTLRER
TVNSTSWMEVNFAKNREKDENQTYNLTGLOPFTEY VIALRCAVKESKFWSDWSGQEKM
GMTEEEAPCGLELWRVLKPAEADGRRPVRLLWKKARGAPVLEKTLGYNIWYYPESN
TNLTETMNTTNQQLELHLGGESFWVSMISYNSLGKSPVATLRIPAIQEKSFQCIEVMQA
CVAEDQLVVEWQSSALDYVNTWMIEWFPDVDSEPTTLEWESVSQATNWTIQODKLKP
FWOYNISVYPMLUHDEVGERPYSIQAYARKEGVPSEGPETEVENIGVRTVTITWRKEIPRSER
KGHONYTIFYQAEGGKGFSKTVNSSILOQYGLESLKRETSYIVQVMASTSAGOTNGTSID
FRTLSFSVFEILITSLIGGGLLILILTVAYGLKK PNKLTHLCWETVPNPAESSIATWHGD
DFKDKINLEESDDSVNTEDRILKPCSTPSDELVIDKLYVNFGNVLQEIFTDEARTGOQEN
NLGGERNGTRILSSCPTS]

Secuencia de aminoacidos de gp130 humana (SEQ ID NO:45)
MLTLOTWLVQALFIFLTTESTGELLDPCGYISPESPVVQLHSNFTAVCVLKEKCMDYF
HVNANYIVWKTRHFTIPREQYTHNRTASSVIFTDIASLNIQLTCNILTFGQLEOQNVYGL
TUSGLPPEKPEKNLSCIVNEGKKMRCEWDGGRETHLETNFTLKSEWATHKFADCKAKE
DTPTSCTVDYSTVYFVNIEVWVEAENALGKVTSDHINFDPVYRK VICPNPPHNLSVINSE
ELSSILELTWTNPSIKSVHLEYNIQYRTRKDASTWSQIPPEDTASTRESFTVQDLKPFTEY
VFRIRCMEKEDGRKGY WSDWEEEASGITYRDRPSKAPSFWYKIDPSHTQGYRTVQLVWE
TLPPFEANGKILDYEVTLTRWESHLONY TYNATKLTYNLTNDRYLATLTVRNLVGKS
DAAVLTIPACDFRQATHPVMDLEAFPKDNMLWVEWTTPRESVEKKYILEWCVLSDKAP
CITDWQQEDGTVHRTYLRGNLAESKCYLITVIPVY ADGPGRPESIKAYLKQAPPSKGP
TVRTEKEKVGKNEAVLEWDOQLPVDVONGFIRNYTIFYRTIIGNETAVNVDSSHTEYTLSS
LTSDTLYMVRMAAYTDEGGKDGPREFTFTTPRKFAQGRIEAIVVPVCLAFLLTTLLGVLF
CENKRDLIKKHIWPNVPDPSESHIAQWSPHTPPREONENSK BOMYSDENFTRVEVVEIV
ANDRKPFFPEDLEKSLDLFRKKERINTEGHSSGIGGSSCMERSRPRISSSDENESSONTSSTY
QYSTVVHSGYRHOQVPSVOVESRSESTQPLLDSEERFEDLOLVDRVDOGGDGILPROOYF
KOQNCSQHESSPDISHFERSKQVSSVNEEDFVRLKQOISDHISQSCOSGOMKMFQEVSA
ADAFGPGTEGOQVERFETWVGMEAATDEGMPKSYLPQTVROQGGYMPQ

Anticuerpos OSMR

[0024] Los anticuerpos para uso con la presente invencién se unen especificamente a OSMR humano. Estos
anticuerpos inhiben la unién de la OSM humana y la IL-31 humana a la OSMR humana y reducen la sefializacién
mediada por la OSM humana y la IL-31 humana en células que expresan OSMR humana.

[0025] Los anticuerpos para uso con la invencién se unen especificamente a OSMR humano. “Se une
especificamente” como se usa en el presente documento significa que el anticuerpo se une preferentemente a OSMR
sobre otras proteinas. “Se une especificamente” puede significar que el anticuerpo OSMR tiene una mayor afinidad
por OSMR que por otras proteinas. Los anticuerpos OSMR que se unen especificamente a OSMR pueden tener una
afinidad de unién por OSMR humano menor o igual a 1 x 107 M, menor o igual a 2 x 107 M, menor o igual a 3 x 107
M, menor o igual a 4 x 107 M, menor o igual a 5x 107 M, menor o igual a 6 x 107 M, menor o igual a 7 x 107 M, menos
menor o igual a 8 x 107 M, menor o igual a 9 x 107 M, menor o igual a 1 x 108 M, menor o igual a 2 x 10 M, menor
o igual a 3 x 108 M, menor o igual a 4 x 10 M, menor o igual a 5 x 108 M, menor o igual a 6 x 108 M, menor o igual
a7 x10%M, menor o igual a 8 x 108 M, menor o igual a 9 x 108 M, menor o igual a 1 x 10° M, menor o igual a
2x 10°° M, menor o iguala 3 x 10° M, menor o igual a 4 x 10°° M, menor o igual a 5 x 10° M, menor o igual a 6 x 10°
M, menor o igual a 7 x 10° M, menor o igual a 8 x 10° M, menor o igual a 9 x 10° M, menor o igual a 1 x 100 M,
menor o igual a 2 x 10'% M, menor o igual a 3 x 10" M, menor o igual a 4 x 10" M, menor o igual a 5 x 100 M,
menos menor o igual a 6 x 10 M, menor o igual a 7 x 101 M, menor o igual a 8 x 10" M, menor o igual a 9 x 100
M, menor o igual a 1 x 10" M, menor o igual a 2 x 107" M, menor o igual a 3 x 10" M, menor o iguala 4 x 10" M,
menor o igual a 5x 10" M, menor o igual a6 x 10" M, menor o iguala 7 x 10"* M, menor o igual a 8 x 10-"* M, menor
oigual a 9 x 10" M, menor o igual a 1 x 10" M, menor o igual a 2 x 10" M, menor o igual a 3 x 10> M, menor o
igual a4 x 102 M, menor o igual a 5 x 102 M, menor o igual a 6 x 102 M, menor o igual a 7 x 102 M, menor o igual
a8x 102 M, o menor o iguala 9 x 102 M.
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[0026] Los métodos para medir la afinidad de unidén de un anticuerpo son bien conocidos en la técnica. Los métodos
de uso comuln para la determinacién de la afinidad incluyen Resonancia de Plasmén Superficial (SPR) (Morton y
Myszka “Kinetic analysis of macromolecular interactions using surface plasmon resonance biosensors" Methods in
Enzymology (1998) 295, 268-294), BioLayer Interferometry, (Abdiche et al. “Determining Kinetics and Affinities of
Protein Interactions Using a Parallel Realtime Label-free Biosensor, the Octet" Analytical Biochemistry (2008) 377,
209-217), ensayo de exclusién cinética (KinExA) (Darling y Brault “Kinetic exclusion assay technology: characterization
of molecular interactions" Assay and Drug Dev Tech (2004) 2, 647-657), calorimetria isotérmica (Pierce et al
“Isothermal Titration Calorimetry of Protein-Protein Interactions” Methods (1999) 19, 213-221) y ultracentrifugacién
analitica (Lebowitz et al “Modern analytical ultracentrifugation in protein science: A tutorial review" Protein Science
(2002), 11:2067-2079). El Ejemplo 5 proporciona métodos ejemplares de determinacién de la afinidad.

[0027] Se entiende que cuando en el presente documento se hace referencia a “anticuerpos de unién a OSMR”,
esto también abarca fragmentos de unién a OSMR de dichos anticuerpos que conservan la capacidad de unirse
especificamente a OSMR. Los anticuerpos OSMR para uso con la invencién inhiben la unién de OSM humana y IL-
31 humana a OSMR humana y reducen la sefializacién mediada por OSM humana y IL-31 humana en células que
expresan OSMR humana. Se dice que estos anticuerpos son “neutralizantes”. En ciertos aspectos, el anticuerpo
OSMR neutralizante se une especificamente a OSMR e inhibe la unién de OSM humana y de IL-31 humana a OSMR
humana desde cualquier lugar entre 10 % y 100 %, tal como por al menos aproximadamente 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72, 73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % o mas. Por ejemplo, los anticuerpos OSMR pueden ensayarse para
determinar su capacidad neutralizante determinando la capacidad del anticuerpo para bloquear la unién de OSM
humana e IL-31 humana a OSMR humana, véase, por ejemplo, el ensayo de bloqueo de OSMR humano del Ejemplo
2. Alternativamente, los anticuerpos OSMR se puede probar para determinar la capacidad neutralizante en un ensayo
que mide el efecto de la presencia del anticuerpo OSMR en un ensayo que mide la funcién biolégica mediada por
OSM humana y IL-31 humana. Por ejemplo, la capacidad de la OSM humana para inducir una respuesta bioldgica, tal
como la estimulacion de la actividad activadora del plasmindgeno en células endoteliales aérticas bovinas cultivadas,
la regulacién de la expresidén de IL-6 en células endoteliales humanas y la estimulacién de la captacién de LDL y la
regulacién positiva de los receptores de LDL de superficie celular en las células HepG2. Alternativamente, la capacidad
de la IL-31 humana para inducir inflamacién en la piel.

[0028] En algunos aspectos, el anticuerpo para usar con la invencién comprende un dominio variable de cadena
ligera que consiste en el dominio variable de cadena ligera (LCv) de Ab2 (SEQ ID NO: 28) y/o un dominio variable de
cadena pesada que consiste en el dominio variable de cadena pesada de Ab2. (VHC), (SEQ ID NO:10.

[0029] Una variante de dominio variable de cadena pesada ejemplar de SEQ ID NO:10 contiene un aminoacido
distinto de asparagina (p. ej., 4cido aspartico) en la posicién correspondiente a la posicién 73 en SEQ ID NO:10. La
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:10 NO:54 es un ejemplo de una variante de dominio variable de
cadena pesada de SEQ ID NO:10.

[0030] Una cadena ligera ejemplar que comprende Ab2 LCv es una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:25.

[0031] Una cadena pesada ejemplar que comprende Ab2 HCv es una cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:7. Una cadena pesada ejemplar que comprende una variante de Ab2 HCv
es una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoéacidos expuesta en SEQ ID NO:51.

[0032] Un anticuerpo descrito en el presente documento puede comprender los dominios variables Ab2 LCv/Ab2
HCv (SEQ ID NO:28/SEQ ID NO:10). También se incluye un anticuerpo que comprende los dominios variables SEQ
ID NO:28/SEQ ID NO:54.

[0033] Un anticuerpo ejemplar descrito en el presente documento incluye Ab2 (SEQ ID NO:25/SEQ ID NO:7). Un
anticuerpo ejemplar adicional incluye SEQ ID NO:25/SEQ ID NO:51.

[0034] El anticuerpo OSMR para usar con la invencién comprende las CDR de Ab2 LCv: LCDR1 (SEQ ID NO:31),
LCDR2 (SEQ ID NO:34) y LCDR3 (SEQ ID NO:37); y las CDR de Ab2 HCv: HCDR1 (SEQ ID NO:13), HCDR2 (SEQ
ID NO:16) y HCDR3 (SEQ ID NO:19).

[0035] EIl anticuerpo OSMR para uso con la invencién comprende: A) un polipéptido para una cadena ligera, que
comprende un LCDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31; un LCDR2 que tiene una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 34; y un LCDR3 que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37; y B) un
polipéptido para una cadena pesada, que comprende un HCDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:13; un HCDR2 que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:16; y un HCDR3 que tiene una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:19.
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[0036] EIl anticuerpo OSMR para usar con la invencién comprende A) una secuencia de aminoacidos de cadena
ligera que comprende LCDR1, LCDR2 y LCDR3 de Ab2 LCv y B) una secuencia de aminoacidos de cadena pesada
que comprende HCDR1, HCDR2, y HCDR3 de Ab2 HCv.

[0037] Un anticuerpo descrito en el presente documento puede comprender un dominio variable de cadena ligera
que consiste en SEQ ID NO: 28. Un anticuerpo descrito en este documento puede comprender un dominio variable
de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 10. Un anticuerpo descrito en este documento puede comprender A)
una variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 10. dominio que consiste en SEQ ID NO: 28, y B) un
dominio variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 10.

[0038] Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden comprender cualquier regién constante conocida
en la técnica. La regién constante de cadena ligera puede ser, por ejemplo, una regién constante de cadena ligera de
tipo kappa o lambda, por ejemplo, una regién constante de cadena ligera de tipo kappa o lambda humana. La regién
constante de cadena pesada puede ser, por ejemplo, una regién constante de cadena pesada de tipo alfa, delta,
épsilon, gamma o mu, por ejemplo, una regién constante de cadena pesada humana alfa, delta, épsilon, gamma o
Regién constante de cadena pesada tipo mu. En una forma de realizacién, la regién constante de cadena ligera o
pesada es un fragmento, derivado, variante o0 muteina de una regién constante de origen natural.

[0039] Un anticuerpo descrito en el presente documento puede comprender una regién variable de cadena ligera
que consiste en SEQ ID NO: 28 que tiene no mas de uno, no méas de dos, no més de tres, no més de cuatro, no mas
de cinco, no mas de seis, no mas de siete, no mas de ocho, no mas de nueve o no mas de diez adiciones, eliminaciones
o sustituciones de aminoécidos. Un anticuerpo descrito en el presente documento puede comprender una regién
variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 10 que tiene no mas de uno, no més de dos, no mas de tres,
no mas de cuatro, no mas de cinco, no mas de seis, no mas de siete, no méas de ocho, no mas de nueve o no mas de
diez adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos. Un anticuerpo descrito en el presente documento puede
comprender A) que comprende una regidn variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 28 que tiene no més
de uno, no mas de dos, no mas de tres, no mas de cuatro, no mas de cinco, no mas de seis, no mas de siete, no mas
de ocho, no més de nueve o no mas de diez adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos, y B) una regién
variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 10 que tiene no mas de una, no méas de dos, no més de tres,
no mas de cuatro, no mas de cinco, no mas de seis, no mas de siete, no mas de ocho, no méas de nueve o0 no mas de
diez adiciones de aminoacidos, eliminaciones o sustituciones.

[0040] En una variacién, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, al menos
81 %, al menos 82 %, al menos 83 %, al menos 84 %, al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %,
al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos de la regién
variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 28. En otra variacion, el anticuerpo comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 80 %, al menos al menos 81 %, al menos 82 %, al menos 83 %, al menos 84 %, al
menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos al menos
91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %
0 al menos 99 % idéntico a una variable de cadena pesada secuencia de amino&cidos de la regién que consiste en
SEQ ID NO: 10. En aln un aspecto adicional, el anticuerpo comprende A) una secuencia de aminoécidos que es al
menos 80 %, al menos 81 %, al menos 82 %, al menos 83 %, al menos al menos 84 %, al menos 85 %, al menos
86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %,
al menos al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a
una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera que consiste en SEQ ID NO: 28 y B) una secuencia
de aminoacidos que es al menos 80 %, al menos 81 %, al menos 82 %, al menos 83 %, al menos 84 %, al menos
85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %,
al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 %
idéntico a una secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada que consiste en SEQ ID NO: 10. Un
anticuerpo OSMR que comprende un dominio variable de cadena pesada que tiene la relacién de secuencia definida
anteriormente con SEQ ID NO: 10 puede contener opcionalmente una aminoégcido distinto de asparagina (p. €j., acido
aspartico) en la posicion correspondiente a la posicidn 73 en SEQ ID NO: 10. En tales formas de realizacion, el dominio
variable de cadena pesada comprende opcionalmente la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 54.

[0041] EI anticuerpo descrito en el presente documento comprende los armazones de anticuerpos tradicionales,
incluidos anticuerpos humanos y monoclonales, anticuerpos biespecificos, diacuerpos, minicuerpos, anticuerpos de
dominio, anticuerpos sintéticos (a veces denominados en el presente documento “miméticos de anticuerpos”),
anticuerpos quiméricos, fusiones de anticuerpos (a veces denominados en este documento “miméticos de
anticuerpos”) como “conjugados de anticuerpos”), y fragmentos de cada uno, respectivamente. Las CDR descritas
anteriormente se pueden injertar en cualquiera de los siguientes armazones.

[0042] Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a las diversas formas de proteinas
monoméricas o multiméricas que comprenden una o mas cadenas polipeptidicas que se unen especificamente a un
antigeno, como se describe de diversas formas en el presente documento. En ciertos aspectos, los anticuerpos se
producen mediante técnicas de ADN recombinante. En aspectos adicionales, los anticuerpos se producen mediante
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escision enzimatica o quimica de anticuerpos naturales. En otro aspecto, el anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste en: a) un anticuerpo humano; b) un anticuerpo humanizado; ¢) un anticuerpo quimérico; d) un anticuerpo
monoclonal; e) un anticuerpo policlonal; f) un anticuerpo recombinante; g) un fragmento de unién a antigeno; h) un
anticuerpo de cadena sencilla; i) un diacuerpo; j) un triacuerpo, k) un tetracuerpo, 1) un fragmento Fab; m) un fragmento
F(ab')2, n) un anticuerpo IgA, o) un anticuerpo IgD, p) un anticuerpo IgE, q) un anticuerpo IgG1, r) un anticuerpo 1gG2,
s) un anticuerpo 1gG3, t) un anticuerpo 19G4, y u) un anticuerpo IgM.

[0043] Una regién o dominio variable comprende al menos tres CDR de cadena pesada o ligera incrustadas dentro
de una regién marco (regiones marco designadas FR1, FR2, FR3 y FR4). Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Public Health Service N.I.H., Bethesda, MD. Las unidades estructurales de anticuerpos
tradicionales normalmente comprenden un tetramero. Cada tetrdmero suele estar compuesto por dos pares idénticos
de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena “ligera” y otra “pesada’. La porcién amino terminal de cada
cadena incluye una regién variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoécidos principalmente responsables
del reconocimiento de antigenos. La porcién carboxi terminal de cada cadena define una regién constante responsable
principalmente de la funcién efectora. Las cadenas ligeras humanas se clasifican como cadenas ligeras kappa o
lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como mu, delta, gamma, alfa o épsilon y definen el isotipo del anticuerpo
como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente. La IgG tiene varias subclases, que incluyen, entre otras, 1gG1, 19G2,
IgG3 e 1IgG4. IgM tiene subclases que incluyen, entre otras, IgM1 e IgM2. Los anticuerpos descritos en el presente
documento pueden incluir todas las clases y subclases de anticuerpos que incorporan un dominio variable o CDR del
anticuerpo segun se reivindica.

[0044] Algunos anticuerpos naturales, como los que se encuentran en camellos y llamas, son dimeros que constan
de dos cadenas pesadas y no incluyen cadenas ligeras. Los anticuerpos descritos en el presente documento abarcan
anticuerpos diméricos de dos cadenas pesadas, o fragmentos de las mismas, que pueden unirse a OSMR.

[0045] Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera tipicamente exhiben la misma estructura general de
regiones estructurales (FR) relativamente conservadas unidas por tres regiones hipervariables, es decir, las regiones
determinantes de complementariedad o CDR. Las CDR son las principales responsables del reconocimiento y la unién
de antigenos. Las CDR de las dos cadenas de cada par estan alineadas por las regiones estructurales, lo que permite
la unién a un epitopo especifico. Desde el terminal N al terminal C, tanto las cadenas ligeras como las pesadas
comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacién de aminoacidos a cada dominio
esté de acuerdo con las definiciones de Kabat.

[0046] Las CDR constituyen los principales puntos de contacto de superficie para la unién de antigenos. La CDR3 o
la cadena ligera y, particularmente, la CDR3 de la cadena pesada pueden constituir los determinantes mas importantes
en la unién del antigeno dentro de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada. En algunos anticuerpos, la
cadena pesada CDR3 parece constituir la principal drea de contacto entre el antigeno y el anticuerpo. Se pueden usar
esquemas de seleccion in vitro en los que se varia CDR3 sola para variar las propiedades de unién de un anticuerpo
o determinar qué residuos contribuyen a la unién de un antigeno.

[0047] Los anticuerpos naturales normalmente incluyen una secuencia sefial, que dirige el anticuerpo hacia la via
celular para la secrecidn de proteinas y que normalmente no esta presente en el anticuerpo maduro. Un polinucleétido
que codifica un anticuerpo para su uso con la invencién puede codificar una secuencia sefial de origen natural o una
secuencia sefial heteréloga como se describe a continuacién.

[0048] Un anticuerpo descrito en el presente documento puede ser de cualquier tipo, incluidos anticuerpos IgM, 1gG
(incluidos 19G1, 19G2, 1gG3, 1gG4), IgD, IgA o IgE. En una forma de realizacién especifica, el anticuerpo es un
anticuerpo de tipo 19G, por ejemplo, un anticuerpo IgG1.

[0049] Aspectos especificos utilizan componentes de armazén de los anticuerpos que son componentes humanos.
En algunos aspectos, sin embargo, los componentes del armazén pueden ser una mezcla de diferentes especies.
Como tal, el anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico y/o un anticuerpo humanizado. En general, tanto
“anticuerpos quiméricos” como anticuerpos humanizados” se refieren a anticuerpos que combinan regiones de mas
de una especie. Por ejemplo, los “anticuerpos quiméricos” tradicionalmente comprenden regiones variables de un
ratdn (o rata, en algunos casos) y la(s) regién(es) constante(s) de un ser humano.

[0050] Los “anticuerpos humanizados” generalmente se refieren a anticuerpos no humanos a los que se les han
intercambiado las regiones estructurales del dominio variable por secuencias encontradas en anticuerpos humanos.
Generalmente, en un anticuerpo humanizado, el anticuerpo completo, excepto una o mas CDR, esta codificado por
un polinucleétido de origen humano o es idéntico a dicho anticuerpo excepto dentro de una o mas CDR. Las CDR,
algunas o todas ellas codificadas por acidos nucleicos que se originan en un organismo no humano, se injertan en la
estructura de la hoja beta de una regidn variable de anticuerpo humano para crear un anticuerpo, cuya especificidad
esta determinada por las CDR injertadas. La creacién de dichos anticuerpos se describe, por ejemplo, en WO
92/11018, Jones 1986, Nature 321:522-525, Verhoeyen et al., 1988, Science 239:1534-1536. También se pueden
generar anticuerpos humanizados utilizando ratones con un sistema inmunolégico modificado genéticamente (Roque
et al., 2004, Biotechnol. Prog. 20:639-654). En las formas de realizaciéon ejemplares descritas en el presente
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documento, las CDR identificadas son humanas y, por lo tanto, tanto los anticuerpos humanizados como los
quiméricos en este contexto incluyen algunas CDR no humanas; por ejemplo, se pueden generar anticuerpos
humanizados que comprendan las regiones HCDR3 y LCDR3, siendo una o méas de las otras regiones CDR de un
origen de especie diferente.

