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DESCRIPCION
Anticuerpos del OPGL

Campo del invento

El presente invento se refiere a anticuerpos que se unen a un ligando de osteoprotegerina (OPGL). También se
describen las composiciones y los procedimientos de tratamiento de enfermedades 6seas, tales como la osteoporosis,
la pérdida de hueso provocada por la artritis, la enfermedad de Paget y la osteopenia.

Antecedentes del invento

El tejido 6seo sostiene el cuerpo e incluye minerales (como calcio y fésforo), una matriz de proteinas colagenosas y
no colagenosas, y células. El tejido éseo vivo registra un equilibrio dinamico entre la formacion 6sea, denominada
deposicion, y la disminucion ésea, denominada reabsorcion. Tres tipos de células que se encuentran en los huesos
(osteocitos, osteoblastos y osteoclastos) participan en este equilibrio. Los osteoblastos promueven la formacion de
tejido 6seo, mientras que los osteoclastos estan asociados con la reabsorcion. La reabsorcion, o la disolucion de la
matriz 6sea y los minerales, es un proceso rapido y eficiente en comparacion con la formacion ésea, y puede liberar
cantidades importantes de minerales de los huesos. Los osteoclastos participan en la regulacion de la remodelacion
normal del tejido esquelético y en la reabsorcion inducida por las hormonas. Por ejemplo, la reabsorcién se estimula
por la secrecion de la hormona paratiroidea en respuesta a una reduccion de las concentraciones de iones de calcio
en los liquidos extracelulares. Por lo contrario, la inhibicién de la reabsorciéon es una funcion de la calcitonina. Por otra
parte, los metabolitos de vitamina D alteran la sensibilidad del hueso a la hormona paratiroidea y a la calcitonina.

El ligando de osteoprotegerina (OPGL), que pertenece a la familia de las citoquinas TNF, promueve la formacion de
osteoclastos al unirse al activador del receptor del NF-KB (RANK, también denominado receptor de diferenciacion y
activacion de osteoclastos —ODAR, por sus siglas en inglés). La osteoprotegerina (OPG), por otra parte, inhibe la
formacioén de osteoclastos aislando el OPGL e impidiendo la asociacién del OPGL con el ODAR. De este modo, la
cantidad de OPGL asociada con ODAR se correlaciona con el equilibrio entre la deposicion y reabsorcion dseas.

Tras la madurez esquelética, la cantidad de hueso del esqueleto refleja el equilibrio (o el desequilibrio) de la formacion
y reabsorcion 6seas. La masa 6sea maxima se alcanza tras la madurez esquelética, antes de cumplir los cuarenta
afos. Entre los cuarenta y los cincuenta afos, el equilibrio varia y domina la reabsorcién ésea. La inevitable reduccion
de masa 6sea con el paso de los afios comienza antes en las mujeres que en los hombres, y se ve claramente
intensificada tras la menopausia en algunas mujeres (principalmente las de ascendencia caucasica y asiatica).

Por lo general, por osteopenia se entiende cualquier reduccion de la masa 6sea por debajo de los niveles normales.
Esto se puede deber a una reduccién del ritmo de sintesis 6sea, a un incremento del ritmo de destruccién ésea o a
ambas cosas. Una forma frecuente de osteopenia es la osteoporosis primaria, también denominada osteoporosis
postmenopausica o senil. Esta forma de osteoporosis es consecuencia de la pérdida universal de hueso con la edad
y, por lo general, se debe a un incremento de la reabsorcién ésea con un ritmo normal de formacion 6ésea. Muchas
mujeres de raza blanca de los Estados Unidos desarrollan una osteoporosis sintomatica. Existe una relacién directa
entre la osteoporosis y la incidencia de las fracturas de cadera, femorales, cervicales e intertrocantéricas en las
mujeres a partir de los 45 afos. Los hombres mayores pueden desarrollar una osteoporosis sintomatica entre los 50
y los 70 anos. En determinadas circunstancias, la osteoporosis puede ser consecuencia de un aumento de los niveles
o de la actividad del OPGL. Por ello, seria util tener moléculas que puedan regular la actividad del OPGL en la
osteoclastogénesis.

Se han identificado diversos factores que pueden contribuir a la osteoporosis postmenopausica y senil. Entre ellos se
incluyen la alteracion de los niveles hormonales tipica del envejecimiento y un consumo insuficiente de calcio atribuido
al descenso de la absorcion intestinal de calcio y otros minerales. Determinados tratamientos han incluido la terapia
hormonal o suplementos dietéticos, en un intento de retardar el proceso. Mas recientemente, han surgido los agentes
antirreabsortivos, como los bifosfonatos, y los moduladores selectivos de los receptores de estrégenos (SERM) para
la prevencion y el tratamiento de la reduccion de la masa dsea. Asi pues, puede resultar Util combinar estos
tratamientos con moléculas que puedan regular la actividad del OPGL para el tratamiento de determinados trastornos
osteopénicos.