[0051] En un aspecto, el anticuerpo OSMR es un anticuerpo multiespecifico y, en particular, un anticuerpo
biespecifico, también denominado a veces “diacuerpos”. Estos son anticuerpos que se unen a dos 0 mas antigenos
diferentes o epitopos diferentes en un solo antigeno. En determinadas formas de realizacién, un anticuerpo
biespecifico se une a OSMR y un antigeno en una célula efectora humana (p. €j., célula T). Dichos anticuerpos son
Utiles para dirigir una respuesta de células efectoras contra células que expresan OSMR, tales como una célula tumoral
que expresa OSMR. En aspectos preferidos, el antigeno de la célula efectora humana es CD3. Patente de EE. UU.
N° 7.235.641. En la técnica se conocen métodos para preparar anticuerpos biespecificos. Uno de dichos métodos
implica disefiar la porcidn Fc de las cadenas pesadas para crear “perillas” y “agujeros” que faciliten la formacién de
heterodimeros de las cadenas pesadas cuando se coexpresan en una célula. US 7.695.963. Otro método también
implica disefiar la porcién Fc de la cadena pesada, pero utiliza direccién electrostatica para estimular la formacion de
heterodimeros y al mismo tiempo desalentar la formacién de homodimeros de las cadenas pesadas cuando se
coexpresan en una célula. WO 09/089.004.

[0052] En unaspecto, el anticuerpo OSMR es un minicuerpo. Los minicuerpos son proteinas similares a anticuerpos
minimizadas que comprenden un scFv unido a un dominio CH3 (Hu et al., 1996, Cancer Res. 56:3055-3061).

[0053] En un aspecto, el anticuerdo OSMR es un anticuerpo de dominio; véase, por ejemplo, la Patente de EE. UU.
ndmero 6.248.516. Anticuerpos de Dominio (dAb) son dominios de unién funcionales de anticuerpos, correspondientes
a las regiones variables de las cadenas pesada (Vn) o ligera (VL) de los anticuerpos humanos. Los dAB tienen un peso
molecular de aproximadamente 13 kDa, o menos de una décima parte del tamafio de un anticuerpo completo. Los
dAB se expresan bien en una variedad de huéspedes, incluidos sistemas de células bacterianas, de levaduras y de
mamiferos. Ademés, los dAb son muy estables y conservan su actividad incluso después de haber sido sometidos a
condiciones duras, como la liofilizaciéon o la desnaturalizacion por calor. Véanse, por ejemplo, la Patente de EE. UU.
6.291.158; 6.582.915; 6.593.081; 6.172.197; nimero de serie de EE. UU. 2004/0110941; Patente Europea 0368684,
Patente de EE. UU. 6.696.245, W004/058821, WO04/003019 y WO03/002609.

[0054] En una forma de realizacion, el anticuerpo de unién a OSMR para usar con la invencién es un fragmento de
un anticuerpo que conserva la especificidad de unién a OSMR. En diversos aspectos, dichos fragmentos comprenden,
entre otros, fragmentos F(ab), F(ab'), F(ab')2, Fv o Fv de cadena sencilla. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos
de unién a OSMR incluyen, entre otros, (i) el fragmento Fab que consta de los dominios VL, VH, CL y CH1, (ii) el
fragmento Fd que consta de los dominios VH y CH1, (iii) el fragmento Fv que consta de los dominios VL y VH de un
Unico anticuerpo; (iv) el fragmento dAb (Ward et al., 1989, Nature 341:544-546) que consta de una Unica variable, (v)
regiones CDR aisladas, (vi) fragmentos F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos
(vii) moléculas Fv de cadena sencilla (scFv), en las que un dominio VH y un dominio VL estan unidos mediante un
conector peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unidén a antigeno (Bird et al,,
1988, Science 242:423-426, Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 85:5879-5883), (viii) dimeros Fv
monocatenarios biespecificos (PCT/US92/09965) y (ix) “diacuerpos” o “tricuerpos”, fragmentos multivalentes o
multiespecificos construidos mediante fusién génica (Tomlinson et. al., 2000, Methods Enzymol. 326:461-479;
WO094/13804; Holliger et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 90:6444-6448). Los fragmentos de anticuerpos
pueden modificarse. Por ejemplo, las moléculas pueden estabilizarse mediante la incorporacién de puentes disulfuro
que unen los dominios VH y VL (Reiter et al., 1996, Nature Biotech. 14:1239-1245). Los componentes no CDR de
estos fragmentos pueden ser secuencias humanas.

[0055] En una forma de realizacion, el anticuerpo OSMR es un anticuerpo completamente humano. En esta forma
de realizacién, como se describié anteriormente, las estructuras especificas comprenden cadenas pesadas y ligeras
completas representadas que comprenden las regiones CDR. Aspectos adicionales utilizan una o més de las CDR
para su uso con la invencién, proviniendo las otras CDR, regiones estructurales, regiones J y D, regiones constantes,
etc., de otros anticuerpos humanos. Por ejemplo, las CDR para uso con la invencién pueden reemplazar las CDR de
cualquier niumero de anticuerpos humanos, particularmente anticuerpos comercialmente relevantes.

[0056] Los anticuerpos de cadena sencilla se pueden formar uniendo fragmentos de dominio variable de cadena
pesaday ligera (regidén Fv) a través de un puente de aminoécidos (enlazador peptidico corto), lo que da como resultado
una Unica cadena polipeptidica. Dichos Fv monocatenarios (scFv) se han preparado fusionando ADN que codifica un
conector peptidico entre ADN que codifican los dos polipéptidos de dominio variable (VL y Vu). Los polipéptidos
resultantes pueden plegarse sobre si mismos para formar mondmeros de unién a antigeno, o pueden formar
multimeros (p. ej., dimeros, trimeros o tetrameros), dependiendo de la longitud de un conector flexible entre los dos
dominios variables (Kortt et al., 1997, Prot. Eng. 10:423; Kortt et al., 2001, Biomol. Eng. 18:95-108). Combinando
diferentes polipéptidos que comprenden VL y Vi, se pueden formar scFv multiméricos que se unen a diferentes
epitopos (Kriangkum et al., 2001, Biomol. Eng. 18:31-40). Las técnicas desarrolladas para la produccién de anticuerpos
de cadena sencilla incluyen las descritas en la Patente de EE. UU. N° 4.946.778; Bird, 1988, Science 242:423; Huston
y col., 1988, Proc. Nacional. Acad. Science. EE. UU. 85:5879; Ward et al., 1989, Nature 334:544, de Graafet al., 2002,
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Methods Mol Biol. 178:379-87. En el presente documento se describen anticuerpos de cadena sencilla derivados de
anticuerpos proporcionados en el presente documento (incluidos, entre otros, scFv que comprenden la combinacidn
de dominio variable de Ab2 LCv/Ab2 HCv (SEQ ID NO:28/SEQ ID NO:10). Un anticuerpo de cadena simple ejemplar
incluye la combinaciéon de dominio variable: SEQ ID NO:28/SEQ ID NO:54.

[0057] En un aspecto, el anticuerpo OSMR es una proteina de fusién de anticuerpos (a veces denominada en el
presente documento “conjugado de anticuerpo”). El compafiero conjugado puede ser proteico o no proteico; este ultimo
generalmente se genera usando grupos funcionales en el anticuerpo y en el compafiero conjugado. En ciertos
aspectos, el anticuerpo se conjuga con una sustancia quimica no proteica (farmaco) para formar un conjugado de
anticuerpo-farmaco.

[0058] Por “proteina”, como se usa en el presente documento, se entiende al menos dos aminoéacidos unidos
covalentemente, lo que incluye proteinas, polipéptidos, oligopéptidos y péptidos. En algunas formas de realizacion,
los dos 0 mas aminoéacidos unidos covalentemente estan unidos mediante un enlace peptidico. La proteina puede
estar formada por aminoacidos y enlaces peptidicos naturales, por ejemplo, cuando la proteina se produce de forma
recombinante usando sistemas de expresidn y células huésped, como se describe a continuacién. Alternativamente,
la proteina puede incluir aminoéacidos sintéticos (p. ej., homofenilalanina, citrulina, ornitina y norleucina), o estructuras
peptidomiméticas, es decir, “analogos de péptidos o proteinas”, tales como peptoides (véase Simon et al., 1992, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE. UU. 89:9367), que puede ser resistente a proteasas u otras condiciones fisiolégicas y/o de
almacenamiento. Dichos aminoacidos sintéticos pueden incorporarse en particular cuando el anticuerpo se sintetiza
in vitro mediante métodos convencionales bien conocidos en la técnica. Ademas, se puede utilizar cualquier
combinacién de residuos/estructuras peptidomiméticos, sintéticos y de origen natural. “Aminoéacido” también incluye
residuos de iminoécido tales como prolina e hidroxiprolina. El aminoacido “grupo R” o “cadena lateral” puede estar en
la configuracién (L) o (S). En una forma de realizacién especifica, los aminoacidos estan en la configuracién (L) o (S).

[0059] En determinadas formas de realizaciéon, el anticuerpo para usar con la invencién es un anticuerpo
recombinante que se une a OSMR. En este contexto, una “proteina recombinante” es una proteina elaborada usando
técnicas recombinantes usando cualquier técnica y método conocido en la técnica, es decir, mediante la expresién de
un &cido nucleico recombinante como se describe en el presente documento. Métodos y técnicas para la produccién
de proteinas recombinantes son bien conocidas en la técnica.

[0060] “Consta esencialmente de” significa que la secuencia de aminoacidos puede variar en aproximadamente 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14 0 15 % con respecto a la citada secuencia SEQ ID NO: y ain conservar actividad
biolégica, como se describe en el presente documento.

[0061] En algunas formas de realizacién, los anticuerpos para usar con la invencién son proteinas aisladas o
proteinas sustancialmente puras. Una proteina “aislada” no esta acompafiada por al menos parte del material con el
que normalmente estd asociada en su estado natural, constituyendo por ejemplo al menos aproximadamente el 5 %,
o al menos aproximadamente el 50 % en peso de la proteina total en una muestra dada. Se entiende que la proteina
aislada puede constituir del 5 al 99,9 % en peso del contenido proteico total dependiendo de las circunstancias. Por
ejemplo, la proteina se puede preparar en una concentracién significativamente mayor mediante el uso de un promotor
inducible o un promotor de alta expresién, de manera que la proteina se produce en niveles de concentracién
aumentados. La definicién incluye la produccién de un anticuerpo en una amplia variedad de organismos y/o células
huésped que se conocen en la técnica.

[0062] Para secuencias de aminoacidos, la identidad y/o similitud de secuencia se determina usando técnicas
estandar conocidas en la técnica, incluido, entre otros, el algoritmo de identidad de secuencia local de Smith y
Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, el algoritmo de alineacién de identidad de secuencia de Needleman y
Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Nat. Acad.
Science. EE. UU. 85:2444, implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTAy TFASTA
en el paquete de software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin),
el programa de secuencia Best Fit descrito por Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387-395, preferiblemente
usando la configuracién predeterminada o mediante inspeccién. Preferiblemente, FastDB calcula el porcentaje de
identidad basandose en los siguientes parametros: penalizacién por falta de coincidencia de 1; penalizacién por brecha
de 1; penalizacién por tamafio de brecha de 0,33; y penalizaciéon de unién de 30, “Current Methods in Sequence
Comparison and Analysis”, Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods and Applications, pags. 127-
149 (1988), Alan R. Liss, Inc.

[0063] Un ejemplo de algoritmo atil es PILEUP. PILEUP crea una alineacién de secuencias multiples a partir de un
grupo de secuencias relacionadas utilizando alineaciones progresivas por pares. También puede trazar un arbol que
muestre las relaciones de agrupamiento utilizadas para crear la alineacién. PILEUP utiliza una simplificacién del
método de alineacién progresiva de Feng & Doolittle, 1987, J. Mol. Evolucién. 35:351-360; el método es similar al
descrito por Higgins y Sharp, 1989, CABIOS 5:151-153. Pardmetros PILEUP Utiles que incluyen un peso de espacio
predeterminado de 3,00, un peso de longitud de espacio predeterminado de 0,10 y espacios finales ponderados.
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[0064] Otro ejemplo de un algoritmo Util es el algoritmo BLAST, descrito en: Altschul et al,, 1990, J. Mol. Biol.
215:403-410; Altschul et al.,, 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; y Karin et al., 1993, Proc. Nacional. Acad.
Science. EE. UU. 90:5873-5787. Un programa BLAST particularmente (til es el programa WU-BLAST-2 que se obtuvo
de Altschul et al., 1996, Methods in Enzymology 266:460-480. WU-BLAST-2 utiliza varios parametros de busqueda, la
mayoria de los cuales estan configurados con los valores predeterminados. Los pardmetros ajustables se configuran
con los siguientes valores: intervalo de superposicién = 1, fraccién de superposicion = 0,125, umbral de palabra (T) =
Il. Los parametros HSP S y HSP S2 son valores dinamicos y los establece el propio programa dependiendo de la
composicién de la secuencia particular y la composicién de la base de datos particular contra la cual se busca la
secuencia de interés; sin embargo, los valores pueden ajustarse para aumentar la sensibilidad.

[0065] Un algoritmo util adicional es el BLAST con huecos, como informa Altschul et al., 1993, Nucl. Acids Res.
25:3389-3402. Gapped BLAST utiliza puntuaciones de sustitucion BLOSUM-62; parametro umbral T establecido en 9;
el método de dos golpes para activar extensiones sin espacios, cobra longitudes de espacios de k a y un costo de
10+k; Xu se establece en 16 y Xg se establece en 40 para la etapa de busqueda de la base de datos y en 67 para la
etapa de salida de los algoritmos. Las alineaciones con espacios se activan mediante una puntuacion correspondiente
a aproximadamente 22 bits.

[0066] Generalmente, el “porcentaje (%) de identidad de secuencia de acido nucleico” con respecto a la secuencia
de acido nucleico de las proteinas de unién identificadas en el presente documento se define como el porcentaje de
residuos de nucleétidos en una secuencia candidata que son idénticos con los residuos de nucleétidos en la secuencia
codificante de la Proteina de unién a antigeno. Un método especifico utiliza el médulo BLASTN de WU-BLAST-2
configurado con los parametros predeterminados, con el intervalo de superposiciéon y la fraccién de superposicién
establecidos en 1y 0,125, respectivamente.

[0067] Si bien el sitio o regién para introducir una variaciéon de la secuencia de aminoéacidos esta predeterminado,
no es necesario que la mutaciéon per se esté predeterminada. Por ejemplo, para optimizar el rendimiento de una
mutacién en un sitio determinado, se puede realizar una mutagénesis aleatoria en el coddén o regién objetivo y
seleccionar la proteina de unién al antigeno expresada para determinar la combinacién éptima de actividad deseada.
Las técnicas para realizar mutaciones de sustitucién en sitios predeterminados del ADN que tienen una secuencia
conocida son bien conocidas, por ejemplo, mutagénesis con cebador M13 y mutagénesis por PCR. La deteccidn de
los mutantes se realiza mediante ensayos de las actividades de las proteinas de unién a antigeno, tales como la unién
a OSMR.

[0068] Las sustituciones de aminoacidos suelen ser de residuos Unicos; las inserciones normalmente seran del orden
de aproximadamente uno (1) a aproximadamente veinte (20) residuos de aminoacidos, aunque se pueden tolerar
inserciones considerablemente mayores. Las deleciones varian de aproximadamente uno (1) a aproximadamente
veinte (20) residuos de aminoacidos, aunque en algunos casos las deleciones pueden ser mucho mayores.

[0069] Se pueden utilizar sustituciones, eliminaciones, inserciones o cualquier combinacién de las mismas para
llegar a un derivado o variante final. Generalmente estos cambios se realizan en unos pocos aminoacidos para
minimizar la alteracién de la molécula, particularmente la inmunogenicidad y especificidad del anticuerpo. Sin embargo,
en determinadas circunstancias se pueden tolerar cambios mayores. Las sustituciones conservadoras generalmente
se realizan de acuerdo con el siguiente cuadro representado en la Tabla 2.
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Tabla 2
Residuo original Sustituciones ejemplares

Ala Ser

Arg Lis

Asn Giln, His
Asp Glu

Cys Ser

Gin Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn, GlIn
lle Leu, Val
Leu lle, Val
Lys Arg, GIn, Glu
Met Leu, lle
Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp, Phe
Val lle, Leu

[0070] Se realizan cambios sustanciales en la funcién o la identidad inmunolégica seleccionando sustituciones que
son menos conservadoras que las que se muestran en la Tabla 2. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones que
afecten mas significativamente: la estructura de la estructura polipeptidica en el area de la alteracién, por ejemplo, la
estructura de hélice alfa o de lamina beta; la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio objetivo; o la mayor parte
de la cadena lateral. Las sustituciones que en general se espera que produzcan los mayores cambios en las
propiedades del polipéptido son aquellas en las que (a) un residuo hidrofilico, por ejemplo, serilo o treonilo, se sustituye
por un residuo hidrofébico, por ejemplo, leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo; (b) se sustituye por cualquier
otro residuo una cisteina o prolina; (¢) un residuo que tiene una cadena lateral electropositiva, por ejemplo, lisilo,
arginilo o histidilo, esté sustituido por un residuo electronegativo, por ejemplo, glutamilo o aspartilo; o (d) un residuo
que tiene una cadena lateral voluminosa, por ejemplo, fenilalanina, se sustituye por uno que no tiene una cadena
lateral, por ejemplo, glicina.

[0071] Las variantes normalmente exhiben la misma actividad biol6gica cualitativa y provocaréan la misma respuesta
inmune que el anélogo natural, aunque también se seleccionan variantes para modificar las caracteristicas de las
proteinas del anticuerpo segun sea necesario. Alternativamente, la variante puede disefiarse de manera que se altere
la actividad biol6gica del anticuerpo. Por ejemplo, los sitios de glicosilaciéon pueden alterarse o eliminarse como se
analiza en el presente documento.

[0072] Un anticuerpo OSMR descrito en el presente documento puede incluir conjugados covalentes o agregativos
de anticuerpos OSMR, o fragmentos de los mismos, con otras proteinas o polipéptidos, tales como mediante expresién
de proteinas de fusién recombinantes que comprenden polipéptidos heter6logos fusionados al extremo N o C de un
polipéptido de anticuerpo OSMR. Por ejemplo, el péptido conjugado puede ser un polipéptido sefial (o lider) heterdlogo,
por ejemplo, el factor lider alfa de levadura, o un péptido tal como una etiqueta de epitopo. Las proteinas de fusién
que contienen anticuerpos OSMR pueden comprender péptidos afiadidos para facilitar la purificacién o identificacién
del anticuerpo OSMR (p. €j., poli-His). También se puede unir un polipéptido de anticuerpo OSMR al péptido FLAG
como se describe en Hopp et al.,, Bio/Technology 6:1204, 1988, y la Patente de EE. UU. 5.011.912. El péptido FLAG
es altamente antigénico y proporciona un epitopo unido de manera reversible por un anticuerpo monoclonal especifico
(mAb), lo que permite un ensayo rapido y una purificacién sencilla de la proteina recombinante expresada. Los
reactivos Utiles para preparar proteinas de fusiéon en las que el péptido FLAG esta fusionado a un polipéptido
determinado estan disponibles comercialmente (Sigma, St. Louis, MO).

[0073] Se puede preparar un oligbmero utilizando polipéptidos derivados de inmunoglobulinas. La preparacién de
proteinas de fusién que comprenden ciertos polipéptidos heterélogos fusionados a diversas porciones de polipéptidos
derivados de anticuerpos (incluido el dominio Fc) ha sido descrita, por ejemplo, por Ashkenazi et al., 1991, PNAS USA
88:10535; Byrn y col,, 1990, Nature 344:677; y Hollenbaugh et al., 1992 “Construction of Immunoglobulin Fusion
Proteins”, en Current Protocols in Immunology, Suppl. 4, pags. 10.19.1 - 10.19.11.
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[0074] Se puede preparar un dimero que comprende dos proteinas de fusién creadas fusionando un fragmento de
unién a OSMR de un anticuerpo OSMR con la regién Fc de un anticuerpo. El dimero se puede preparar, por ejemplo,
insertando una fusién genética que codifica la proteina de fusiéon en un vector de expresién apropiado, expresando la
fusién genética en células huésped transformadas con el vector de expresién recombinante, y permitir que la proteina
de fusién expresada se ensamble de manera muy similar a las moléculas de anticuerpo, tras lo cual se forman enlaces
disulfuro entre cadenas entre los restos Fc para producir el dimero.

[0075] EI término “polipéptido Fc” como se usa en el presente documento incluye formas nativas y muteinas de
polipéptidos derivados de la regién Fc de un anticuerpo. También se incluyen formas truncadas de tales polipéptidos
que contienen la regién bisagra que promueve la dimerizacién. Las proteinas de fusién que comprenden restos Fc (y
los oligbmeros formados a partir de ellas) ofrecen la ventaja de una facil purificacién mediante cromatografia de
afinidad sobre las columnas de Proteina A o Proteina G.

[0076] Un polipéptido Fc adecuado, descrito en la solicitud PCT WO 93/10151, es un polipéptido de cadena sencilla
que se extiende desde la regién bisagra N-terminal hasta el extremo C nativo de la regién Fc de un anticuerpo 1gG
humano. Otro polipéptido Fc Util es la muteina Fc descrita en la Patente de EE. UU. 5.457.035 y en Baum et al., 1994,
EMBO J. 13:3992-4001. La secuencia de aminoacidos de esta muteina es idéntica a la de la secuencia de Fc nativa
presentada en el documento WO 93/10151, excepto que el aminoacido 19 se ha cambiado de Leu a Ala, el aminoacido
20 se ha cambiado de Leu a Glu y el aminoacido 22 se ha cambiado de Gly a Ala. La muteina muestra una afinidad
reducida por los receptores Fc.

[0077] La porcién variable de las cadenas pesada y/o ligera de un anticuerpo OSMR puede sustituirse por la porcién
variable de una cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo.

[0078] Otro método para preparar derivados de anticuerpos OSMR oligoméricos implica el uso de una cremallera
de leucina. Los dominios cremallera de leucina son péptidos que promueven la oligomerizacién de las proteinas en
las que se encuentran. Las cremalleras de leucina se identificaron originalmente en varias proteinas de unién al ADN
(Landschulz et al., Science 240:1759-64, 1988) y desde entonces se han encontrado en una variedad de proteinas
diferentes. Entre las cremalleras de leucina conocidas se encuentran los péptidos naturales y sus derivados que se
dimerizan o trimerizan. Ejemplos de dominios de cremallera de leucina adecuados para producir proteinas
oligoméricas solubles se describen en la solicitud PCT WO 94/10308, y la cremallera de leucina derivada de la proteina
D tensioactiva pulmonar (SPD) descrita en Hoppe et al., 1994, FEBS Letters 344:191. El uso de una cremallera de
leucina modificada que permite la trimerizacién estable de una proteina heteréloga fusionada a la misma se describe
en Fanslow et al, 1994, Semin. Inmunol. 6:267-78. En un enfoque, las proteinas de fusién recombinantes que
comprenden un fragmento o derivado de anticuerpo OSMR fusionado a un péptido de cremallera de leucina se
expresan en células huésped adecuadas, y los fragmentos o derivados de anticuerpo OSMR oligoméricos solubles
que se forman se recuperan del sobrenadante del cultivo.

[0079] Las modificaciones covalentes de anticuerpos se describen en el presente documento y generalmente,
aunque no siempre, se realizan de forma postraduccional. Por ejemplo, se introducen en la molécula varios tipos de
modificaciones covalentes del anticuerpo haciendo reaccionar residuos de aminoécidos especificos del anticuerpo con
un agente de derivatizacién organico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos
terminales N o C.

[0080] Los residuos de cisteinilo se hacen reaccionar mas comlnmente con o-haloacetatos (y aminas
correspondientes), como é&cido cloroacético o cloroacetamida, para dar derivados de carboximetilo o
carboxamidometilo. Los residuos de cisteinilo también se derivan mediante reacciéon con bromotrifluoroacetona, acido
a-bromo-B-(5-imidozoil)propidnico, fosfato de cloroacetilo, N-alquilmaleimidas, disulfuro de 3-nitro-2-piridilo, disulfuro
de 2-piridilo de metilo, p-cloromercuribenzoato, 2-cloromercuri-4-nitrofenol o cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol.

[0081] Los residuos de histidilo se derivan mediante reaccién con pirocarbonato de dietilo a pH 5,5-7,0 porque este
agente es relativamente especifico para la cadena lateral de histidilo. También es til el bromuro de parabromofenacilo;
la reaccién se realiza preferiblemente en cacodilato de sodio 0,1 M a pH 6,0.

[0082] Los residuos lisinilo y amino terminales se hacen reaccionar con anhidridos de acido succinico u otros
anhidridos de acido carboxilico. La derivatizacion con estos agentes tiene el efecto de invertir la carga de los residuos
lisinilo. Otros reactivos adecuados para derivatizar residuos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres tales
como picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal; piridoxal; cloroborohidruro; acido trinitrobencenosulfénico; O-
metilisourea; 2,4-pentanodiona; y reaccién catalizada por transaminasas con glioxilato.

[0083] Los residuos de arginilo se modifican mediante reaccién con uno o varios reactivos convencionales, entre
ellos fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatizacién de residuos de arginina
requiere que la reaccidn se realice en condiciones alcalinas debido al alto pKa del grupo funcional guanidina. Ademés,
estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asi como con el grupo épsilon-amino de arginina.
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[0084] Se puede realizar la modificacion especifica de residuos de tirosilo, con particular interés en introducir
marcadores espectrales en residuos de tirosilo mediante la reaccién con compuestos arométicos de diazonio o
tetranitrometano. Mas cominmente, se utilizan N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar especies de O-
acetiltirosilo y derivados 3-nitro, respectivamente. Los residuos de tirosilo se yodan usando 13| o '3'| para preparar
proteinas marcadas para su uso en radioinmunoensayo, siendo adecuado el método de cloramina T descrito
anteriormente.

[0085] Los grupos laterales carboxilo (aspartilo o glutamilo) se modifican selectivamente mediante reaccién con
carbodiimidas (R'-N=C=N--R'), donde R y R' son grupos alquilo opcionalmente diferentes, tales como 1-ciclohexil-3-
(2-morfolinil-4-etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-dimetilpentil)carbodiimida. Ademés, los residuos de aspartilo y
glutamilo se convierten en residuos de asparaginilo y glutaminilo mediante reaccién con iones amonio.

[0086] La derivatizaciéon con agentes bifuncionales es Util para entrecruzar anticuerpos con una matriz o superficie
de soporte insoluble en agua para su uso en una variedad de métodos. Los agentes reticulantes cominmente usados
incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo,
ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluidos ésteres de disuccinimidilo tales como
3,3'-ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-N-maleimido-1,8-octano. Los agentes
derivatizantes como el 3-[(p-azidofenil)ditio]propicimidato de metilo producen intermedios fotoactivables que son
capaces de formar enlaces cruzados en presencia de luz. Alternativamente, se pueden utilizar matrices reactivas
insolubles en agua tales como carbohidratos activados con bromuro de cianégeno y los sustratos reactivos descritos
en las patentes de EE. UU. N°= 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128; 4.247.642; 4.229.537; y 4.330.440 se emplean para
la inmovilizacién de proteinas.

[0087] Los residuos de glutaminilo y asparaginilo frecuentemente se desamidan a los correspondientes residuos de
glutamilo y aspartilo, respectivamente. Alternativamente, estos residuos se desamidan en condiciones ligeramente
acidas. Cualquiera de las formas de estos residuos cae dentro del alcance de esta invencion.

[0088] Otras modificaciones incluyen la hidroxilacién de prolina y lisina, la fosforilacion de grupos hidroxilo de
residuos serilo o treonilo, la metilacién de los grupos a-amino de las cadenas laterales de lisina, arginina e histidina
(T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1983, pags. 79-
86), acetilacién de la amina N-terminal y amidacién de cualquier grupo carboxilo C-terminal.

[0089] Otro tipo de modificacién covalente del anticuerpo descrito en el presente documento comprende alterar el
patrén de glicosilacién de la proteina. Como se sabe en la técnica, los patrones de glicosilacién pueden depender
tanto de la secuencia de la proteina (p. €], la presencia o ausencia de residuos de aminoacidos de glicosilacién
particulares, discutidos mas adelante) como de la célula huésped u organismo en el que se produce la proteina. A
continuacién, se analizan sistemas de expresidn particulares.

[0090] La glicosilacién de polipéptidos suele estar unida a N o a O. Unido a N se refiere a la union del resto de
carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier amino&cido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para
la unién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Por tanto, la presencia de cualquiera de
estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio potencial de glicosilacion. La glicosilacién unida a O se
refiere a la unién de uno de los azlcares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un hidroxiaminoacido, mas
comuUnmente serina o treonina, aunque también se pueden usar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

[0091] La adicidn de sitios de glicosilacién al anticuerpo se logra convenientemente alterando la secuencia de
aminoé&cidos de modo que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios de
glicosilacién unidos a N). La alteracién también puede realizarse mediante la adiciéon o sustitucién por uno o mas
residuos de serina o treonina a la secuencia inicial (para sitios de glicosilaciéon unidos a O). Para facilitar, la secuencia
de aminoacidos del anticuerpo se altera preferiblemente mediante cambios a nivel del ADN, particularmente mutando
el ADN que codifica el polipéptido diana en bases preseleccionadas de modo que se generen codones que se
traducirdn en los aminogcidos deseados.

[0092] Otro medio de aumentar el niUmero de restos de carbohidratos en el anticuerpo es mediante el acoplamiento
quimico o enzimatico de glucésidos a la proteina. Estos procedimientos son ventajosos porque no requieren la
produccién de la proteina en una célula huésped que tenga capacidades de glicosilacidn para la glicosilacién unida a
N y O. Dependiendo del modo de acoplamiento utilizado, los azlcares pueden unirse a (a) arginina e histidina, (b)
grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo libres como los de cisteina, (d) grupos hidroxilo libres como los de serina,
treonina o hidroxiprolina, (e) residuos arométicos tales como los de fenilalanina, tirosina o triptéfano, o (f) el grupo
amida de la glutamina. Estos métodos se describen en el documento WO 87/05330, publicado el 11 de septiembre de
1987, y en Aplin y Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., pags. 259-306.

[0093] La eliminacion de restos de carbohidratos presentes en el anticuerpo inicial se puede lograr quimica o

enzimaticamente. La desglicosilacién quimica requiere la exposicibn de la proteina al compuesto &cido
trifluorometanosulfénico o un compuesto equivalente. Este tratamiento da como resultado la escisién de la mayoria o
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de todos los azlcares, excepto el azlcar de enlace (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando el
polipéptido intacto. La desglicosilaciéon quimica esta descrita por Hakimuddin et al., 1987, Arch. Biochem. Biophys.
259:52 y por Edge et al,, 1981, Anal. Biochem. 118:131. La escisién enzimatica de restos de carbohidratos en
polipéptidos se puede lograr mediante el uso de una variedad de endo y exoglicosidasas como describen Thotakura
etal.,, 1987, Meth. Enzimol. 138:350. La glicosilacion en sitios potenciales de glicosilacién puede prevenirse mediante
el uso del compuesto tunicamicina como describen Duskin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105. La tunicamicina
bloquea la formacién de enlaces proteina-N-glucésido.

[0094] Otro tipo de modificaciéon covalente del anticuerpo comprende unir el anticuerpo a diversos polimeros no
proteicos, incluidos, entre otros, diversos polioles tales como polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, de
la manera establecida en la Patente de EE. UU. N° 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4670.417; 4.791.192 o
4.179.337. Ademas, como se sabe en la técnica, se pueden realizar sustituciones de aminoacidos en diversas
posiciones dentro del anticuerpo para facilitar la adicién de polimeros tales como PEG.

[0095] En algunos aspectos, la modificacién covalente de los anticuerpos para su uso con la invencién comprende
la adicién de uno o més marcadores.

[0096] EI término “grupo de etiquetado” significa cualquier etiqueta detectable. Ejemplos de grupos marcadores
adecuados incluyen, entre otros, los siguientes: radioisétopos o radiondclidos (p. ej., 3H, 14C, °N, 353, %Y, %T¢, "n,
1251 131y, grupos fluorescentes (p. ej., FITC, rodamina, fosforos de lantanidos), grupos enzimaticos (p. ej., peroxidasa
de rabano picante, B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), grupos quimioluminiscentes, grupos biotinilo o
epitopos polipeptidicos predeterminados reconocidos por un informador secundario (p. ej., secuencias de pares de
cremalleras de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas de
epitopos). En algunos aspectos, el grupo marcador se acopla al anticuerpo mediante brazos espaciadores de diversas
longitudes para reducir el posible impedimento estérico. En la técnica se conocen varios métodos para marcar
proteinas.

[0097] En general, los marcadores se clasifican en diversas clases, segln el ensayo en el que se van a detectar: a)
marcadores isotépicos, que pueden ser isétopos radiactivos o pesados; b) etiquetas magnéticas (p. ej., particulas
magnéticas); c) restos activos redox; d) tintes 6pticos; grupos enziméaticos (p. ej., peroxidasa de rabano picante, B-
galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina); e) grupos biotinilados; y f) epitopos polipeptidicos predeterminados
reconocidos por un indicador secundario (p. €j., secuencias de pares de cremalleras de leucina, sitios de unién para
anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas de epitopos, etc.). En algunas formas de realizacién,
el grupo marcador se acopla al anticuerpo mediante brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el posible
impedimento estérico. En la técnica se conocen varios métodos para marcar proteinas.

[0098] Los marcadores especificos incluyen colorantes &pticos, incluidos, entre otros, cromdforos, fésforos y
fluoréforos, siendo estos Ultimos especificos en muchos casos. Los fluordforos pueden ser fluores de “molécula
pequefia” o fluores proteicos.

[0099] Por “etiqueta fluorescente” se entiende cualquier molécula que pueda detectarse mediante sus propiedades
fluorescentes inherentes. Los marcadores fluorescentes adecuados incluyen, entre otros, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metilcumarinas, pireno, verde malacita, estilbeno, amarillo Lucifer,
azul Cascade J, rojo Texas, IAEDANS, EDANS, BODIPY FL, LC Red 640, Cy 5, Cy 5.5, LC Red 705, Oregon green,
los tintes Alexa-Fluor (Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor
594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680), Cascade Blue, Cascade Yellow y R-ficoeritrina (PE) (Molecular
Probes, Eugene, OR), FITC, Rodamina y Texas Red (Pierce, Rockford, IL), Cy5, Cy5. 5, Cy7 (Amersham Life Science,
Pittsburgh, PA). Los colorantes 6pticos adecuados, incluidos los fluoréforos, se describen en Molecular Probes
Handbook de Richard P. Haugland.

[0100] Marcadores fluorescentes proteicos adecuados también incluyen, pero no se limitan a proteina fluorescente
verde, incluyendo especies Renilla, Ptilosarcus o Aequorea de GFP (Chalfie et al., 1994, Science 263:802-805), EGFP
(Clontech Laboratories, Inc., nimero de acceso de Genbank U55762), proteina fluorescente azul (BFP, Quantum
Biotechnologies, Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd. West, 8th Floor, Montreal, Quebec, Canadé H3H 1J9; Stauber, 1998,
Biotechniques 24:462-471; Heim et al., 1996, Curr. Biol. 6:178-182), proteina fluorescente amarilla mejorada (EYFP,
Clontech Laboratories, Inc.), luciferasa (Ichiki et al., 1993, J. Immunol. 150:5408-5417), B galactosidasa (Nolan et al,
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 85:2603-2607) y Renilla (W092/15673, WO95/07463, WO98/14605,
WO98/26277, WO99/49019, Patente de EE. UU. N°° 5292658, 5418155, 5683888, 5741668, 5777079, 5804387,
5874304, 5876995, 5925558).

[0101] Los anticuerpos ejemplares descritos en el presente documento tienen propiedades basadas en el epitopo
distinto en OSMR unido por el anticuerpo. El término “epitopo” significa los aminoécidos de una molécula diana que
entran en contacto con un anticuerpo, cuando el anticuerpo esta unido a la molécula diana. Un epitopo puede ser
contiguo o no contiguo (p. €j., (i) en un polipéptido monocatenario, residuos de aminoacidos que no son contiguos
entre si en la secuencia del polipéptido pero que dentro del contexto de la molécula diana estédn unidos por el
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anticuerpo, o (ii) en un receptor multimérico que comprende dos o mas componentes individuales, por ejemplo, OSMR
y gp130 0 OSMR y receptor A de IL-31, los residuos de aminoacidos estén presentes en uno o méas de los componentes
individuales pero todavia estan unidos por el anticuerpo. Los determinantes de epitopos pueden incluir agrupaciones
superficiales quimicamente activas de moléculas tales como aminoacidos, cadenas laterales de azlcar, grupos
fosforilo o sulfonilo, y pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de
carga especificas. Generalmente, anticuerpos especificos para una molécula objetivo particular reconoceran
preferentemente un epitopo en la molécula diana en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.

[0102] Los métodos para caracterizar el epitopo unido por un anticuerpo son bien conocidos en la técnica, incluidos,
entre otros, binning (competencia cruzada) (Miller et al “Epitope binning of murine monoclonal anticuerpos by a
multiplexed pairing assay” J Immunol Methods (2011) 365, 118-25), mapeo de péptidos (p. ej., PEPSPOT™,) (Albert
et al “The B-cell Epitope of the Monoclonal Anti-Factor VIII Antibody ESH8 Characterised by Peptide Array Analysis”
2008 Thromb. Haemost. 99, 634 -7), métodos de mutagénesis como quimeras (Song et al “Epitope Mapping of
Ibalizumab, a Humanized AntiCD4 Monoclonal Antibody with Anti-HIV-1 Activity in Infected Patients” J. Virol. (2010)
84, 6935-6942), exploracién de alanina (Cunningham y Wells “High-resolution epitope mapping of HGH-receptor
interactions by alanine-scanning mutagenesis” Science (1989) 244, 1081-1085), exploracidén de arginina (Lim et al “A
diversity of antibody epitopes can induce signaling through the erythropoietin receptor” Biochemistry (2010) 49, 3797-
3804), métodos de intercambio HD (Coates et al “Epitope mapping by amide hydrogen/deuterium exchange coupled
with immobilization of antibody, on-line proteolysis, liquid chromatography and mass spectrometry" Rapid Commun.
Mass Spectrom. (2009) 23 639-647), métodos de saturacion cruzada de RMN > Morgan et al "Precise epitope mapping
of malaria parasite inhibitory antibodies by TROSY NMR crosssaturation" Biochemistry (2005) 44, 518-23), y
cristalografia (Gerhardt et al “Structure of IL-17A in complex with a potent, fully human neutralizing antibody” J. Mol.
Biol (2009) 394, 905-21). Los métodos varian en el nivel de detalle que proporcionan en cuanto a los aminoacidos que
comprenden el epitopo. El ejemplo 4 proporciona un método ejemplar de agrupacién de epitopos.

[0103] En ciertas formas de realizacién, el OSMR descrito en el presente documento tiene un epitopo idéntico al
Ab2 y comprende a) un dominio variable de cadena ligera que tiene al menos un 90 % de identidad, al menos un 95 %
de identidad o es idéntico a la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID. N° 28: b) un dominio variable de
cadena pesada que tiene al menos un 90 % de identidad, al menos un 95 % de identidad, o es idéntico a la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:10; o ¢) el dominio variable de cadena ligera de a) y el dominio variable de
cadena pesada de b).

[0104] En ciertos aspectos, el anticuerpo OSMR tiene un epitopo idéntico al Ab2 y comprende un dominio variable
de cadena ligera que tiene al menos el 90 %, al menos el 95 %, o es idéntico a la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO:28 y un dominio variable de cadena pesada que tiene al menos el 90 %, al menos el 95 %, o es idéntico
a la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:10.

[0105] En ciertos aspectos, el anticuerpo OSMR tiene un epitopo idéntico al Ab2, y comprende a) un dominio variable
de cadena ligera que tiene no méas de diez 0 no méas de cinco adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos
de la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID. N° 28; b) un dominio variable de cadena pesada que tiene
no mas de diez 0 no mas de cinco adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:10; o ¢) el dominio variable de cadena ligera de a) y el dominio variable de
cadena pesada de b).

[0106] En ciertos aspectos, el anticuerpo OSMR tiene un epitopo idéntico al Ab2 y comprende un dominio variable
de cadena ligera que tiene no méas de diez 0 no mas de cinco adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoéacidos
de la secuencia de aminoécidos expuesta en SEQ ID NO: 28 y un dominio variable de cadena pesada que tiene no
mas de diez 0 no mas de cinco adiciones, eliminaciones o sustituciones de aminoéacidos de la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:10.

Una variante de dominio variable de cadena pesada ejemplar de SEQ ID NO:10 contiene un aminoécido distinto de
asparagina (p. €j., acido aspértico) en la posicién correspondiente a la posicién 73 en SEQ ID NO:10. La secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:54 es un ejemplo de una variante de dominio variable de cadena pesada de
SEQ ID NO:10.

[0107] En ciertas formas de realizacién, el anticuerpo OSMR para usar con la invencidn tiene un epitopo idéntico al
Ab2 y comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia LCDR1 expuesta en SEQ ID
NO:31; una secuencia LCDR2 expuesta en SEQ ID NO:34; y una secuencia LCDR3 expuesta en SEQ ID NO:37; y un
dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia expuesta en SEQ ID NO: 13; una secuencia
HCDR2 expuesta en SEQ ID NO: 16; y una secuencia HCDR3 expuesta en SEQ ID NO: 19.

El anticuerpo OSMR descrito en el presente documento puede contener opcionalmente un dominio variable de cadena
pesada que comprende un aminoécido distinto de asparagina (p. ej., 4cido aspértico) en la posicidn correspondiente
a la posiciéon 73 en SEQ ID NO: 10. En tales formas de realizacién, el dominio variable de cadena pesada comprende
opcionalmente la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 54.

[0108] Los anticuerpos que tienen un epitopo idéntico o un epitopo superpuesto compiten de forma cruzada por
unirse al antigeno. Un anticuerpo para uso con la invencién tiene competencia cruzada con Ab2. “Competir de manera
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cruzada” o “competencia cruzada” significa que los anticuerpos compiten por el mismo epitopo o sitio de unién en un
objetivo. Dicha competencia puede determinarse mediante un ensayo en el que el anticuerpo de referencia previene
o inhibe la unién especifica de un anticuerpo de prueba, y viceversa. Se pueden utilizar numerosos tipos de ensayos
de unién competitiva para determinar si una molécula de prueba compite con una molécula de referencia por la unién.
Ejemplos de ensayos que pueden emplearse incluyen radioinmunoensayo directo o indirecto en fase sélida (RIA, por
sus siglas en inglés), inmunoensayo enzimatico directo o indirecto en fase sélida (EIA, por su siglas en inglés), ensayo
de competicién en sandwich (véase, por ejemplo, Stahli et al. (1983) Methods in Enzymology 9:242 -253), EIA de
biotina-avidina directa en fase sélida (véase, por ejemplo, Kirkland et al., (1986) J. Immunol. 137:3614-9), ensayo de
marcado directo en fase sélida, ensayo tipo sandwich de marcado directo en fase sélida, Luminex (Jia et al. “A novel
method of Multiplexed Competitive Antibody Binning for the characterization of monoclonal antibodies” J.
Immunological Methods (2004) 288, 91-98) y resonancia de plasmén superficial (Song et al. “Epitope Mapping of
Ibalizumab, a Humanized AntiCD4 Monoclonal Antibody with Anti-HIV-1 Activity in Infected Patients” J. Virol. (2010)
84, 6935-42). Un método ejemplar para determinar la competencia cruzada se describe en el Ejemplo 5. Normalmente,
cuando un anticuerpo competitivo esta presente en exceso, inhibird la unién de un anticuerpo de referencia a un
antigeno comun en al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 % o 75 %. En algunos casos, la unién se inhibe al menos
en un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas.

Polinucleétidos que codifican anticuerpos OSMR

[0109] Se describen &cidos nucleicos o acidos nucleicos aislados que codifican un anticuerpo OSMR, como se define
en el presente documento. Los acidos nucleicos preferidos incluyen aquellos que codifican las cadenas ligeras y
pesadas ejemplares descritas en el presente documento.

[0110] Un acido nucleico ejemplar que codifica Ab2 LC es un acido nucleico que comprende la secuencia expuesta
en SEQ ID NO:22.

[0111] Un acido nucleico ejemplar que codifica Ab2 HC es un &cido nucleico que comprende la secuencia expuesta
en SEQ ID NO:4. Un acido nucleico ejemplar que codifica una variante de Ab2 HC es un acido nucleico que comprende
la secuencia expuesta en SEQ ID NO:48.

[0112] También se divulgan variantes de polinucleétidos (p. ej., debido a degeneracién) que codifican las secuencias
de aminoacidos descritas en el presente documento.

[0113] También se proporciona en el presente documento un acido nucleico aislado que comprende un
polinucleétido, en el que dicho polinucleétido codifica uno o méas polipéptidos que comprenden una secuencia de
aminodcidos de

1. una secuencia de dominio variable de cadena ligera que es al menos 90 % idéntica a una secuencia de
dominio variable de cadena ligera expuesta en SEQ ID NO:28;

2. una secuencia del dominio variable de la cadena pesada que es al menos 90 % idéntica a una secuencia
del dominio variable de la cadena pesada expuesta en SEQ ID NO:10;

3. un dominio variable de cadena ligera de (1) y un dominio variable de cadena pesada de (2).

[0114] También se proporciona en el presente documento un acido nucleico aislado que comprende un
polinucleétido, en el que dicho polinucleétido codifica uno o méas polipéptidos que comprenden una secuencia de
aminoacidos de una cadena ligera CDR1 (SEQ ID NO:31), CDR2 (SEQ ID NO:34), CDR3 (SEQ ID NO:37) y una
cadena pesada CDR1 (SEQ ID NO:13), CDR2 (SEQ ID NO:16), CDR3 (SEQ ID NO:19) de Ab2. También se
proporciona en el presente documento un acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:54. También se proporciona en el presente documento un acido nucleico que
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:51.

[0115] Las secuencias de nucleétidos correspondientes a las secuencias de aminoacidos descritas en el presente
documento, para usarse como sondas o cebadores para el aislamiento de &cidos nucleicos 0 como secuencias de
consulta para busquedas en bases de datos, se pueden obtener mediante “retrotraducciéon” de las secuencias de
aminoécidos, o mediante identificacién de regiones de identidad de aminoacidos con polipéptidos para los cuales se
ha identificado la secuencia de ADN codificante. Se puede emplear el conocido procedimiento de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) para aislar y amplificar una secuencia de ADN que codifica un anticuerpo OSMR. Los
oligonucleétidos que definen los extremos deseados de la combinacién de fragmentos de ADN se emplean como
cebadores 5' y 3'. Los oligonucleétidos pueden contener ademas sitios de reconocimiento para endonucleasas de
restriccidn, para facilitar la insercién de la combinacién amplificada de fragmentos de ADN en un vector de expresién.
Las técnicas de PCR se describen en Saiki et al., Science 239:487 (1988); Recombinant DNA Methodology, Wu et al.,
eds., Academic Press, Inc., San Diego (1989), pags. 189-196; y PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications,
Innis et. al, eds., Academic Press, Inc. (1990).
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[0116] Las moléculas de acido nucleico incluyen ADN y ARN tanto en forma monocatenaria como bicatenaria, asi
como las correspondientes secuencias complementarias. El ADN incluye, por ejemplo, ADNc, ADN genémico, ADN
sintetizado quimicamente, ADN amplificado por PCR y combinaciones de los mismos. Las moléculas de &cido nucleico
incluyen genes de longitud completa o moléculas de ADNc asi como una combinacién de fragmentos de los mismos.
Los acidos nucleicos se derivan preferentemente de fuentes humanas, pero también incluyen aquellos derivados de
especies no humanas.

[0117] En algunos casos, los 4cidos nucleicos son &cidos nucleicos aislados. Un “4cido nucleico aislado” es un &cido
nucleico que se ha separado de secuencias genéticas adyacentes presentes en el genoma del organismo del que se
aisld el acido nucleico, en el caso de acidos nucleicos aislados de fuentes naturales. En el caso de acidos nucleicos
sintetizados enziméaticamente a partir de una plantilla o quimicamente, como por ejemplo productos de PCR, moléculas
de ADNCc u oligonucledtidos, se entiende que los acidos nucleicos resultantes de tales procesos son acidos nucleicos
aislados. Una molécula de &cido nucleico aislada se refiere a una molécula de 4cido nucleico en forma de un fragmento
separado o como componente de una construccidén de acido nucleico mas grande. En un caso, los acidos nucleicos
estan sustancialmente libres de material enddégeno contaminante. La molécula de acido nucleico se ha derivado
preferiblemente de ADN o ARN aislado al menos una vez en forma sustancialmente pura y en una cantidad o
concentracién que permite la identificacién, manipulacién y recuperacién de las secuencias de nucleétidos que la
componen mediante métodos bioquimicos estandar (tales como los descritos en Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989)). Tales secuencias se
proporcionan y/o construyen preferiblemente en forma de un marco de lectura abierto ininterrumpido por secuencias
internas no traducidas, o intrones, que normalmente estan presentes en genes eucariéticos. Las secuencias de ADN
no traducido pueden estar presentes en 5' 0 3' de un marco de lectura abierto, donde las mismas no interfieren con la
manipulacidén o expresidén de la regién codificante.

[0118] También se describen é&cidos nucleicos o acidos nucleicos aislados que se hibridan en condiciones
moderadamente rigurosas, y mas preferiblemente en condiciones muy rigurosas, con acidos nucleicos que codifican
anticuerpos OSMR como se describe en el presente documento. Sambrook, Fritsch y Maniatis (1989, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, capitulos 9) establecen
los parametros basicos que afectan la eleccién de las condiciones de hibridaciéon y la orientacién para disefiar
condiciones adecuadas. y 11; y Current Protocols in Molecular Biology, 1995, Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons,
Inc., secciones 2.10y 6.3-6.4), y puede ser determinado facilmente por aquellos con experiencia ordinaria en la técnica
basédndose en dependiendo, por ejemplo, de la longitud y/o composicién de bases del ADN. Una forma de lograr
condiciones moderadamente rigurosas implica el uso de una solucién de prelavado que contenga 5 x SSC, 0,5 % de
SDS, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), tampé6n de hibridacién de aproximadamente 50 % de formamida, 6 x SSC y una
temperatura de hibridacién de aproximadamente 55°C. grados C (u otras soluciones de hibridacién similares, tales
como una que contenga aproximadamente 50 % de formamida, con una temperatura de hibridacién de
aproximadamente 42 grados C), y condiciones de lavado de aproximadamente 60 grados C, en 0,5x SSC, 0,1 % SDS.
Generalmente, las condiciones muy estrictas se definen como condiciones de hibridacién como las anteriores, pero
con lavado a aproximadamente 68 grados C, 0,2 x SSC, 0,1 % SDS. SSPE (1xSSPE es NaCl 0,15 M, NaH2PO4 10
mM y EDTA 1,25 mM, pH 7,4) se puede sustituir por SSC (1xSSC es NaCl 0,15 M y citrato de sodio 15 mM) en la
hibridacién y tampones de lavado; los lavados se realizan durante 15 minutos después de que se completa la
hibridacién. Debe entenderse que la temperatura de lavado y la concentracién de sal de lavado se pueden ajustar
segln sea necesario para lograr un grado deseado de rigurosidad aplicando los principios bésicos que gobiernan las
reacciones de hibridacién y la estabilidad duplex, como conocen los expertos en la técnica y se describen més adelante
(véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989). Cuando se hibrida un &cido nucleico con un &cido nucleico diana de
secuencia desconocida, la longitud hibrida se supone que es la del 4cido nucleico que se hibrida. Cuando se hibridan
acidos nucleicos de secuencia conocida, la longitud del hibrido se puede determinar alineando las secuencias de los
acidos nucleicos e identificando la regién o regiones de complementariedad de secuencia 6ptima. La temperatura de
hibridacién para hibridos que se prevé que tengan menos de 50 pares de bases de longitud debe serde 5 a 10 grados
C menor que la temperatura de fusién (Tm) del hibrido, donde la Tm se determina seguln las siguientes ecuaciones.
Para hibridos de menos de 18 pares de bases de longitud, Tm (grados C) =2 (n.° de bases A+ T) + 4 (n.° de bases
G + C). Para hibridos de mas de 18 pares de bases de longitud, Tm (grados C) = 81,5 + 16,6 (log 10 [Na*]) + 0,41 (%
G + C)-(600/N), donde N es el numero de bases en el hibrido, y [Na*] es la concentracién de iones de sodio en el
tampdn de hibridacién ([Na*] para 1xSSC = 0,165 M). Preferiblemente, cada uno de dichos acidos nucleicos de
hibridacién tiene una longitud que es de al menos 15 nucleétidos (o mas preferiblemente al menos 18 nucleétidos, o
al menos 20 nucledétidos, o al menos 25 nucleétidos, o al menos 30 nucleétidos, o al menos 40 nucleétidos, o lo mas
preferiblemente al menos 50 nucledtidos), o al menos el 25 % (més preferiblemente al menos el 50 %, o al menos el
60 %, o al menos el 70 %, y lo més preferiblemente al menos el 80 %) de la longitud del &cido nucleico al que se
hibrida, y tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia (més preferiblemente al menos un 70 %, al menos un
75 %, al menos un 80 %, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos al
menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al
menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 % o al menos 99 % y lo més preferiblemente al menos 99,5 %) con el acido nucleico con el que se hibrida, donde
la identidad de secuencia se determina comparando la secuencias de los acidos nucleicos que se hibridan cuando se
alinean para maximizar el solapamiento y la identidad mientras se minimizan los espacios entre secuencias como se
describe con mas detalle anteriormente.
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[0119] Las variantes descritas en el presente documento se preparan normalmente mediante mutagénesis
especifica de sitio de nucleétidos en el ADN que codifica el anticuerpo, usando mutagénesis en casete o PCR u otras
técnicas bien conocidas en la técnica, para producir ADN que codifica la variante y luego expresando el ADN
recombinante en cultivo celular como se describe en este documento.

[0120] Como apreciaran los expertos en la técnica, debido a la degeneracién del cddigo genético, se puede producir
un nimero extremadamente grande de acidos nucleicos, todos los cuales codifican las CDR (y las cadenas pesadas
y ligeras u otros componentes del anticuerpo) divulgadas en este documento. Por lo tanto, habiendo identificado una
secuencia de aminoacidos particular, los expertos en la técnica podrian producir cualquier nimero de acidos nucleicos
diferentes, simplemente modificando la secuencia de uno o més codones de una manera que no cambie la secuencia
de aminoacidos de la proteina codificada.

[0121] También se describen en el presente documento sistemas de expresién y construcciones en forma de
plasmidos, vectores de expresion, casetes de transcripcién o expresién que comprenden al menos un polinucleétido
como anteriormente. Ademas, se describen células huésped que comprenden dichos sistemas o construcciones de
expresion.

[0122] Normalmente, los vectores de expresién utilizados en cualquiera de las células huésped contendran
secuencias para el mantenimiento del plasmido y para la clonacién y expresiéon de secuencias de nucleétidos
exbégenas. Dichas secuencias, a veces denominadas colectivamente “secuencias flanqueantes”, incluiran
normalmente una o mas de las siguientes secuencias de nucleétidos: un promotor, una 0 mas secuencias
potenciadoras, un origen de replicacién, una secuencia de terminacién transcripcional, una secuencia de intrén
completa que contiene un sitio de corte y empalme donante y aceptor, una secuencia que codifica una secuencia lider
para la secrecién de polipéptidos, un sitio de unién a ribosoma, una secuencia de poliadenilacién, una regién de
polienlazador para insertar el acido nucleico que codifica el polipéptido a expresar y un elemento marcador
seleccionable. Cada una de estas secuencias se analiza a continuacion.

[0123] Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia codificante de “etiqueta”, es decir, una molécula de
oligonucleétido situada en el extremo 5' o 3' de la secuencia codificante del anticuerpo OSMR,; la secuencia de
oligonucleétidos codifica poliHis (como hexaHis) u otra “etiqueta” como FLAG, HA (virus de la influenza hemaglutinina)
0 myc, para la cual existen anticuerpos disponibles comercialmente. Esta etiqueta normalmente se fusiona al
polipéptido tras la expresién del polipéptido y puede servir como medio para la purificacién por afinidad o la deteccidn
del anticuerpo OSMR de la célula huésped. La purificacién por afinidad se puede lograr, por ejemplo, mediante
cromatografia en columna usando anticuerpos contra la etiqueta como matriz de afinidad. Opcionalmente, la etiqueta
se puede eliminar posteriormente del anticuerpo OSMR purificado mediante diversos medios, tales como el uso de
ciertas peptidasas para la escisién.

[0124] Las secuencias flanqueantes pueden ser homélogas (es decir, de la misma especie y/o cepa que la célula
huésped), heterblogas (es decir, de una especie distinta de la especie o cepa de la célula huésped), hibridas (es decir,
una combinacién de secuencias flanqueantes de mas de una fuente), sintéticas o nativas. Como tal, la fuente de una
secuencia flanqueante puede ser cualquier organismo procariético o eucariota, cualquier organismo vertebrado o
invertebrado, o cualquier planta, siempre que la secuencia flanqueante sea funcional y pueda ser activada por la
magquinaria de la célula huésped.

[0125] Las secuencias flanqueantes Utiles en los vectores pueden obtenerse mediante cualquiera de varios métodos
bien conocidos en la técnica. Normalmente, las secuencias flanqueantes Utiles en el presente documento se habréan
identificado previamente mediante mapeo y/o mediante digestién con endonucleasas de restriccién y, por lo tanto, se
pueden aislar de la fuente de tejido adecuada usando las endonucleasas de restriccién apropiadas. En algunos casos,
se puede conocer la secuencia de nuclebtidos completa de una secuencia flanqueante. En este caso, la secuencia
flanqueante se puede sintetizar usando los métodos descritos en el presente documento para la sintesis o clonacién
de acidos nucleicos.

[0126] Ya sea que se conozca toda o sblo una parte de la secuencia flanqueante, se puede obtener usando la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y/o seleccionando una biblioteca gendmica con una sonda adecuada tal
como un oligonucleétido y/o un fragmento de secuencia flanqueante de la misma o otra especie. Cuando no se conoce
la secuencia flanqueante, se puede aislar un fragmento de ADN que contiene una secuencia flanqueante de un
fragmento mas grande de ADN que puede contener, por ejemplo, una secuencia codificante o incluso otro gen o
genes. El aislamiento puede lograrse mediante digestién con endonucleasa de restriccién para producir el fragmento
de ADN adecuado seguido del aislamiento usando purificacién en gel de agarosa, cromatografia en columna Qiagen®
(Chatsworth, CA) u otros métodos conocidos por el experto. La seleccién de enzimas adecuadas para lograr este
propésito sera facilmente evidente para un experto en la técnica.

[0127] Un origen de replicaciéon suele ser parte de aquellos vectores de expresién procariéticos adquiridos

comercialmente, y el origen ayuda a la amplificacién del vector en una célula huésped. Si el vector de eleccién no
contiene un origen de sitio de replicacién, uno puede sintetizarse quimicamente basandose en una secuencia conocida
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y ligarse al vector. Por ejemplo, el origen de replicacidén del plasmido pBR322 (New England Biolabs, Beverly, MA) es
adecuado para la mayoria de las bacterias gramnegativas y diversos origenes virales (p. ej., SV40, polioma,
adenovirus, virus de la estomatitis vesicular (VSV) o virus del papiloma tales como HPV o BPV) son utiles para clonar
vectores en células de mamiferos. Generalmente, el origen del componente de replicacién no es necesario para los
vectores de expresién de mamiferos (p. ej., el origen SV40 se usa a menudo sblo porque también contiene el promotor
temprano del virus).

[0128] Una secuencia de terminacién de la transcripcidn suele estar situada en 3' con respecto al extremo de una
regién codificante de polipéptido y sirve para terminar la transcripcién. Normalmente, una secuencia de terminacién
de la transcripcién en células procariéticas es un fragmento rico en GC seguido de una secuencia poli-T. Si bien la
secuencia se clona facilmente a partir de una biblioteca o incluso se compra comercialmente como parte de un vector,
también se puede sintetizar facilmente usando métodos para la sintesis de acidos nucleicos como los descritos en el
presente documento.

[0129] Un gen marcador seleccionable codifica una proteina necesaria para la supervivencia y el crecimiento de una
célula huésped cultivada en un medio de cultivo selectivo. Los genes marcadores de seleccidn tipicos codifican
proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, tetraciclina o kanamicina
para células huésped procariéticas; (b) complementar las deficiencias auxotréficas de la célula; o (¢) suministrar
nutrientes criticos no disponibles en medios complejos o definidos. Los marcadores seleccionables especificos son el
gen de resistencia a la kanamicina, el gen de resistencia a la ampicilina y el gen de resistencia a la tetraciclina.
Ventajosamente, también se puede utilizar un gen de resistencia a la neomicina para la seleccién en células huésped
tanto procaridticas como eucariotas.

[0130] Se pueden usar otros genes seleccionables para amplificar el gen que se expresara. La amplificacién es el
proceso en el que los genes necesarios para la produccién de una proteina critica para el crecimiento o la
supervivencia celular se reiteran en conjunto dentro de los cromosomas de generaciones sucesivas de células
recombinantes. Ejemplos de marcadores seleccionables adecuados para células de mamiferos incluyen genes de
dihidrofolato reductasa (DHFR) y timidina quinasa sin promotor. Los transformantes de células de mamifero se colocan
bajo presién de seleccién en la que sélo los transformantes estdn adaptados de forma Unica para sobrevivir en virtud
del gen seleccionable presente en el vector. La presién de seleccién se impone cultivando las células transformadas
en condiciones en las que la concentracién del agente de seleccién en el medio aumenta sucesivamente, conduciendo
asi a la amplificacién tanto del gen seleccionable como del ADN que codifica otro gen, tal como un anticuerpo que se
une al polipéptido OSMR. Como resultado, se sintetizan mayores cantidades de un polipéptido tal como un anticuerpo
OSMR a partir del ADN amplificado.

[0131] Generalmente es necesario un sitio de unién a ribosomas para el inicio de la traduccién del ARNm y se
caracteriza por una secuencia de ShineDalgarno (procariotas) o una secuencia de Kozak (eucariotas). El elemento
normalmente esta situado en 3' con respecto al promotory en 5' con respecto a la secuencia codificante del polipéptido
que se va a expresar. En ciertos casos, una o mas regiones codificantes pueden estar operativamente unidas a un
sitio de unién a ribosoma interno (IRES), lo que permite la traduccién de dos marcos de lectura abiertos a partir de
una Unica transcripcién de ARN.

[0132] En algunos casos, como cuando se desea la glicosilacién en un sistema de expresion de células huésped
eucariotas, se pueden manipular las diversas presecuencias o prosecuencias para mejorar la glicosilacién o el
rendimiento. Por ejemplo, se puede alterar el sitio de escisién de la peptidasa de un péptido sefial particular, o agregar
prosecuencias, que también pueden afectar la glicosilacion. El producto proteico final puede tener, en la posiciéon-1
(con relacién al primer aminoacido de la proteina madura) uno o més aminoacidos adicionales incidentales a la
expresion, que pueden no haberse eliminado totalmente. Por ejemplo, el producto proteico final puede tener uno o dos
residuos de aminoacidos que se encuentran en el sitio de escisién de la peptidasa, unidos al extremo amino.
Alternativamente, el uso de algunos sitios de escision de enzimas puede dar como resultado una forma ligeramente
truncada del polipéptido deseado, si la enzima corta en dicha area dentro del polipéptido maduro.

[0133] Los vectores de expresién y clonacién descritos en el presente documento normalmente contendran un
promotor que es reconocido por el organismo huésped y unido operativamente a la molécula que codifica el anticuerpo
OSMR. Los promotores son secuencias no transcritas ubicadas aguas arriba (es decir, 5') del codén de inicio de un
gen estructural (generalmente dentro de aproximadamente 100 a 1000 pb) que controlan la transcripcién del gen
estructural. Los promotores se agrupan convencionalmente en una de dos clases: promotores inducibles y promotores
constitutivos. Los promotores inducibles inician niveles elevados de transcripciéon del ADN bajo su control en respuesta
a algun cambio en las condiciones de cultivo, como la presencia o ausencia de un nutriente o un cambio de
temperatura. Los promotores constitutivos, por otra parte, transcriben uniformemente el gen al que estan unidos
operativamente, es decir, con poco o ningln control sobre la expresién génica. Se conocen bien un gran nimero de
promotores, reconocidos por una variedad de células huésped potenciales. Un promotor adecuado se une
operativamente al ADN que codifica la cadena pesada o la cadena ligera que comprende un anticuerpo OSMR para
su uso con la invencién eliminando el promotor del ADN fuente mediante digestién con enzimas de restriccion e
insertando la secuencia del promotor deseada en el vector.
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[0134] También se conocen bien en la técnica promotores adecuados para su uso con levaduras huéspedes. Los
potenciadores de levadura se utilizan ventajosamente con promotores de levadura. Los promotores adecuados para
su uso con células huésped de mamiferos son bien conocidos e incluyen, entre otros, los obtenidos a partir de los
genomas de virus tales como el virus del polioma, el virus de la viruela aviar, los adenovirus (tales como Adenovirus
2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, retrovirus, virus de la hepatitis B y mas
preferiblemente virus del simio 40 (SV40). Otros promotores de mamiferos adecuados incluyen promotores de
mamiferos heterélogos, por ejemplo, promotores de choque térmico y el promotor de actina.

[0135] Promotores adicionales que pueden ser de interés incluyen, entre otros: promotor temprano SV40 (Benoist
et al., 1981, Nature 290:304-310); promotor CMV (Thomsen et al., 1984, Proc. Natl. Acad. EE. UU. 81:659-663); el
promotor contenido en la repeticién terminal larga 3' del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al., 1980, Cell
22:787-797); promotor de timidina quinasa del herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 78:1444-
1445); secuencias promotoras y reguladoras del gen de metalotionina Prinster et al., 1982, Nature 296:39-42); y
promotores procaribticos tales como el promotor de betalactamasa (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci.
EE. UU. 75:3727-3731); o el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 80:21-25). También se
describen las siguientes regiones de control transcripcional de animales, que exhiben especificidad de tejido y se han
utilizado en animales transgénicos: la regiéon de control del gen de elastasa | que es activa en células acinares
pancreéticas (Swift et al., 1984, Cell 38:639-646; Omitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-
409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-515); la regién de control del gen de la insulina que esté activa en las células
beta pancreéticas (Hanahan, 1985, Nature 315:115-122); la region de control del gen de inmunoglobulina que es activa
en células linfoides (Grosschedl et al., 1984, Cell 38:647-658; Adames et al., 1985, Nature 318:533-538; Alexander et
al.,, 1987, Mol. Cell Biol. 7:1436-1444); la regién de control del virus del tumor mamario de ratén que es activa en
testiculos, mama, linfoides y mastocitos (Leder et al., 1986, Cell 45:485-495); la regién de control del gen de la
albumina que est4 activa en el higado (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1:268-276); la regién de control del gen
de la alfa-fetoproteina que es activa en el higado (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:1639-1648; Hammer et al,,
1987, Science 253:53-58); la regién de control del gen alfa 1-antitripsina que es activa en el higado (Kelsey et al,,
1987, Genes and Devel. 1:161-171); la regién de control del gen de beta-globina que es activa en células mieloides
(Mogram etal., 1985, Nature 315:338-340; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94); la region de control del gen de la proteina
béasica de mielina que es activa en las células oligodendrocitos del cerebro (Readhead et al., 1987, Cell 48:703-712);
la regién de control del gen de la cadena ligera 2 de miosina que esta activa en el musculo esquelético (Sani, 1985,
Nature 314:283-286); y la regién de control del gen de la hormona liberadora de gonadotrépicos que esté activa en el
hipotadlamo (Mason et al., 1986, Science 234:1372-1378).

[0136] Se puede insertar una secuencia potenciadora en el vector para aumentar la transcripcién del ADN que
codifica la cadena ligera o la cadena pesada que comprende un anticuerpo OSMR para su uso con la invencién por
parte de eucariotas superiores. Los potenciadores son elementos del ADN que actlian en cis, generalmente de entre
10 y 300 pb de longitud, que actlan sobre el promotor para aumentar la transcripcién. Los potenciadores son
relativamente independientes de la orientacidn y la posicién, habiéndose encontrado en las posiciones 5'y 3' de la
unidad de transcripciéon. Se conocen varias secuencias potenciadoras disponibles de genes de mamiferos (p. €j.,
globina, elastasa, albumina, alfafetoproteina e insulina). Sin embargo, normalmente se utiliza un potenciador de un
virus. El potenciador SV40, el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma y los
potenciadores de adenovirus conocidos en la técnica son elementos potenciadores ejemplares para la activacién de
promotores eucaridticos. Si bien se puede colocar un potenciador en el vector en 5' 0 3' con respecto a una secuencia
codificante, normalmente se ubica en un sitio 5' del promotor. Una secuencia que codifica una secuencia sefial nativa
o heteréloga apropiada (secuencia lider o péptido sefial) puede incorporarse en un vector de expresidén para promover
la secrecidn extracelular del anticuerpo. La eleccién del péptido sefial o lider depende del tipo de células huésped en
las que se va a producir el anticuerpo, y una secuencia sefial heteréloga puede reemplazar la secuencia sefial nativa.
Ejemplos de péptidos sefial que son funcionales en células huésped de mamiferos incluyen los siguientes: la
secuencia sefial para interleucina-7 (IL-7) descrita en la Patente de EE. UU. N° 4.965.195; la secuencia sefial para el
receptor de interleucina-2 descrita en Cosman et al.,, 1984, Nature 312:768; el péptido sefial del receptor de
interleucina-4 descrito en la patente EP N° 0367 566; el péptido sefial del receptor de interleucina-1 tipo | descrito en
la Patente de EE. UU. N° 4.968.607, el péptido sefial del receptor de interleucina-1 tipo Il descrito en la patente EP N°
0460846.

[0137] EIl vector puede contener uno o més elementos que faciliten la expresiéon cuando el vector se integra en el
genoma de la célula huésped. Los ejemplos incluyen un elemento EASE (Aldrich et al. 2003 Biotechnol Prog. 19:1433-
38) y una regién de unién a la matriz (MAR). Los MAR median en la organizacién estructural de la cromatina y pueden
aislar al vector integrado del efecto de “posicidn”. Por tanto, los MAR son particularmente utiles cuando el vector se
utiliza para crear transfectantes estables. En la técnica se conocen varios acidos nucleicos que contienen MAR
naturales y sintéticos, por ejemplo, la Patente de EE. UU. N°°6.239.328; 7.326.567; 6.177.612; 6.388.066; 6.245.974;
7.259.010; 6.037.525; 7.422.874, 7.129.062.

[0138] Los vectores de expresidon pueden construirse a partir de un vector inicial tal como un vector disponible

comercialmente. Dichos vectores pueden contener o no todas las secuencias flanqueantes deseadas. Cuando una o
méas de las secuencias flanqueantes descritas en el presente documento aldn no estan presentes en el vector, pueden
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obtenerse individualmente y ligarse al vector. Los métodos utilizados para obtener cada una de las secuencias
flanqueantes son bien conocidos por los expertos en la técnica.

[0139] Después de que se haya construido el vector y de que se haya insertado en el sitio apropiado del vector una
molécula de 4cido nucleico que codifica una cadena ligera, una cadena pesada o una cadena ligera y una cadena
pesada que comprende una secuencia de unién al antigeno OSMR, se puede insertar el vector completo. en una
célula huésped adecuada para la amplificacién y/o expresiéon del polipéptido. La transformacién de un vector de
expresion para un anticuerpo OSMR en una célula huésped seleccionada se puede lograr mediante métodos bien
conocidos que incluyen transfeccién, infeccion, coprecipitacién con fosfato calcico, electroporacioén, microinyeccion,
lipofeccién, transfeccidén mediada por DEAE-dextrano u otras técnicas conocidas. El método seleccionado sera en
parte una funcién del tipo de célula huésped a utilizar. Estos métodos y otros métodos adecuados son bien conocidos
por el experto en la técnica y se exponen, por ejemplo, en Sambrook ef al., 2001, supra.

[0140] Una célula huésped, cuando se cultiva en condiciones apropiadas, sintetiza un anticuerpo OSMR que
posteriormente puede recolectarse del medio de cultivo (si la célula huésped lo secreta en el medio) o directamente
de la célula huésped que lo produce (si no se secreta). La seleccién de una célula huésped apropiada dependera de
varios factores, tales como niveles de expresiéon deseados, modificaciones polipeptidicas que son deseables o
necesarias para la actividad (tales como glicosilacién o fosforilacién) y facilidad de plegamiento en una molécula
biol6gicamente activa. Una célula huésped puede ser eucariota o procariética.

[0141] Las lineas celulares de mamiferos disponibles como huéspedes para la expresién son bien conocidas en la
técnica e incluyen, entre otras, lineas celulares inmortalizadas disponibles en la American Type Culture Collection
(ATCC) y cualquier linea celular utilizada en un sistema de expresién conocido en la técnica puede utilizarse para
fabricar los polipéptidos recombinantes. En general, las células huésped se transforman con un vector de expresion
recombinante que comprende ADN que codifica un polipéptido de anticuerpo anti-OSMR deseado. Entre las células
huésped que pueden emplearse se encuentran procariotas, levaduras o células eucariotas superiores. Los procariotas
incluyen organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo, E. coli o bacilos. Las células eucariotas superiores
incluyen células de insectos y lineas celulares establecidas de origen mamifero. Ejemplos de lineas celulares huésped
de mamifero adecuadas incluyen la linea COS-7 de células de rifién de mono (ATCC CRL 1651) (Gluzman et al,,
1981, Cell 23:175), células L, células 293, células C127, células 3T3 (ATCC CCL 163), células de ovario de hamster
chino (CHO), o sus derivados tales como Veggie CHO y lineas celulares relacionadas que crecen en medios libres de
suero (Rasmussen et al., 1998, Cytotechnology 28: 31), células HeLa, BHK (ATCC CRL 10) lineas celulares, y la linea
celular CVI/EBNA derivada de la linea celular CVI de rifidn de mono verde africano (ATCC CCL 70) como se describe
por McMahan et al., 1991, EMBO J. 10: 2821, células de rifibn embrionario humano tales como 293, 293 EBNA o MSR
293, células epidérmicas humanas A431, células humanas Colo205, otras lineas celulares de primates transformadas,
células diploides normales, cepas celulares derivadas de cultivos in vitro de tejido primario, explantes primarios, células
HL-60, U937, HaK o Jurkat. Opcionalmente, se pueden usar lineas celulares de mamifero tales como HepG2/3B, KB,
NIH 3T3 o S49, por ejemplo, para la expresién del polipéptido cuando es deseable usar el polipéptido en diversos
ensayos indicadores o de transduccién de sefiales. Alternativamente, es posible producir el polipéptido en eucariotas
inferiores tales como levaduras o en procariotas tales como bacterias. Las levaduras adecuadas incluyen
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, cepas de Kluyveromyces, Candida o cualquier cepa de
levadura capaz de expresar polipéptidos heterblogos. Las cepas bacterianas adecuadas incluyen Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar polipéptidos heterélogos. Si
el polipéptido se elabora en levaduras o bacterias, puede ser deseable modificar el polipéptido producido alli, por
ejemplo, mediante fosforilacién o glicosilacién de los sitios apropiados, para obtener el polipéptido funcional. Tales
uniones covalentes se pueden lograr usando métodos quimicos o enzimaticos conocidos. El polipéptido también se
puede producir uniendo operativamente el acido nucleico o el &cido nucleico aislado a secuencias de control
adecuadas en uno o mas vectores de expresion de insectos, y empleando un sistema de expresién de insectos. Los
materiales y métodos para sistemas de expresidén de baculovirus/células de insecto estan disponibles comercialmente
en forma de kit de, por ejemplo, Invitrogen, San Diego, CA, EE. UU. (el kit MaxBac®), y tales métodos son bien
conocidos en la técnica, como se describe en Summers y Smith, Boletin de la Estacién Experimental Agricola de
Texas No. 1555 (1987), y Luckow y Summers, Bio/Technology 6:47 (1988). También podrian emplearse sistemas de
traduccién libres de células para producir polipéptidos usando ARN derivados de construcciones de acidos nucleicos
divulgadas en el presente documento. Pouwels et al. describen vectores de clonacion y expresién apropiados para su
uso con huéspedes celulares bacterianos, fungicos, de levaduras y de mamiferos. (Cloning Vectors: A Laboratory
Manual, Elsevier, Nueva York, 1985). Una célula huésped que comprende un acido nucleico o un é&cido nucleico
aislado, preferiblemente unido operativamente a al menos una secuencia de control de expresién, es una “célula
huésped recombinante”.

[0142] En ciertos casos, las lineas celulares se pueden seleccionar determinando qué lineas celulares tienen altos
niveles de expresion y producen constitutivamente anticuerpos con propiedades de unién a OSMR. En otro caso, se
puede seleccionar una linea celular del linaje de células B que no produce su propio anticuerpo pero que tiene
capacidad para producir y secretar un anticuerpo heterélogo.

Anticuerpos OSMR que agotan las células
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[0143] El anticuerpo OSMR para uso con la invencién se une a OSMR e inhibe la unién de OSM humana y de IL-31
humana a OSMR humana y reduce la sefializacién mediada por OSM humanay IL-31 humana en células que expresan
OSMR humana. En determinadas formas de realizacidn, el anticuerpo OSMR se une a OSMR y se dirige a una célula
que expresa OSMR para su agotamiento. Por consiguiente, en diversos aspectos, el anticuerpo OSMR inhibe la unidn
de OSM humana y de IL-31 humana a OSMR humano y puede dirigirse a la célula que expresa OSMR humana para
su agotamiento.

[0144] Los anticuerpos OSMR que agotan las células son particularmente Utiles para tratar enfermedades o
trastornos asociados con la sobreexpresion de OSMR, por ejemplo, una enfermedad autoinmune, una enfermedad
inflamatoria o una enfermedad o trastorno asociado con la deposicién o remodelacién de la matriz extracelular.
Métodos para apuntar a células con anticuerpos son bien conocidos en la técnica.

Conjugados de anticuerpos y farmacos

[0145] También se prevén conjugados anticuerpo-farmaco (ADC). Se puede utilizar una molécula conectora para
conjugar el farmaco con el anticuerpo. En la técnica se conoce una amplia variedad de enlazadores y farmacos Utiles
en la tecnologia ADC (véanse US20090028856; US2009/0274713; US2007/0031402; WO2005/084390;
WO2009/099728; US5208020; US5416064; US5475092; 5585499, 6436931, 6372738; y 6340701).

Enlazadores

[0146] También se prevé un ADC que comprende un conector formado por uno 0 mas componentes del conector.
Los componentes del conector a modo de ejemplo incluyen 6-maleimidocaproilo, maleimidopropanoilo, valina-citrulina,
alanina-fenilalanina, p-aminobenciloxicarbonilo y los resultantes de la conjugacién con reactivos del conector,
incluidos, entre otros, 4-(2-piridiltio)pentanocato de N-succinimidilo (“SPP”), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1
carboxilato de N-succinimidilo (*SMCC”, también denominado en el presente documento también como “MCC”) y
aminobenzoato de (4-yodo-acetilo) de N-succinimidilo (“SIAB”).

[0147] Los enlazadores pueden ser un enlazador “escindible” o un enlazador “no escindible” (Ducry and Stump,
Bioconjugate Chem. 2010, 21, 5-13). Los enlazadores escindibles estan disefiados para liberar el farmaco cuando se
someten a ciertos factores ambientales, por ejemplo, cuando internalizado en la célula diana. Los enlazadores
escindibles incluyen enlazadores labiles a é&cidos, enlazadores sensibles a proteasa, enlazadores fotolabiles,
enlazadores dimetilo o enlazadores que contienen disulfuro. Los conectores no escindibles tienden a permanecer
asociados covalentemente con al menos un aminoacido del anticuerpo y el farmaco tras su internalizacién y
degradacién dentro de la célula diana. Un conector no escindible ejemplar es MCC.

Anticuerpos con funcién efectora mejorada

[0148] Una de las funciones de la porcién Fc de un anticuerpo es comunicarse con el sistema inmunolégico cuando
el anticuerpo se une a su objetivo. Esto se considera “funcién efectora”. La comunicacién conduce a citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) y/o citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC). ADCC y ADCP estan mediados por la unién de Fc a receptores Fc en la
superficie de las células del sistema inmunolégico. La CDC estd mediada por la unién del Fc con proteinas del sistema
del complemento, por ejemplo, C1q.

[0149] Las subclases de 1gG varian en su capacidad para mediar funciones efectoras. Por ejemplo, IgG1 es muy
superior a |IgG2 e 1gG4 en la mediacién de ADCC y CDC. Por tanto, en formas de realizacién en las que una célula
que expresa OSMR esté destinada a ser destruida, se preferiria un anticuerpo IgG1 anti-OSMR.
[0150] La funcién efectora de un anticuerpo se puede aumentar o disminuir introduciendo una o mas mutaciones en
el Fc. Las formas de realizacién para uso con la invencién incluyen anticuerpos que tienen un Fc disefiado para
aumentar la funcién efectora (US 7.317.091 y Strohl, Curr. Opin. Biotech., 20:685-691, 2009). Las moléculas de Fc de
IgG1 ejemplares que tienen una funcién efectora aumentada incluyen (segln el esquema de numeracién de Kabat)
aquellas que tienen las siguientes sustituciones:

S239D/I332E

S239D/A330S/1332E

S239D/A330L/1332E

S298A/D333A/K334A

P2471/A339D

P2471/A339Q
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D280

H/K290S

D280H/K2908/S298D

D280H/K290S/85298V

F243L/R292P/Y300L

F243L/R292P/Y300L/P396L

F243L/R292P/Y300L/V305I/P396L

G236A/S239D/I1332E

K326A/E333A

K326W/E3338

K290E/S298G/T299A

K290N/S298G/T299A

K290E/S298G/T299A/K326E

K290N/S298G/T299A/K326E
[0151] Otras formas de realizaciéon para su uso con la invencion incluyen anticuerpos que tienen un Fc disefiado
para disminuir la funcidén efectora. Las moléculas de Fc ejemplares que tienen una funcién efectora disminuida incluyen
(segun el esquema de numeracién de Kabat) aquellas que tienen las siguientes sustituciones:

N297A (IgG1)

L234A/L235A (1gG1)

V234A/G237A (1gG2)

L235A/G237A/E318A (1gG4)

H268Q/V309L/ A330S/A331S (1gG2)

C2208/C226S/C2295/P2388S (IgG1)

C226S/C229S/E233P/L234V/L235A (IgG1)

L234F/L235E/P331S (I1gG1)

S267E/L328F (1gG1)
[0152] Otro método para aumentar la funcion efectora de las proteinas que contienen IgG Fc es reducir la
fucosilacién del Fc. La eliminacion de la fucosa central de los oligosacaridos de tipo complejo biantenario unidos al Fc
aumenté considerablemente la funcién efectora de ADCC sin alterar la unién al antigeno o la funcién efectora de CDC.
Se conocen varias formas de reducir o suprimir la fucosilacién de moléculas que contienen Fc, por ejemplo,
anticuerpos. Estos incluyen la expresién recombinante en determinadas lineas celulares de mamiferos, incluida una
linea celular inactivada para FUTS8, una linea CHO variante Lec13, una linea celular de hibridoma de rata YB2/0, una
linea celular que comprende un pequefio ARN de interferencia especificamente contra el gen FUT8 y una linea celular
que coexpresa B-1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa Il y a-manosidasa Il de Golgi. Alternativamente, la molécula que
contiene Fc puede expresarse en una célula no de mamifero tal como una célula vegetal, una levadura o una célula

procariética, por ejemplo, E. coli. Por lo tanto, en ciertas formas de realizacién, un anticuerpo para usar con la
invencién, por ejemplo, Ab2, tiene fucosilacién reducida o carece de fucosilacién por completo.
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Composiciones farmacéuticas

[0153] También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente
eficaz de uno o una pluralidad de anticuerpos para su uso con la invencién junto con diluyentes, vehiculos,
solubilizadores, emulsionantes, conservantes y/o adyuvantes farmacéuticamente eficaces. Las composiciones
farmacéuticas incluyen, entre otras, composiciones liquidas, congeladas y liofilizadas.

[0154] Preferiblemente, los materiales de formulacién no son téxicos para los receptores en las dosis y
concentraciones empleadas. Se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de unién a OSMR.

[0155] La composicién farmacéutica puede contener materiales de formulacién para modificar, mantener o
preservar, por ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la claridad, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad,
la estabilidad, la velocidad de disolucién o liberacién, la adsorcién o la penetracidn de la composicién. Los materiales
de formulacién adecuados incluyen, entre otros, aminoécidos (tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina,
prolina o lisina); antimicrobianos; antioxidantes (tales como é&cido ascérbico, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de
sodio); tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos u otros acidos organicos); agentes de
carga (tales como manitol o glicina); agentes quelantes (como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA)); agentes
complejantes (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina); rellenos;
monosacaridos; disacaridos; y otros carbohidratos (como glucosa, manosa o dextrinas); proteinas (como albimina
sérica, gelatina o inmunoglobulinas); agentes colorantes, aromatizantes y diluyentes; agentes emulsionantes;
polimeros hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona); polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones formadores de
sales (tales como sodio);, conservantes (tales como cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal,
alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico o perdxido de hidrégeno); disolventes
(tales como glicerina, propilenglicol o polietilenglicol); alcoholes de azlcar (tales como manitol o sorbitol); agentes de
suspensién; tensioactivos 0 agentes humectantes (tales como plurénicos, PEG, ésteres de sorbitan, polisorbatos tales
como polisorbato 20, polisorbato, tritdn, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal), agentes mejoradores de la
estabilidad (tales como sacarosa o sorbitol), agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metales
alcalinos, preferiblemente cloruro de sodio o potasio, manitol sorbitol); vehiculos de reparto; diluyentes; excipientes
y/o adyuvantes farmacéuticos. Véase, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, edicién de 18”, (AR Genrmo,
ed.), 1990, Mack Publishing Company.

[0156] Un experto en la técnica determinard una composiciéon farmacéutica éptima dependiendo, por ejemplo, de la
via de administracién prevista, el formato de administracién y la dosis deseada. Véase, por ejemplo, REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra. Tales composiciones pueden influir en el estado fisico, la estabilidad, la
velocidad de liberacién in vivo y la velocidad de eliminacién in vivo de los anticuerpos para su uso con la invencién. El
vehiculo o vehiculo principal en una composicién farmacéutica puede ser de naturaleza acuosa o no acuosa. Por
ejemplo, un vehiculo o vehiculo adecuado puede ser agua para inyeccidn, solucién salina fisiol6gica o liquido
cefalorraquideo artificial, posiblemente suplementado con otros materiales comunes en composiciones para
administraciéon parenteral. Otros vehiculos ejemplares son solucién salina tamponada neutra o solucién salina
mezclada con albumina sérica. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas comprenden tampdn Tris de
aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampén acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, y pueden incluir ademas sorbitol o
un sustituto adecuado del mismo. Las composiciones de anticuerpos OSMR se pueden preparar para almacenamiento
mezclando la composicion seleccionada que tiene el grado de pureza deseado con agentes de formulacién opcionales
(REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra) en forma de una torta liofilizada o una solucién acuosa.
Ademas, el producto de anticuerpo OSMR se puede formular como un liofilizado usando excipientes apropiados tales
como sacarosa.

[0157] Se pueden seleccionar composiciones farmacéuticas para administracion parenteral. Alternativamente, se
pueden seleccionar composiciones para inhalacién o para administracién a través del tracto digestivo, tal como por
via oral. La preparacién de tales composiciones farmacéuticamente aceptables esté dentro de los conocimientos de
la técnica. Los componentes de la formulacién estan presentes preferiblemente en concentraciones que sean
aceptables para el sitio de administracion. Se pueden usar tampones para mantener la composicién a un pH fisiolégico
0 a un pH ligeramente més bajo, normalmente dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5 a aproximadamente
8.

[0158] Cuando se contempla la administracién parenteral, las composiciones terapéuticas se pueden proporcionar
en forma de una solucién acuosa parenteralmente aceptable, libre de pirégenos, que comprende el anticuerpo OSMR
deseado en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo particularmente adecuado para inyeccién
parenteral es agua destilada estéril en la que el anticuerpo OSMR se formula como una solucién isoténica estéril,
adecuadamente conservada. La preparacién puede implicar la formulacién de la molécula deseada con un agente, tal
como microesferas inyectables, particulas bioerosionables, compuestos poliméricos (tales como acido polilactico o
acido poliglicélico), perlas o liposomas, que pueden proporcionar una liberacién controlada o sostenida del producto
que se puede administrar mediante inyeccién de depésito. También se puede utilizar acido hialurénico, que tiene el
efecto de promover una duracién sostenida en la circulacién. Se pueden usar dispositivos implantables de
administracion de farmacos para introducir el anticuerpo deseado.
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[0159] Se pueden formular composiciones farmacéuticas para inhalacidén. En estos casos, los anticuerpos OSMR se
formulan ventajosamente como un polvo seco inhalable. Las soluciones para inhalacién de anticuerpos OSMR también
se pueden formular con un propulsor para administracién en aerosol. En determinadas formas de realizacién, las
soluciones se pueden nebulizar. Por lo tanto, los métodos de formulacién y administracién pulmonar se describen con
més detalle en la solicitud de patente internacional N° PCT/US94/001875 y describen la administraciéon pulmonar de
proteinas quimicamente modificadas.

[0160] También se contempla que las formulaciones puedan administrarse por via oral. Los anticuerpos OSMR que
se administran de esta manera se pueden formular con o sin vehiculos utilizados habitualmente en la combinacién de
formas de dosificacién sélidas tales como tabletas y cépsulas. Se puede disefiar una capsula para liberar la porcidén
activa de la formulacién en el punto del tracto gastrointestinal en el que se maximiza la biodisponibilidad y se minimiza
la degradacién presistémica. Se pueden incluir agentes adicionales para facilitar la absorcién del anticuerpo OSMR.
También se pueden emplear diluyentes, saborizantes, ceras de bajo punto de fusion, aceites vegetales, lubricantes,
agentes de suspension, agentes desintegrantes de tabletas y aglutinantes.

[0161] Las composiciones farmacéuticas adicionales resultaran evidentes para los expertos en la técnica, incluidas
formulaciones que implican anticuerpos OSMR en formulaciones de liberacién sostenida o controlada. Los expertos
en la técnica también conocen técnicas para formular una variedad de otros medios de administracién sostenida o
controlada, tales como portadores de liposomas, microparticulas bioerosionables o perlas porosas e inyecciones de
depésito. Véase, por ejemplo, la solicitud de patente internacional N° PCT/US93/00829 que describe la liberacion
controlada de microparticulas poliméricas porosas para la administracién de composiciones farmacéuticas. Las
preparaciones de liberacién sostenida pueden incluir matrices poliméricas semipermeables en forma de articulos
conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Las matrices de liberacidén sostenida pueden incluir poliésteres,
hidrogeles, polilactidas (como se describe en la Patente de EE. UU. N° 3.773.919 y la publicacién de solicitud de
patente europea N° EP 058481, copolimeros de acido L-glutamico y gamma-etil-L-glutamato (Sidman et al., 1983),
Biopolymers 2:547-556), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (Langer et al., 1981, J. Biomed. Madre. Res. 15:167-277 y
Langer, 1982, Chem. Technology. 12:98-105), acetato de etilenvinilo (Langer et al., 1981, supra) o acido poli-D(-)-3-
hidroxibutirico (Publicacién de Solicitud de Patente Europea N° EP 133.988). Las composiciones de liberacion
sostenida también pueden incluir liposomas que pueden prepararse mediante cualquiera de varios métodos conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Eppstein et al., 1985, Proc. Nacional. Acad. Science. EE. UU. 82:3688-3692;
Publicaciones de Solicitudes de Patente Europea N°s. EP 036.676; EP 088.046 y EP 143.949.

[0162] Las composiciones farmacéuticas utilizadas para la administracién in vivo normalmente se proporcionan
como preparaciones estériles. La esterilizacion se puede lograr mediante filtracién a través de membranas de filtracién
estériles. Cuando la composicién esta liofilizada, la esterilizacién usando este método puede realizarse antes o
después de la liofilizacién y reconstitucion. Las composiciones para administraciéon parenteral se pueden almacenar
en forma liofilizada o en una solucién. Las composiciones parenterales generalmente se colocan en un recipiente que
tiene un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o vial de solucidn intravenosa que tiene un tapén perforable
con una aguja de inyeccion hipodérmica.

[0163] Se incluyen formulaciones de anticuerpos OSMR autoamortiguadores, que pueden usarse como
composiciones farmacéuticas, como se describe en la solicitud de patente internacional WO 06138181A2
(PCT/US2006/022599).

[0164] Se proporcionan composiciones de anticuerpos OSMR, particularmente composiciones farmacéuticas de
anticuerpos OSMR que comprenden, ademas del anticuerpo OSMR, uno o0 més excipientes tales como los descritos
ilustrativamente en esta seccién y en otros lugares del presente documento. Los excipientes se pueden usar a este
respecto para una amplia variedad de propdésitos, tales como ajustar las propiedades fisicas, quimicas o biolégicas de
las formulaciones, tales como el ajuste de la viscosidad, y/o procesos para mejorar la eficacia y/o estabilizar tales
formulaciones y procesos contra la degradacién y deterioro debido, por ejemplo, a tensiones que ocurren durante la
fabricacién, envio, almacenamiento, preparacion previa al uso, administracién y posteriormente.

[0165] Esta disponible una variedad de exposiciones sobre materiales y métodos de estabilizacion y formulacion de
proteinas Utiles a este respecto, tales como Arakawa et al., “Solvent interactions in pharmaceutical formulations,"”
Pharm Res. 8(3): 285-91 (1991); Kendrick et al., "Physical stabilization of proteins in aqueous solution," en: RATIONAL
DESIGN OF STABLE PROTEIN FORMULATIONS: THEORY AND PRACTICE, Carpenter and Manning, eds.
Pharmaceutical Biotechnology. 13: 61-84 (2002), y Randolph et al., "Surfactant-protein interactions," Pharm Biotechnol.
13: 159-75 (2002, particularmente en partes pertinentes a excipientes y procesos de los mismos para formulaciones
de proteinas autoamortiguantes de acuerdo con la presente invencién, especialmente en lo que respecta a productos
y procesos farmacéuticos de proteinas para usos veterinarios y/o médicos humanos.

[0166] Se pueden usar sales, por ejemplo, para ajustar la fuerza idnica y/o la isotonicidad de una formulacién y/o

para mejorar la solubilidad y/o la estabilidad fisica de una proteina u otro ingrediente de una composiciéon de acuerdo
con la invencion.
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[0167] Como es bien sabido, los iones pueden estabilizar el estado nativo de las proteinas uniéndose a residuos
cargados en la superficie de la proteina y protegiendo los grupos polares y cargados en la proteina y reduciendo la
fuerza de sus interacciones electrostaticas, interacciones atractivas y repulsivas. Los iones también pueden estabilizar
el estado desnaturalizado de una proteina uniéndose, en particular, a los enlaces peptidicos desnaturalizados (-CONH)
de la proteina. Ademés, la interaccién idnica con grupos cargados y polares en una proteina también puede reducir
las interacciones electrostaticas intermoleculares y, por lo tanto, prevenir o reducir la agregacién e insolubilidad de las
proteinas.

[0168] Las especiesidnicas difieren significativamente en sus efectos sobre las proteinas. Se han desarrollado varias
clasificaciones categoéricas de iones y sus efectos sobre las proteinas que pueden usarse en la formulaciéon de
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién. Un ejemplo es la serie de Hoftneister, que clasifica los
solutos iénicos y polares no idnicos segln su efecto sobre la estabilidad conformacional de las proteinas en solucién.
Los solutos estabilizadores se denominan “kosmotrépicos”. Los solutos desestabilizadores se denominan
“caotropicos”. Los cosmotropos se utilizan cominmente en altas concentraciones (p. ej.,, >1 molar de sulfato de
amonio) para precipitar proteinas de la solucion (“salacién”). Los caotropos se utilizan cominmente para dentaduras
postizas y/o para solubilizar proteinas (“salaciéon”). La eficacia relativa de los iones para la “salida” y la “salida” define
su posicidn en la serie de Hofmeister.

[0169] Los aminoécidos libres se pueden utilizar en formulaciones de anticuerpos OSMR como agentes de carga,
estabilizadores y antioxidantes, asi como otros usos estdndar. Se pueden usar lisina, prolina, serina y alanina para
estabilizar proteinas en una formulacién. La glicina es util en la liofilizacién para garantizar la estructura y las
propiedades correctas de la torta. La arginina puede ser Util para inhibir la agregacién de proteinas, tanto en
formulaciones liquidas como liofilizadas. La metionina es util como antioxidante.

[0170] Los polioles incluyen azucares, por ejemplo, manitol, sacarosa y sorbitol y alcoholes polihidricos tales como,
por ejemplo, glicerol y propilenglicol y, para los fines de discusién en el presente documento, polietilenglicol (PEG) y
sustancias relacionadas. Los polioles son cosmotrépicos. Son agentes estabilizantes Utiles tanto en formulaciones
liguidas como liofilizadas para proteger las proteinas de procesos de degradaciéon fisica y quimica. Los polioles
también son utiles para ajustar la tonicidad de las formulaciones.

[0171] Un poliol util es el manitol, cominmente usado para asegurar la estabilidad estructural de la torta en
formulaciones liofilizadas. Asegura la estabilidad estructural de la torta. Generalmente se usa con un lioprotector, por
ejemplo, sacarosa. El sorbitol y la sacarosa se encuentran entre los agentes preferidos para ajustar la tonicidad y
como estabilizadores para proteger contra las tensiones de congelacién y descongelacién durante el transporte o la
preparacién de productos a granel durante el proceso de fabricacidén. Los azlcares reductores (que contienen grupos
aldehido o cetona libres), como la glucosa y la lactosa, pueden glicar los residuos de lisina y arginina de la superficie.
Por lo tanto, generalmente no se encuentran entre los polioles preferidos. Ademés, los azlcares que forman especies
reactivas, como la sacarosa, que se hidroliza a fructosa y glucosa en condiciones 4cidas y, en consecuencia, genera
glicacién, tampoco se encuentra entre los polioles preferidos. El PEG es Util para estabilizar proteinas y como
crioprotector y puede usarse en la invencién a este respecto.

[0172] Las formulaciones de anticuerpos OSMR pueden comprender ademés tensioactivos. Las moléculas de
proteinas pueden ser susceptibles a la adsorciéon en las superficies y a la desnaturalizacién y la consiguiente
agregacion en las interfaces aire-liquido, sélido-liquido y liquido-liquido. Estos efectos generalmente aumentan
inversamente con la concentracidén de proteinas. Estas interacciones nocivas generalmente aumentan inversamente
con la concentracion de proteinas y normalmente se ven exacerbadas por la agitacién fisica, como la generada durante
el envio y manipulacién de un producto.

[0173] Los tensioactivos se utilizan habitualmente para prevenir, minimizar o reducir la adsorcién en la superficie.
Los tensioactivos Utiles en la invencién a este respecto incluyen polisorbato 20, polisorbato 80, otros ésteres de acidos
grasos de polietoxilatos de sorbitan y poloxamero 188.

[0174] Los tensioactivos también se utilizan cominmente para controlar la estabilidad conformacional de las
proteinas. El uso de tensioactivos a este respecto es especifico de las proteinas, ya que cualquier tensioactivo
determinado normalmente estabilizara algunas proteinas y desestabilizara otras.

[0175] Los polisorbatos son susceptibles a la degradacién oxidativa y, a menudo, tal como se suministran, contienen
cantidades suficientes de peréxidos para provocar la oxidacién de las cadenas laterales de los residuos de proteinas,
especialmente la metionina. En consecuencia, los polisorbatos deben usarse con cuidado y, cuando se usan, deben
emplearse en su concentracién efectiva mas baja. En este sentido, los polisorbatos ejemplifican la regla general de
que los excipientes deben usarse en sus concentraciones efectivas més bajas.

[0176] Las formulaciones de anticuerpos OSMR pueden comprender ademés uno o mas antioxidantes. Hasta cierto
punto, la oxidacién nociva de proteinas se puede prevenir en formulaciones farmacéuticas manteniendo niveles
adecuados de oxigeno y temperatura ambiente y evitando la exposicién a la luz. También se pueden utilizar excipientes
antioxidantes para prevenir la degradacion oxidativa de las proteinas. Entre los antioxidantes Utiles a este respecto se
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encuentran los agentes reductores, los eliminadores de oxigeno/radicales libres y los agentes quelantes. Los
antioxidantes para uso en formulaciones de proteinas terapéuticas de acuerdo con la invencién son preferiblemente
solubles en agua y mantienen su actividad durante toda la vida util de un producto. A este respecto, EDTA es un
antioxidante preferido segun la invencién.

[0177] Los antioxidantes pueden dafar las proteinas. Por ejemplo, los agentes reductores, como el glutatién en
particular, pueden alterar los enlaces disulfuro intramoleculares. Por lo tanto, los antioxidantes se seleccionan para,
entre otras cosas, eliminar o reducir suficientemente la posibilidad de que ellos mismos dafien las proteinas en la
formulacién.

[0178] Las formulaciones de acuerdo con la invencién pueden incluir iones metalicos que son cofactores proteicos
y que son necesarios para formar complejos de coordinacién de proteinas, tales como zinc necesario para formar
ciertas suspensiones de insulina. Los iones metalicos también pueden inhibir algunos procesos que degradan las
proteinas. Sin embargo, los iones metélicos también catalizan procesos fisicos y quimicos que degradan las proteinas.

[0179] Se pueden utilizar iones de magnesio (10-120 mM) para inhibir la isomerizacién del acido aspartico a acido
isoaspartico. Los iones Ca*? (hasta 100 mM) pueden aumentar la estabilidad de la desoxirribonucleasa humana. Sin
embargo, Mg*?, Mn*2 y Zn*? pueden desestabilizar la rhDNasa. De manera similar, Ca*? y Sr*2 pueden estabilizar el
Factor VIII, puede ser desestabilizado por Mg*?, Mn*? y Zn*2, Cu*? y Fe*?, y su agregacion puede incrementarse por
iones Al*S,

[0180] Las formulaciones de anticuerpos OSMR pueden comprender ademés uno o mas conservantes. Los
conservantes son necesarios cuando se desarrollan formulaciones parenterales multidosis que implican mas de una
extraccion del mismo recipiente. Su funcién principal es inhibir el crecimiento microbiano y garantizar la esterilidad del
producto durante toda la vida Util o el plazo de uso del medicamento. Los conservantes cominmente utilizados incluyen
alcohol bencilico, fenol y m-cresol. Aunque los conservantes tienen una larga historia de uso con parenterales de
molécula pequeiia, el desarrollo de formulaciones de proteinas que incluyan conservantes puede ser un desafio. Los
conservantes casi siempre tienen un efecto desestabilizador (agregacidn) sobre las proteinas, y esto se ha convertido
en un factor importante para limitar su uso en formulaciones de proteinas multidosis. Hasta la fecha, la mayoria de los
farmacos proteicos se han formulado para un solo uso. Sin embargo, cuando son posibles las formulaciones
multidosis, tienen la ventaja adicional de permitir la comodidad del paciente y una mayor comercializacién. Un buen
ejemplo es el de la hormona del crecimiento humano (hGH), donde el desarrollo de formulaciones conservadas ha
llevado a la comercializacién de presentaciones en forma de pluma de inyeccién mas convenientes y de usos multiples.
Actualmente se encuentran disponibles en el mercado al menos cuatro dispositivos tipo pluma que contienen
formulaciones conservadas de hGH. Norditropin (liquido, Novo Nordisk), Nutropin AQ (liquido, Genentech) y
Genotropin (liofilizado, cartucho de doble cdmara, Pharmacia & Upjohn) contienen fenol, mientras que Somatrope (Eli
Lilly) esta formulado con m-cresol.

[0181] Es necesario considerar varios aspectos durante la formulacién y desarrollo de formas farmacéuticas
conservadas. Se debe optimizar la concentracion eficaz de conservante en el medicamento. Esto requiere probar un
conservante determinado en la forma de dosificacibn con rangos de concentracion que confieren eficacia
antimicrobiana sin comprometer la estabilidad de las proteinas.

[0182] Como era de esperar, el desarrollo de formulaciones liquidas que contienen conservantes es mas desafiante
que las formulaciones liofilizadas. Los productos liofilizados pueden liofilizarse sin conservante y reconstituirse con un
conservante que contenga diluyente en el momento de su uso. Esto acorta el tiempo durante el cual un conservante
esta en contacto con la proteina, minimizando significativamente los riesgos de estabilidad asociados. Con
formulaciones liquidas, la eficacia y estabilidad del conservante deben mantenerse durante toda la vida util del
producto (aproximadamente 18 a 24 meses). Un punto importante a tener en cuenta es que la eficacia del conservante
debe demostrarse en la formulacién final que contiene el farmaco activo y todos los componentes excipientes.

[0183] Las formulaciones de anticuerpos OSMR generalmente se disefiaran para rutas y métodos de administracién
especificos, para dosis y frecuencias de administraciéon especificas, para tratamientos especificos de enfermedades
especificas, con rangos de biodisponibilidad y persistencia, entre otras cosas. Por lo tanto, las formulaciones pueden
disefiarse de acuerdo con la invencién para su administracién por cualquier via adecuada, incluidas, entre otras, oral,
otica, oftédlmica, rectal y vaginal, y por vias parenterales, incluyendo inyeccién intravenosa e intraarterial, inyeccién
intramuscular y inyeccién subcutanea.

[0184] Una vez formulada la composicién farmacéutica, ésta podra almacenarse en viales estériles como solucién,
suspensién, gel, emulsién, sélido, cristal o como polvo deshidratado o liofilizado. Dichas formulaciones se pueden
almacenar en una forma lista para usar o en una forma (p. €j., liofilizada) que se reconstituya antes de la administracién.
También se describen kits para producir una unidad de administracién de dosis Unica. Cada uno de los kits puede
contener tanto un primer recipiente que tiene una proteina seca como un segundo recipiente que tiene una formulacién
acuosa. En ciertos casos, se pueden proporcionar kits que contienen jeringas precargadas de una o varias camaras
(p. €j., jeringas para liquidos y liojeringas).
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[0185] La cantidad terapéuticamente eficaz de una composiciéon farmacéutica que contiene anticuerpo OSMR a
emplear dependera, por ejemplo, del contexto y los objetivos terapéuticos. Un experto en la técnica apreciara que los
niveles de dosificacién apropiados para el tratamiento variaran dependiendo, en parte, de la molécula administrada,
la indicacién para la cual se usa el anticuerpo OSMR, la via de administracién y el tamafio (peso corporal, tamafio
corporal). superficie o tamafio del 6rgano) y/o condicién (la edad y salud general) del paciente. Un médico puede titular
la dosis y modificar la via de administracién para obtener el efecto terapéutico éptimo. Una dosis tipica puede variar
desde aproximadamente 0,1 mg/kg hasta aproximadamente 30 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. La dosificacién puede variar desde 1,0 mg/kg hasta aproximadamente 20 mg/kg,
opcionalmente desde 10 mg/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg o desde 100 mg/kg hasta aproximadamente 5
mg/kg.

[0186] Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo OSMR preferentemente da como resultado una
disminucién de la gravedad de los sintomas de la enfermedad, un aumento de la frecuencia o duracién de los periodos
libres de sintomas de la enfermedad o una prevencién del deterioro o discapacidad debido a la afliccion de la
enfermedad.

[0187] Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar usando un dispositivo médico. Ejemplos de
dispositivos médicos para administrar composiciones farmacéuticas se describen en las Patentes de EE. UU. N°s
4.475.196; 4.439.196; 4.447.224; 4.447.233; 4.486.194; 4.487.603; 4.596.556; 4.790.824; 4.941.880; 5.064.413;
5.312.335; 5.312.335; 5.383.851; y 5.399.163.

Tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado a OSMR

[0188] De acuerdo con la invencién, un anticuerpo OSMR como se reivindica se utiliza en un método para tratar una
enfermedad o trastorno asociado con la sefializacién mediada por OSMR, en el que la enfermedad o trastorno se
selecciona entre enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

[0189] En eltratamiento de estos trastornos, el anticuerpo OSMR inhibe la unién de OSM humana y de IL-31 humana
a OSMR humana y reduce la sefializacién mediada por OSM humana y IL-31 humana en células que expresan OSMR
humana. También puede apuntar a las células del sistema inmunolégico que expresan OSMR para su destruccién.

EJEMPLOS

[0190] Los siguientes ejemplos se proporcionan con el fin de ilustrar formas de realizacién o caracteristicas
especificas de la presente invencion.

EJEMPLO 1: Produccién de anticuerpos anti-OSMR utilizando la plataforma XENOMOUSE®

[0191] Se generaron anticuerpos completamente humanos dirigidos contra OSMR humano usando tecnologia
XENOMOUSE® (como se describe en las patentes de Estados Unidos nimeros 6.114.598; 6.162.963; 6.833.268;
7.049.426; 7.064.244; y en Green et al., Nature Genetics 7:13-21, 1994; Mendez et al., Nature Genetics 15:146-56,
1997; Green et al, J. Ex. Med. 188:483-95, 1998; y Kellermann et al., Current Opinion in Biotechnology, 13:593-7,
2002).

[0192] Para producir anticuerpos contra OSMR, se inmunizaron dos cepas diferentes de animales XENOMOUSE®,
es decir, ratones XMG2-KL y XMG4-KL, con proteinas solubles OSMR-Fc humanas (preparadas por Amgen, Seattle,
WA). Se us6 una cantidad adecuada de inmunégeno (es decir, diez pug/ratén de proteina OSMR-Fc humana soluble)
para la inmunizacion inicial de animales XENOMOUSE® seglin los métodos descritos en la solicitud de Patente de
EE. UU. nimero de serie 08/759.620, presentada el 3 de diciembre de 1996 y las solicitudes de patente internacionales
N°s WO 98/24893, publicada el 11 de junio de 1998 y WO 00/76310, publicada el 21 de diciembre de 2000. Después
de la inmunizacién inicial, las inmunizaciones de refuerzo posteriores de inmunégeno (cinco pg/ratdén de OSMR-
humano soluble Proteina Fc) se administraron segln un cronograma y durante el tiempo necesario para inducir un
titulo adecuado de anticuerpo anti-OSMR en los ratones.

[0193] Los sueros se recogieron aproximadamente cuatro semanas después de la primera inyeccién y se
determinaron titulos especificos mediante ELISA. El protocolo utilizado para titular los animales XENOMOUSEZ® fue el
siguiente: Se colocaron placas de unién media Costar 3368 se recubrieron con neutravadina a 8 pug/mil(50 pl/pocillo) y
se incubaron a 4 °C en 1XPBS/azida al 0,05 % durante la noche. Las placas se lavaron usando un lavado de 3 ciclos
TiterTek con agua RO. Las placas se bloquearon usando 250 ml de 1XPBS/leche al 1 % y se incubaron durante al
menos 30 minutos a temperatura ambiente. El bloque se lavé usando un lavado de 3 ciclos TiterTek con agua RO. A
continuacion, se capturé huOSMR-FNFH biotinilado (preparado por Amgen, Seattle, WA) a 2 pg/ml en 1XPBS/leche
al 1 %/Ca2+ 10 mM (diluyente de ensayo) 50 pL/pocillo y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacion, se lavd usando el lavado de 3 ciclos TiterTek con agua RO. Para el anticuerpo primario, los sueros se
titularon 1:3 por duplicado desde 1:100. Esto se hizo en 50 pl de diluyente de ensayo /pocillo y se incubé durante 1
hora a temperatura ambiente. A continuacién, se lavé usando el lavado de 3 ciclos TiterTek con agua RO. El anticuerpo
secundario era cabra anti-lgG humana Fc HRP a 400 ng/ml en diluyente de ensayo a 50 pl/pocillo. Esto se incubd
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durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién, se lavd usando el lavado de 3 ciclos TiterTek con agua ROy
se sec6 con toallas de papel. Para el sustrato, se us6 una solucién de TMB de un solo paso (Neogen, Lexington,
Kentucky) (50 ul/pocillo) y se dejd que el sustrato se desarrollara durante 30 minutos a temperatura ambiente.

[0194] Se identificaron los animales que presentaban titulos adecuados. Se identificaron cinco animales XMG2KL
con una respuesta inmune IgG especifica a OSMR. Se recogieron bazos y ganglios linfaticos de drenaje de estos
animales y se agruparon para la generacién de hibridomas. De manera similar, se recolectaron y avanzaron cinco
animales XMG4KL con respuestas inmunes especificas como una campafia de detecciéon de fusion separada. Se
fusionaron células B enriquecidas de animales inmunes con células de mieloma no secretoras P3 x 63Ag8.653
((American Type Culture Collection CRL-1580; Kearney et al, J. Immunol. 123: 1548-50, 1979) para generar
hibridomas usando estandar técnicas (Kohler et al., Nature 256, 495-7, 1975).

[0195] A continuacién, se sembraron los hibridomas a alta densidad (mdultiples clones de hibridoma diferentes por
pocillo) en placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos y se cultivaron durante cuatro semanas. Se analizé la unién de
los sobrenadantes de la linea de hibridoma a OSMR humano y de cynomolgus de longitud completa expresado en
células 293T transfectadas transitoriamente mediante tecnologia de ensayo de microvolumen fluorométrico (FMAT)
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Brevemente, en placas FMAT de 384 pocillos, se combinaron 40 pl de una
mezcla de 3.000 células transfectadas OSMR 293T y 15.000 células 293T parentales con 15 pl de sobrenadante de
hibridoma y 10 pl de cadena ligera antihumana (hukappa/hulambda) Alexa647 (Invitrogen, Carlsbad, CA) anticuerpo
secundario marcado (concentracién final de 1,0 pg/ml). A continuacién, las placas se incubaron durante tres horas a
temperatura ambiente y se ley6 la fluorescencia utilizando el lector FMAT. Estos exdmenes identificaron 885 lineas de
hibridoma que se unen a OSMR tanto humano como cinomélogo.

EJEMPLO 2: Ensayos de blogueo de OSMR en humanos

[0196] La capacidad de los anticuerpos OSMR para bloquear la sefializacién a través de OSMR humano se
determind mediante dos ensayos con oncostatina M humana (OSM) o interleucina 31 humana (IL-31) como ligando.
En combinacién, los ensayos se utilizaron para determinar si los anticuerpos podian inhibir la sefializacién de OSMR
desencadenada por la unién de OSM y/o IL-31.

[0197] En la primera exploracién, se evalué la capacidad de los anticuerpos para bloquear la sefializacién de OSM
a través de OSMR. La estimulacién de fibroblastos primarios de pulmén humano normal con OSM induce la
fosforilacién de STAT3 y su posterior translocacién al nlcleo. Las células se sembraron a razén de 3000 células por
pocillo en placas Costar de 384 pocillos y se dejaron adherir durante la noche. Las células se trataron previamente
con sobrenadantes de anticuerpos durante veinte minutos y luego se estimularon con OSM humana 80 pM durante
30 minutos. A continuacién, las células se lavaron 3 veces en PBS, se fijaron con una soluciéon de formaldehido al
3,5 %, se lavaron (3 veces en PBST) y se permeabilizaron con una solucién de Triton X-100 al 0,5 %. A continuacién,
las células se tifieron con un anticuerpo anti-fosfoSTAT3 durante una hora, se lavaron y se tifieron con un anticuerpo
conjugado con AlexaFluor (todo contenido en el HitKit de Cellomics). Las placas se cubrieron y se leyeron en el
instrumento ArrayScan utilizando el algoritmo patentado de Cellomics para generar un valor de intensidad nuclear y
un valor de intensidad citoplasmética. Los resultados se informaron como la diferencia entre estos dos valores y se
normalizaron alin mas para controlar los datos que contenian células estimuladas al méximo y células tratadas con
medio (POC).

[0198] En el segundo ensayo, se evalué la capacidad de los anticuerpos para inhibir una sefial proliferativa de IL-31
a través de OSMR en una linea celular estable que sobreexpresaba IL-31RA4 y OSMR humanos. Las células BaF3
se transfectaron de forma estable con dos plasmidos: pcDNA3.1 + huOSMRb (NeoR) y pcDNA3.1 + hulL31RA4
(ZeoR). En ausencia de II-3 murina, esta linea celular sélo es capaz de proliferar en respuesta a la IL-31 humana vy,
por lo tanto, podria usarse para evaluar especificamente la capacidad de bloqueo de los anticuerpos anti-OSMR. Las
células BaF3 se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo. Se agregaron
anticuerpos y ligando (hulL-31, Peprotech) a los pocillos hasta un volumen final de 100 L y las placas se incubaron
durante 72 horas en una camara humidificada a 37 °C y 5 % de CO2. Después de la incubacién, se agregaron 20 pl
de Alamar Blue a cada pocillo y las placas se devolvieron a la incubadora. Las placas se leyeron en un lector de placas
Molecular Devices Vmax (570-600 nm) en varios momentos posteriores a la adicién de Alamar Blue.

[0199] Los resultados de los dos ensayos se presentan en la Tabla 3 a continuacién. Se analizaron méas de 3.000
sobrenadantes de hibridoma para determinar su capacidad de bloqueo en estos dos ensayos; Los 200 bloqueadores
principales se probaron adicionalmente en una titulacién de 4 puntos, y se eligieron 14 para la produccién de proteina
recombinante y pruebas adicionales. La Clso para tres anticuerpos ejemplares (anticuerpos 1-3) se muestra para
ambos ensayos. Algunos anticuerpos inhibieron la translocacién de STAT3 inducida por OSM de manera mas
completa que la proliferacién inducida por IL-31, y viceversa. Sin embargo, los tres anticuerpos eran potentes
inhibidores de la sefializacién mediada por OSM e IL-31.
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Tabla 3

Cl50 | Ab1 Ab2 Ab3
OSM | 157pM | 252 pM 1,35 nM
IL-31 | 352pM | 27,6 pM | 780 pM

EJEMPLO 3: Ensayos de blogueo OSMR de Cynomolgus

[0200] La capacidad de los anticuerpos OSMR para bloquear la sefializacién a través de OSMR de cynomolgus se
exploré utilizando dos ensayos con OSM humano o IL-31 humana como ligando.

[0201] En la primera seleccidn, se evalud la capacidad de los anticuerpos para bloquear la sefializacién de OSM a
través de OSMR de cynomolgus mediante el uso de una linea celular epitelial primaria de riién. La estimulacién de
estas células con OSM de cynomolgus (cyno) induce la fosforilacion de STAT3 y su posterior translocacion al nucleo.
Las células se sembraron a razén de 3000 células por pocillo en placas Costar de 384 pocillos y se dejaron adherir
durante la noche. Las células se trataron previamente con sobrenadantes de anticuerpos durante veinte minutos y
luego se estimularon con cino OSM 80 pM durante 30 minutos. A continuacién, las células se lavaron 3 veces en PBS,
se fijaron con una solucién de formaldehido al 3,5 %, se lavaron (3 veces en PBST) y se permeabilizaron con una
solucién de Triton X-100 al 0,5 %. A continuacidn, las células se tifieron con un anticuerpo anti-fosfoSTAT3 durante
una hora, se lavaron y se tifieron con un anticuerpo conjugado con AlexaFluor (todo contenido en el HitKit de
Cellomics). Las placas se cubrieron y se leyeron en el instrumento ArrayScan utilizando el algoritmo patentado de
Cellomics para generar un valor de intensidad nuclear y un valor de intensidad citoplasmatica. Los resultados se
informaron como la diferencia entre estos dos valores y se normalizaron ain méas para controlar los datos que
contenian células estimuladas al maximo y células tratadas con medio (POC).

[0202] En el segundo ensayo, se evalué la capacidad de los anticuerpos para inhibir una sefial proliferativa de IL-31
a través de OSMR de cinomolgo en una linea celular estable que sobreexpresaba IL-31RA y OSMR de cinomolgo. De
manera similar al Ejemplo 2, se sembraron células BaF3 en placas de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células
por pocillo. Se agregaron anticuerpos y ligando (cynomolgus IL-31, interno, es decir, Amgen, Seattle, WA) a los pocillos
hasta un volumen final de 100 L y las placas se incubaron durante 72 horas en una camara humidificada a 37 °C y
5 % de CO2. Después de la incubacién, se agregaron 20 uL de Alamar Blue a cada pocillo y las placas se devolvieron
a la incubadora. Las placas se leyeron en el lector de placas Vmax de Molecular Devices (570-600 nm) en varios
momentos posteriores a la adicién de Alamar Blue.

[0203] Los resultados de los dos ensayos se presentan en la Tabla 4 a continuacién con la Clso para cada anticuerpo
mostrada para ambos ensayos. Los resultados confirman que cada uno de los anticuerpos 1, 2 y 3 son potentes
inhibidores de la sefializacién mediada por OSM e IL-31.

Tabla 4
Clso Ab1 Ab2 Ab3
OSM 1,26 nM 518 pM 1,24 nM
1L-31 225 pM 29,3 pM 6,87 nM

EJEMPLO 4. Combinacién de epitopos de anticuerpos anti-OSMR

[0204] Se realizaron estudios de competencia de anticuerpos para caracterizar los epitopos de los anticuerpos
xenépticos anti-OSMR. Se puede considerar que los anticuerpos que compiten entre si se unen al mismo sitio del
objetivo. En estos experimentos, se capturaron OSMR o anticuerpos irrelevantes en perlas Luminex recubiertas de
estreptavidina preunidas a un anticuerpo de captura (anticuerpo IgG Fc antihumano monovalente de raton biotinilado).
Se afiadi6é antigeno OSMR o tampén (sin antigeno) a los pocillos, y se afiadié una sonda de anticuerpo a cada pocillo
y se detectd con un anticuerpo monovalente de ratén anti-IgG Fc humano marcado con PE. Se midié la intensidad de
fluorescencia media de cada pocillo. Para una referencia completa, véase Jia et al., J. Immunol. Methods 288: 91-8,
2004. La deteccién de fluorescencia en un pocillo determinado indicé que el anticuerpo sonda pudo unirse a OSMR,
incluso en presencia del otro anticuerpo OSMR, lo que demuestra que se unen a epitopos separados. Se encontraron
un minimo de tres recipientes como se muestra en la Tabla 5 a continuacién.

Tabla 5

Clasificacién 1 Ab4
Clasificacion 2 Ab1, Ab2 Ab3, Ab5, AbB, Ab7, Ab8, Ab9, Ab10, Ab11, Ab12 y Ab13
Clasificacién 3 Ab14
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EJEMPLO 5: Determinaciéon de la afinidad de anticuerpos anti-OSMR

[0205] Se determinaron las afinidades de los anticuerpos anti-OSMR. Se realizaron determinaciones de la constante
de velocidad cinética para investigar la interaccién de los anticuerpos 1-3 (Abs 1-3) con OSMR humano.

[0206] EIl anélisis del biosensor se realizé a 25 °C en un sistema tampén HBS-EP+ (1X) (HEPES 10 mM, pH 7,4,
NaCl 150 mM, EDTA 3,0 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %) utilizando un biosensor éptico Biacore 3000 equipado con
un chip sensor CM5. Todos los reactivos se mantuvieron a 8 °C antes de la inyeccién. Se inmovilizé 1gG antihumana
de cabra (Jackson ImmunoResearch, n.° 109-005-098) (~3000 RU) en el chip sensor mediante un acoplamiento de
amina estandar a las células de flujo 1y 2 y luego se bloqued con etanolamina. hOSMR.FH se prepar6 en tampén de
funcionamiento a 150 nM y se diluy6 3 veces hasta 0,617 nM. Los anticuerpos 1-3 se diluyeron (0,25 a 0,5 pg/ml) en
tampdn de proceso. Los anticuerpos se inyectaron (15 L) sobre la célula de flujo 2 a un caudal de 10 pl/min. Se
capturaron aproximadamente 50 RU de anticuerpo. Se dejé que la superficie se estabilizara (90 s) y luego se pasé
cada concentracion (150, 50,0, 16,7, 5,56, 1,85y 0,617) de hOSMR sobre las células de flujo 1 y 2 a un caudal de 50
HI/min para observar la asociacion (5 min) y disociacién (5 min). Las muestras se procesaron por duplicado y en orden
aleatorio.

[0207] Se inyectaron blancos de analito de tampén (hOSMR 0 nM) antes, entre y después de las inyecciones de
muestra. Se inyectaron anticuerpos (15 pl) sobre la célula de flujo 2 a un caudal de 10 pl/min. Se capturaron
aproximadamente 50 RU de anticuerpo. Se dej6 que la superficie se estabilizara (90 s) y luego cada concentracidn
(150 nM) de hOSMR se pas6 sobre las células de flujo 1y 2 a un caudal de 50 pl/min para observar la asociacién (5
min) y la disociacién (1 -2 h). Las muestras se analizaron por triplicado.

[0208] Se inyectaron blancos de analito de tampdn (hOSMR 0 nM) antes y después de las inyecciones de muestra.
La superficie se regenerd a un caudal de 50 yL/min con dos inyecciones de glicina 10 mM (pH 1,5, 50 pL). A esto le
siguié una inyeccién de tampdn en blanco (15 s).

[0209] Los datos se analizaron con el software Scrubber 2.0 de la siguiente manera. Los datos de la célula de flujo
2 se restaron de los datos de la célula de flujo 1 (referencia en blanco). Los datos restados de referencia (2-1) luego
se restaron (doble referencia) de los datos de concentracién de 0 nM mas cercanos. Los datos de disociacion larga
con doble referencia se ajustaron a un modelo de unién 1:1 para determinar la constante de velocidad de disociacidn
(kd). Esta constante de tasa de disociacién se usé como parametro fijo para ajustar los datos de disociacién corta con
doble referencia a un modelo de unién 1:1 para determinar la constante de tasa de asociacion (ka) y la constante de
disociacion de equilibrio (Kd).

[0210] Los reactivos se comportaron bien en las condiciones experimentales y los datos (consulte la Tabla 6 a
continuacion) se ajustan bastante bien a un modelo de unién 1:1.

Tabla 6
Anticuerpo Antigeno ka (1/Ms) ka (1/s) Ka (pM)
Ab1 huOSMR 4.47x10° 9,95x10° 221
Ab2 huOSMR 5.50x10° 1,81x10° 32,7
Ab3 huOSMR 9,47x104 1,02x10 1080

EJEMPLO 6: Anticuerpos anti-OSMR

[0211] Se generaron anticuerpos completamente humanos dirigidos contra OSMR humano usando la tecnologia
XENOMOUSE® descrita anteriormente en el Ejemplo 1. Se demostr6é que cada uno de los anticuerpos 1, 2 y 3 eran
inhibidores potentes de la sefializacién mediada por OSM y/o IL-31. Se determinaron las secuencias de los anticuerpos
1, 2y 3 (es decir, Ab1, Ab2 y Ab3) y se exponen en la Tabla 7 a continuacion.
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Tabla 7

Descripcién

SEQID NO

Secuencia

caggLgoagy
ctoa a

B
L b
2]
YR
©

o
q4

autgggt*oqaclas
atgaacoct eagsqvaqta
c&gagtc‘ u-qa" z

Caayea ..gr*
v,\(_‘g+“¥t

oF et fd
i ’EDKC"(

LA “gpoaga gat Gé L ‘-1
ctacggratggacy ggta ko
cagoetageascasggroooatogyichicooosigges o
AGUAGCACCLOCYATSUUACAYUYIORCLYTaCTEen E=Y
ctactiteooogansoggs gotgtogtggaactsa 2
CoagD ggﬁg*f CRCAD eoagetygtoctasagho .G
Tactcocctoageag gtgqt_ cogtgocctooggoas T
Ab1',. coagacotacanctgraacgtagatoacasgoccagea g3
Nuclectido 3 tggaraagacagtigagogeasatgitgtgtegagtye % ko
de cadena crageacnacetgtgucaggacceytcagtetioctelt EE]
pesada anccdaggacacooteatgatoicnoggaccoet gagy R efaled
nggiggTguasgigaycoacygaagaceoogagytocagt ctgg
tacgtggacggegtogaggtacataatgoraagacaaay gya
guagcagtLicaacageacyniccytytggtoageghoot a2ty
Lgcaucaggatiggigascoucaagyagtataaghigoasggteten
ZACAZAYYCOLLCCAGOCECocatogagadsancateicoasaancas
agggeagnioayagaaceacaggigtacacootgaenaseatooogyy
aggagatgaucaagaaccagyhecagoeigaceignotgytoasagge
trotacoooagegacatogengtgyaghgyggagageaatgggesger
FY8gRACACTATIQUACTECHU ALCCLOERCLCCHERCTYCT
cottothoctntacaynaagetn Fgacaagasgcaggtogtag
caggugaacgtettctcatgote tgratgaggototgoacaa
cogotasacgoagsagagnetoet tetooggyhaas

Ab2-
Nucleoétido
de cadena
pesada

CAGYTATAYOLYY gte
cteaghtgaaggte

atgaaatceaactggy
atgygatgygates
gtioccagganagas
cotacatggaaat

tqqq

a
T

(%NS

P1QL"‘}r"'"TuJ(‘"(,LD [ L]
r‘ﬁ(‘)

[eIEie] u’-'}
.‘w‘g G

73
R

3 e
73

IR

o

oot 03
oy
o
2]
I»]
¥ IR T
o]
2
%]

0w

&<
St
o
S
at
o

W WLy 0
3
o
£y
Py
SNy
ot
a2t
o]
A3 s
[

g gat g

ractglgegagang tag‘ggcng Ggaatacygs
ttatggtatggacgtoligggoocsagggacaany:
cageragnaccaagogoocstoggtotteconet
ngﬁacaﬁc*Cﬂgg agoacagaggeeet ot aat
cractboooogaaroggigangaigtogt 20 v1of

el cottoceagoigt asgl t

agoagaghiggigacsoghges Caqr o

& € hagetoacas auav,&agg

CEY casataht ataler-Tululag e T

oot gacoy [elalalalol-¥-F:1

cac atct \uafﬁ*grg

auy

j2jete

Loaal

ot

gt
aggguagoeoryaga &caavdgg“ﬁt cag
aggagatgaccaagaaccaggtoagectga
tEotaEComoage qaaa;"qvﬁntqﬁfgL;g“
gq sgaacaactacaagaunad dCC““Lwat
Lhottoshotaragraagyotoacoghe
dcgqc&ﬁcctht::ttatqattswtqa
ceactacacgragaagageotetanctyg

r'?'"rtiu_
’)kﬂ
ﬂ')‘

34




ES 2973474 T3

(Continuacion)
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VVEQDY RVS
LVKG
KL TVDK SR

¥V l‘""'\z’]‘ ‘J R
NEGLPAP GQ‘:‘M_L;P')V\” i
BYPSDTAVERE EJ[\. TERNVETT PR
QERVEFSUBVMEEAL i EYTOKSLELEY

Ab2-
Proteina de
cadena
pesada

EINWVROATGOGLEW

'bW NSG bXAQ{“QGR TXTR&&SJ TAYMEMISIRSEDTAVY
ﬁ%&“lVAANTDYVSYY”WBVWGQG”TV”V‘SAS“KFP SVEYLAPCS
R TIESTA TESGVHIFPRVLOSSGL
luSVVTVPSSNFG*Q.YH,J 'K?(RT““RKC““FCGFC
EAPPVAGPOVRLFPPRPROTIMIBE DEEVUENW
CNARVK“YHC%V
CIVEG
FORSRWG

s

E:»
oo
—
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%
g
i
’7
<
(
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(31
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<
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<£
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=
=
i
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=S

F PxD AVEVE \GQ:EN
QGRVEFSCEVMHEALENRY QK% PGf
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ES 2973474 T3

(Continuacion)

Descripcion

SEQ
ID NO

Secuencia

Ab3-
Proteina de
cadena
pesada

=y

QVHELVQEGARVERFEASVEVEURARGYTFTEYGISWVRQAPGQRGL
MEWLETY 3ENTNY AQRLOGRYTMTITDT STETAYMELRELREIDTA
YCARGNEYY Y CMIVHGQGTTVIVSSASTHGPSVEPLARPCERETSE
AALGCLVEDYFPRPVTIVIWNSGALTSGVHTFRPAVIOSSGLYSRAAVVY
TVESINFETOTYTCNVREKPSNTREVIKTVERRCCVECPFPOPAPPVAG

e

£
s
5“ £

Bt}
kN

PEVELFFPRPEDTLMISRTPEVTOVVVDVSHEDPEVOENWYVLGVEVY
HNARTEPRERGFESTFRVVEVLIVVEQDWINGREYRCKVSNRGLPAY

TEKTIZKTHGQPREPOVY TLR PEREEMTENQVALTCLVRKCFYRFEDIA
VEWRSNGOPENNYETTRPMLDS DG SFFLYSKLIVIERRHQQGNVEST
SYMHEALUNHYTORKSLILEPGK

Ab1 - Regién
variable de
cadena
pesada

QVQLVQSGARVRRPGASVRVICHASGY TFTSY DINWVRQATEOGLEW
MEWMN PN S GN TRY AR FOGRVIMTRE L SISTAY IRLSSLRSERTAVY
FCARTMVARNTOY Y FYYGUDVWGRGTTVIVAS

Ab2 - Regién
variable de
cadena
pesada

10

GVQLVOSGAEVRRPEASVRVECKASGYTETSY R INWVROATGQGLER
MEWMNPHSGYTEYAQRFQGRY STSTAYMEMSSLRIEDTAVY
YCARDIVAANTRYYFY YGMDVRGRGETTVIVES

Ab3 - Regién
variable de
cadena
pesada

11

U

OVHLVOSGARVERPGRSVEVSTKABEY TETSYGISWVROAPCOGLER
MCRLETY SCNTNYARRLOGRVTMTIT DT SIS TAYMELRE LRSS DDTAVY
YCARGNEYYYCGMDVWGQRETTVIVES

Ab1-
Cadena
pesada
CDR1

12

SYDIN

Ab2-
Cadena
pesada
CDR1

13

SYEIN

Ab3-
Cadena
pesada
CDR1

14

SYGIS

Ab1-
Cadena
pesada
CDR2

15

WMNPNSGNTDYAQKFQG

Ab2-
Cadena
pesada
CDR2

16

WMGWMNPNSGYTGYAQKFQG

Ab3-
Cadena
pesada
CDR2

17

WLSTYSGNTNYAQKLQG
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ES 2973474 T3

(Continuacion)

Descripcion

SEQ
ID NO

Secuencia

Ab1-
Cadena
pesada
CDR3

18

DMVAANTDYYFYYGMDV

Ab2-
Cadena
pesada
CDR3

19

DIVAANTDYYFYYGMDV

Ab3-
Cadena
pesada
CDR3

20

GNFYYGMDV

Ab1-
Nucleétido
de cadena
ligera

21

Ab2-
Nucleétido
de cadena
ligera

22

cagrotgogeby oCt”uTuC&CCCEQ&ECatﬂtgggacCCCngqCa
gagygtca coatctottgtictygaagoagectocaaugtoggaagta
atactgtaagotgg tavuaacagftcacaggaacggccaccaaaﬁtc
ctoatoistactasstastogooguaaoteagggginoctigasagatt
chotggetesaagtohggcacotnagestocctiggecatecagtigyye
Tocagtotgsggatgagyotgattattiotgigragogttagatgan
agtotgaatgylgigylaticyggogyagguaccaaachygatoglont
aggecastegasgeggegesctogohoactotgitocegooeiact
chgaggagoiicaagoeaacaaygyccacactgygigtgtoicatasgy
gactictacoogguagengtgacsgtggoctggeagyragatageag
cooogloaagyoguggagiggagaceancacaceaionads Elaatc]
Af@Casglangoggacagoagotatotgagoigsey [egatsted
LggaRagteotacayasgotacagnigeraggteacygea agay
cacogtygagaagscagiggecnotacagaatgotea
e puts: [ole tragoytotyggaatoooyggen
GLeac Tt Jaageasctonaavateggaagta
tgtea elo] aceagoiodoaggaacggooeenaaactc
total BLLarRTaEgoguoont eg*ggtﬁﬂv*#a
getooaagneltyggetaostoageateon
toetgaggestgagyctgattattactgt
ggatgyrgtggratioggnggagygys 4
aacoysaagoggogecetoggteacto -;ttcccg@ C
gagoticasgon aaca qac“a agteu gl tctcatda‘t
ctacoeogygag 3 cagatagoay
par:Edeiatalefula as oa
caagtangay Zadely

b
o t4]

i

ﬁQgAdeUJGd»RQ

Ab3-
Nucleétido
de cadena
ligera

23

qauattgtqr agtoetooagyoanc qg
ggazagagocancctotovigoaggyooagio Ca
gotactiageotggtacoagoaygasaacoty fuad
ck%tqﬁtgattceagcagggccact g rt
ggtotgogacagacitcasic Laiatlvicte
gatttigeoaghgta ftg\fg*cagcaa*“ﬁggtagc
CROCTLOQUOORRGEIALACYACTIIATARTLARICY
saccatctgroeticatottooogeoatotgatgagy
Lggasctgcoteigitgtgtgoctgotaaataactin
tatcccagag&ggcaaaagtac&gtggaaag“gﬁdtaaagccctcaa
stoggotaacnoonaguagagtgtcacayagoaggacageaaggacsa
goacchacagecicagragcacsecigacgetgaglaaageaygactac
gagRsd &ﬁ"aa'gtctacgcctgcgaagwcaﬂutatc gagectgay
ctageangt aaagagoitcascagggyagagtgs
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ES 2973474 T3

(Continuacion)

Descripcion ISDEI$O Secuencia
Ab1- OSVLTOPFOASHT PEORVT I BCSEASSNVASN TVSWYQOLEGTARRL
Broteina de LIY TRNRRPSGVPDRIS 65K SETSAS AT SGLOSROEACY FCARLDD
cadena 24 SLRGVVFGEETRL TVLGOPRARRSVTLF PRI SRR LOANKATIVCLIS
: DFY PGAVTVARKADSS PVKAGVET TTPSKOSNNKYAAS5YLSLTRE
ligera WKSHRSYSCOVTHEGS TVEKTVAPTEDS
A2 QSVLIQPESASETRRURYTISCSCENSNICSNTVNNYBQLPSTAPKL
Profeina de Llyw* RPSGVPDRESEEXOEESAILAL SELOSEDEADLYCETHDD
cadena 25 S DGVVFGGGETELIVLGOPKARS SV TLF PPS SRR LOANKATLVOLIS
: DFY PEATTVANKADS SEVKAGYE ROSNNKYAASSYLSLTPED
ligera WXSHRSYSCOVTHEGSTVERTYARTE
Ab3. LSLSPOERATLSCRASQSVSS S Y LAWY QUKFCOAPRL
) 4 PORFSHEZOSETTY WWAVYYOOOYGS
Proteina de | ¢ SEPI TKREVAAPSVE T ASVVCLLANF
cadena ¥ PREAKYORKY DNALOS BN EQE SVTECDSKDSTY S LS TLTLERALY
ligera EXHEVYAUEVTHOOLES FUTRSFNRQED
Ab1- Y LT E S AS AT EEN S S VRSN Y SR Y OOLEGTAE
Variable de LSRN :.;anT (2 wt.ux)\'\ SE\N ':TE TWERY Q ’b APKL
27 LIYTNNR«‘SG‘WDRF@CS&SGZSRSLAI&GLQSZD&ALYICAAHDD
cadena SLNGVVEGGSTKLTVLE
ligera
Ab2- YR A R e SR TR ST R B
Variable de OSVLTOPESASE TP CURYT I SCOGSNSN IGARTVNWY KOLPGTAPRL
28 LI PSGVPDRFSGSXSGSEASLAT SSLOSEDEADY YOS TROD
cadena . R
. bln ,-.R.LL:\'
ligera
Ab3- T LT O8 P £ LS P ER AL SCRASOE S8 Y LAY OO PCOADE
‘ £V TGS POTLELE POERATLECRASOSVES SYLARYQUR PCOATRL
Variable de | o4 L1 FGARSRATE I PDRFAGSGATTE LY EPEDEAVY YOOQYES
cadena SPFITFREGETRLETKR
ligera
Ab1-
Cadena 30 SGSSSNVGSNTVS
ligera CDR1
Ab2-
Cadena 31 SGSNSNIGSNTVN
ligera CDR1
Ab3-
Cadena 32 RASQSVSSSYLA
ligera CDR1
Ab1-
Cadena 33 TNRRPS
ligera CDR2
Ab2-
Cadena 34 NINKRPS
ligera CDR2
Ab3-
Cadena 35 GASSRAT
ligera CDR2
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ES 2973474 T3

(Continuacion)

Descripcion SEQID Secuencia
NO
Ab1 -
Cadena 36 AALDDSLNGW
ligera CDR3
Ab2 -
Cadena 37 STWDDSLDGW
ligera CDR3
Ab3 -
Cadena 38 QQYGSSPPIT
ligera CDR3

EJEMPLO 7: Anticuerpos anti-OSMR modificados

[0212] Se generaron versiones modificadas de Ab1, Ab2 y Ab3. Para las tres formas modificadas de los anticuerpos,
se elimind la lisina en el extremo C de la cadena pesada. Para Ab1 y Ab2, el sitio de glicosilacion en la posicidén 73 se
eliminé sustituyendo la asparagina en la posicién 73 con acido aspartico. Estas variantes se denominan Ab1-N73D y
Ab2-N73D. Las secuencias de los anticuerpos modificados se exponen en la Tabla 8 siguiente (los nucleétidos y
aminoécidos modificados estan subrayados).
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Tabla 8
Descripcion SEQ ID Secuencia
NO
caggtgeagetggtgeagtotggygotgaggtygaagaagectgyuge
thaa“waagcwc:ccrgcaaggcttczggataaaccttcaccagtt
atgatatoaactygotgogacagyooactyga gugotigagtyy
3qucatqwatgaacrctaatagtggtaaaac actatyracayas
gtiocagggeagagtoaccatgacoaggygacat catiaagoasyy
cotarattgagotgagoagootgagatotgage cggoogtttat
tactgtgogagagatatggtggetgegaatacy vactacttoetsa
ctacggtatggacgiologegoaaagggaces cagoghotoch
ccaagg@cacatcgqtﬂttccccu- cgoaotgeten
Locgagagcacagogguoctogy adaeie agyga
aacoggtganggighogtggas go tgsa
acacotio gotgica : cto
y Cgoeca cag
Ab1 _ versién 2 - SOAB AQG
nucleétido de pgdena 47 qqacnihqac abat tdé
pesada (N73D/lisina C- - ¥ :
terminal eliminada) ceagoaccacoty agto L EF]
accraaggacaccoboatg WHIEACQ gog
TRGLoUtaganryigaguoatgasagannscey Lgy
tacgtgﬁacqmﬁg.og ygrgrataatgee : agga
gagoag ‘c&acac:&eg:‘z ghotggroagegtont e ate
Lgoa *Lﬁggaatgg gaacgyessgyagtatasgtynagagoteton
ﬁﬁC»ag”CCLw Logagaaaanoarton coaa
sgaglancacaggtgtacacorigouoocatonegay
acragghoagootgacetge
tegeoghiggagigygagay
accacacctoceatgetgy
caagohcaccgioyacasy
catgelhoogtgatgeatas
gagectbotoectogtoteeygy




ES 2973474 T3

(Continuacion)

Descripcién

SEQ ID
NO

Secuencia

Ab2 versibn 2 -
nucleétido de cadena
pesada (N73D/lisina
C-terminal eliminada)

48

rtetggggchgagytgaagaageotogyga
Ladgg »tt:»‘“‘mg‘atacaccf’tcac**awtt
gg oo A\,x‘qqacgaguqs tgaghgy
ayaﬂqctdtwca:ao 2
r:;a: Lag ‘fgciﬂl"*‘-i‘fi*i coataage o
cageotgagatotgaggacacggon j””.aT

H

a n M 0w Qaq m
oy
{"v
ﬁ;

'i:af:t‘*“xgt:“ga\gagat AgLggotgnygaatacggattactacttecta
ttatggtatggacototyggaccaagggaccanggteageghotoot
cagetageacraagggeetatogotottooneeiggogaeectgnton
aggageacotosgagagoacagegnecctgggetgectggtcaayga
cﬁacntcv cgaacoggtgacggtgtogtygaacteagqgogatotyga

agcggeghgcacacrtioecagctygtestanagioeticagyacc
Nd:tcgct ageagegtggtaacoghgogetogagoaacsttoggoan
Claga] ;aCdﬁy“&dew”*’gdtc&”ddgﬁ@ﬂagcad@duc& 28
togacasgacagtigagogeasatgtigtgtegagtgoocacoghge
rcagcaccagctg+guhpg chgrcagtr::gcmyutr“ﬁ“wca&m
c o

ggauvag
TgracTay

23 cF
ddCdddgg”lithaQCQQCCat? = He
BUTYCAGUOQCATABLCHD tetalaisiv]
QTS ca*qa Caaua&rcaag*TEQT TggLCcaasgge
ttotagoe anyatcgccgtggagtcggagﬁgﬁﬁatgggﬁagcc
Gaagmaﬁaac%aua agancacacotoooatgoigyactocgacgyget
cuttotiortotacaycasgeticarcgiggacaasagoagategnag
caggggasegtotoiaatgeinogtyatgeatgagygototgracas
ceactacacgeagaagagectetocotgtotanggyt
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ES 2973474 T3

(Continuacion)

Descripcién

SEQ ID
NO

Secuencia

Ab3. nucledtido de
cadena pesada (lisina
C-terminal eliminada)

49
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Ab1 versibn 2 -
Proteina de cadena
pesada (N73Dl/lisina
C-terminal eliminada)

50

QVOLVOSGARVRKPGASVEVELKASEY TEFTSYDINKWVROATGOGLEW
HEWMNENSGNT DY RQRFQGRVIMTRD IS I STAYIELESLREEDTAVY
VL&%)NVAA?EB“Y?YY&WB?WG““‘TVmVHbﬁpTHu SVEPLAPCE

RETSESTARLGCLVEINTPEPVIVEWNSGALTS C”ITT?AJL&%‘”

f7x]

LaSSVVIVEBENFGTIQIYTICON ?OHR?bMQTVﬁKT””PKCLV*C*
PEVAGRSV FLF?P&“RB?L@ISRT?EV*CV“VDVbHhDPZVQVNW
GVEVHNAK TR PREBQFNSTIRVVEVLTVVHQIWLNGKEYHCENS
LP AFTF TTﬁWTKGQP?E VY TLPESRERMTENQVELTCLVREG
"~\VVHT“PBW“?S?bﬁFTLY“RLTVLv.&WQ
HYTQRSLELEPG
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2}
"ﬁ
U
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CY& SQMR‘AI

Ab2  versibn 2 -
Proteina de cadena
pesada (N73Dl/lisina
C-terminal eliminada)

51

WOLVREGARVER PCASVEVSIKASEYTETEYRINRVRQATGQGLER
@ENPNSGVILY%QﬁFQGRVTET‘“‘SIEERVKE IZSLRIEDTAVY
AnDIVAAkTPYY?YIGV VHGOGTTVIVSSASTHGESVIPLAPCSE
LETAALGCLVEDY I PERPVTIVERNSGALTBGVHT T PAVLOESEL

«QLQQJva?SSNFGTQTY RV ORRESNTREVIRTVERRCCVECPRT
PAPPVAGPEVILY PPRPRUTIMISRTFEVICVVVIVESEE DEEVRENW
YVBEVEVHNARTRPREEOVNSTFRYVEVLTVVHODWLNGREYKURVS
MNRGLPAPIERT ISKTRGOFREPOVYTLRPPIREEMTENOVELITLYRG
FYPSDIAVERESNOOPENNYRTTEPMLOSDGESFFLYSKLTVDKERNG
QERVIFBCEVMREFALENEYTORELELEPG
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ES 2973474 T3

(Continuacion)

Descripcién SEQ D Secuencia
NO
SCKASGYTF wa‘Iﬂwvmawga”‘w
Ab3  version 2 - 'q‘SSW
proteina de cadena 52 TVE i FREPVAS
pesada (lisiha C- PEVELEPRPRKEKDTL VVVI\V‘?—I? \‘;V’?‘E“Nﬁﬁ**‘*a’iis‘\fﬁ‘ﬁf
terminal eliminada) SNAKTHPR EZQI‘NQTFRVJ TUVEODRLNGKE Y KCKV SHEGLPAD
IEKTISKTKGREREPQVYTLES BE‘“\*TL{NQ%L?CNKGHPsam
VEW..E\LQPN NNYRTTEEMLOSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEST
SUMHEALENNYTOXSLSLSP
Ab1 versién 2 - Region QVQLVOSCARVEK PEASVEVSCKASGYTF TS Y DINWVREQATENGLEW
variable de cadena | o, MGRMN PN SENTDYAQKFOGRVTVTRDI STSTAY IELSSLRSEDTAVY
pesada  (N73D/lisina YOARDMVAANTEY ¢ FYYEMDVRGOGTIVIVES
C-terminal eliminada)
Ab2 version 2 - Region QVOLVESGAEVHEPGAS wv CKASGYTFISYRINWVROATGOGLER
variable de cadena | o, MOWMNENACY THYAQKFOERVIMTRDTS I STRAYMEY QSLFQEDTAVY
pesada  (N73Dflisina YOARDIVAANTDYY FYYOMIVEGQGTTVIVSS
C-terminal eliminada)

[0213] Los experimentos de ELISA se realizaron en varios formatos (ELISA de captura para el formato sin avidez;
ELISA tipo sandwich para el formato en fase de solucién; y ELISA directo para el formato con avidez en estado sélido)
utilizando anticuerpos que contienen las regiones variables de Ab1 o Ab2 (o la variante N73D de Ab1 o Ab2) con
diferentes regiones Fc.

[0214] Ab1y Ab2 contienen cada uno dominios CH1, CH2, CH3 de origen 1IgG2 humano. Tal como se utilizan en el
presente documento, los términos “Ab1” y “Ab1 1gG2 WT” se refieren al mismo anticuerpo. De manera similar, los
términos “Ab2” y “Ab2 1gG2 WT” se refieren al mismo anticuerpo.

[0215] Los anticuerpos identificados como “IgG4P agly/IgG1” contienen las regiones variables de Ab1 o Ab2 (o la
variante N73D de Ab1 o Ab2) fusionadas al dominio CH 1 de la IgG4 humana, la bisagra de la IgG4 humana con una
mutacién de Ser a Pro (en posicién 228) para reducir la mezcla, el dominio CH2 de IgG4 humana con una mutacién
de Asn a Gin (en la posicién 297) para eliminar el sitio de glicosilacién ligado a N, y el dominio CHs de IgG1 humana.
El marco “IgG4P agly/lgG1” se describe en la solicitud de patente publicada en EE. UU. nimero US 2012/0100140.

[0216] Los resultados de ELISA indicaron que la eliminacién de los sitios de glicosilacién mediante la sustitucion
N73D no afecté la unién de los anticuerpos modificados a OSMR. Ver Tabla 9.

Tabla 9
Anticuerpo Captura (CE50) nM Sandwich (CE50) nM Directo (CE50) nM
Ab11gG2 WT 10,2 0,581 0,184
Ab1 N73D IgG2 4,85 0,359 0,0728
Ab1 N73D IgG4P agly / 1gG1 2,86 0,05 0,0626
Ab2 IgG2 WT 3,63 0,366 0,182
Ab2 N73D IgG2 5,49 0,343 0,179
Ab2 N73D IgG4P agly / 19G1 1,61 0,064 0,0558

[0217] Los estudios de unién se realizaron utilizando el método BlAcore. Los anticuerpos que contenian las regiones
variables de Ab1 o Ab2 (o la variante N73D de Ab1 o Ab2) con diferentes regiones Fc se inmovilizaron en un chip CM4
(GE lifesciences) segln los protocolos del fabricante. Se utilizé OSMR soluble como analito. La eliminacién del sitio
de glicosilacién en Ab1 y Ab2 mediante la sustitucion N73D mejoré las afinidades de unidén. Para Ab1, la sustitucién
mejord la tasa de Kon, mientras que para Ab2 mejor6 la tasa de Koff. Ver Tabla 10.
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Tabla 10
Anticuerpo Kon (M-1s-1) Koff (1/s) KD (M)
Ab11gG2 WT 1,64E+05 1,50E-04 0,913E-9
Ab1 N73D IgG2 2,49E+05 1,68E-04 0,675E-9
Ab2 IgG2 peso 1,88E+05 1,89E-04 1,01E-09
Ab2 N73D IgG2 1,73E+05 4,99E-05 0,289E-9

[0218] La estabilidad de los fragmentos Fab se determiné evaluando el despliegue térmico de los anticuerpos. La
alta temperatura de fusion de los fragmentos Fab se correlaciona directamente con una mayor estabilidad. La
eliminacién de los sitios de glicosilacién en Ab2 mediante la sustitucién N73D no afecté la estabilidad térmica de los
fragmentos Fab y mostré efectos menores en Ab1, segun lo evaluado mediante experimentos de fluorimetria de barrido
diferencial. Ver Tabla 11.

Tabla 11
Anticuerpo Fab Tm (Celsius) Error estandar (Celsius)
Ab1IgG2 WT 73,24 0,0097
Ab1 N73D IgG2 71,21 0,005
Ab1 N73D IgG4P agly / IgG1 74,23 0,014
Ab2 IgG2 peso 76,71 0,0096
Ab2 N73D IgG2 76,54 0,14
Ab2 N73D IgG4P agly / IgG1 76,69 0,018

[0219] Se evalué la capacidad de los anticuerpos anti-OSMR modificados para bloquear la sefializacién a través de
OSMR humano. Se evalu6 la capacidad de los anticuerpos modificados para inhibir la proliferacién de una linea celular
BaFhu-IL31R/OSMR/gp130 en presencia de IL31, OSM o IL31 y OSM. Los resultados se presentan en las Tablas 12
y 13 a continuacién, mostrandose la Clso para cada anticuerpo. Los resultados confirman que las versiones
modificadas de Ab1 y Ab2 son potentes inhibidores de la sefializacién mediada por OSM e IL-31.

Tabla 12
Anticuerpo IL31 (Clso) OSM (Clso) IL31/0SM (Clso)
Ab2 0,3828 0,3528 -1,9
Ab1IgG2 WT 0,6691 0,5298 4,004
Ab1 N73D IgG2 0,7565 0,5226 3,702
Ab1 N73D IgG4P Agly / IgG1 0,4672 0,5657 3,080
Tabla 13
Anticuerpo IL31 (Clso) OSM (Clso) IL31/0OSM (Clso)
Ab2 0,4426 0,4019 1,8
Ab2 IgG2 WT 0,3671 0,4758 2,049
Ab2 N73D IgG2 0,2191 0,1859 1,474
Ab2 N73D IgG4P Agly / IgG1 0,2838 0,2401 1,276
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo de unién al receptor de oncostatina M (OSMR) para usar en un método para tratar una enfermedad
o trastorno asociado con la sefializacion mediada por OSMR, en donde la enfermedad o trastorno se selecciona de
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, en donde el anticuerpo anti-OSMR
comprende:

(i) un dominio variable de cadena ligera que comprende una regién 1 determinante de la complementariedad
de la cadena ligera (LCDR1) como se establece en SEQ ID NO:31, una regiéon 2 determinante de la
complementariedad de cadena ligera (LCDR2) como se establece en SEQ ID NO:34, y una regién 3
determinante de la complementariedad de cadena ligera (LCDR3) como se establece en SEQ ID NO:37; y
(i) un dominio variable de cadena pesada que comprende una regién 1 determinante de la
complementariedad de la cadena pesada (HCDR1) como se establece en la SEQ ID NO: 13, una regién 2
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDR2) como se establece en la SEQ ID NO:
16, y una regién 3 determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDR3) como se establece
en la SEQ ID NO: 19,

en el que el anticuerpo de unién a OSMR inhibe la unién de la oncostatina M humana (OSM) y la interleucina 31
humana (IL-31) a la OSMR humana y reduce la sefializacién mediada por OSM humana y IL-31 humana en células
que expresan OSMR humana.

2. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segun la reivindicaciéon 1, en el que dicho anticuerpo se une
especificamente a OSMR humano con una afinidad menor o iguala 1 x 10710 M.

3. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en las que el
anticuerpo se administra mediante administracién parenteral.

4. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho
anticuerpo se administra mediante inyeccién intravenosa o inyeccién subcuténea.

5. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho
anticuerpo se administra en una dosis que oscila entre 0,1 pg/kg y 30 mg/kg.

6. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segun la reivindicacién 5, en el que dicho anticuerpo se administra en una
dosis que oscila entre 1,0 pg/kg y 20 mg/kg.

7. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segun la reivindicacién 5 0 6, en el que dicho anticuerpo se administra en
una dosis que oscila entre 10 pg/kg y 10 mg/kg.

8. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo
de unién anti-OSMR es un anticuerpo monoclonal.

9. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo
de unién anti-OSMR esta humanizado.

10. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
anticuerpo de unién anti-OSMR es un anticuerpo humano.

11. El anticuerpo de unién a OSMR para uso segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
anticuerpo anti-OSMR es un anticuerpo quimérico.

12. El anticuerpo de unién anti-OSMR para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
anticuerpo de unién anti-OSMR es un anticuerpo 1gG1, 1gG2 o 1gG4.

13. El anticuerpo de unién anti-OSMR para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que al
anticuerpo anti-OSMR se le han alterado o eliminado los sitios de glicosilacion.

14. El anticuerpo de unién anti-OSMR para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el

dominio variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:28 y el dominio
variable de cadena pesada comprende el conjunto de secuencias de aminoéacidos adelante en SEQ ID NO:54.
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