Tsukii y col. (Biochemical and Biophysicaf Research Communications (1998), vol. 246, paginas 336-341) revelan un
anticuerpo policlonal dirigido contra el ODF murino (-OPGL, RANKL) que resulta efectivo para inhibir la
osteoclastogénesis y la reabsorcion 6sea in vitro. No se reveld una eficacia in vivo, es decir, un efecto prolongado
(durante varias semanas).

Exposicién del invento

El presente invento se define en las reivindicaciones siguientes.

En el presente documento, se describe un anticuerpo, compuesto de una cadena pesada y una cadena ligera, donde
la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 2 y la cadena ligera comprende
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la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 4.

En determinadas realizaciones, el invento proporciona un anticuerpo, compuesto de una cadena pesada y una cadena
ligera, donde la cadena pesada comprende una region variable compuesta por la secuencia de aminoacidos recogida
en SEQ ID NO: 13 y donde la cadena ligera comprende una regién variable compuesta por la secuencia de
aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 14.

El invento proporciona un anticuerpo, compuesto de una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 2 o un fragmento de la misma.

En determinadas realizaciones, el invento proporciona un anticuerpo, compuesto de una cadena pesada y una cadena
ligera, donde la cadena pesada comprende una region variable compuesta por la secuencia de aminoacidos recogida
en SEQ ID NO: 13 o un fragmento de la misma.

El invento proporciona un anticuerpo, compuesto de una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 4 o un fragmento de la misma.

En determinadas realizaciones, el invento proporciona un anticuerpo, compuesto de una cadena pesada y una cadena
ligera, donde la cadena ligera comprende una regién variable compuesta por la secuencia de aminoacidos recogida
en SEQ ID NO: 14 o un fragmento de la misma.

En determinadas realizaciones, el invento proporciona un anticuerpo, compuesto de una cadena pesada y una cadena
ligera, (a) donde la cadena pesada comprende una primera region variable y donde la primera region variable
comprende una secuencia que se corresponde, al menos en un 90%, con la secuencia de aminoacidos recogida en
SEQ ID NO: 13, y (b) donde la cadena ligera comprende una segunda region variable y donde la segunda region
variable comprende una secuencia que se corresponde, al menos en un 90%, con la secuencia de aminoacidos
recogida en SEQ ID NO: 14, y (c) donde el anticuerpo interactia con un ligando de osteoprotegerina (OPGL).

En determinadas realizaciones, la primera region variable comprende una secuencia que se corresponde, al menos
en un 95%, con la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 13, y la segunda region variable comprende
una secuencia que se corresponde, al menos en un 95%, con la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO:
14.

En determinadas realizaciones, la primera region variable comprende una secuencia que se corresponde, al menos
en un 99%, con la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 13. 13, y la segunda region variable comprende
una secuencia que se corresponde, al menos en un 99%, con la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO:
14.

El hallazgo ofrece una cadena pesada, compuesta de la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO:2 o un
fragmento de la misma. En determinadas realizaciones, el invento proporciona una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 13.

El hallazgo proporciona una cadena ligera, compuesta por la secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO:4 o
un fragmento de la misma; en determinadas realizaciones, el invento proporciona una cadena ligera compuesta por la
secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 14.

En determinadas realizaciones del hallazgo, se proporcionan anticuerpos de cadena simple. En determinadas
realizaciones del invento, se proporcionan anticuerpos Fv de cadena simple. En determinadas realizaciones del
invento, se proporcionan anticuerpos Fab. En determinadas realizaciones del invento, se proporcionan anticuerpos
(Fab")2.

En determinadas realizaciones, se proporciona una preparacion farmacéutica compuesta de un anticuerpo del invento.
En determinadas realizaciones, la preparacion farmacéutica puede estar compuesta de una cantidad terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo del OPGL.

En determinadas realizaciones, la preparacion farmacéutica puede comprender un anticuerpo del OPGL y al menos
un agente terapéutico seleccionado entre un factor morfogénico 6seo; factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B), un inhibidor de la interleucina 1 (IL-1), IL-1ra, Kineret™ (anakinra), un inhibidor del TNFa, un receptor de TNFa
soluble, EnbrEI™ (etanercept), un anticuerpo del TNFa, Remicade™ (infliximab), un anticuerpo D2E7, una hormona
paratiroidea, un analogo de una hormona paratiroidea, una proteina relacionada con la hormona paratiroidea, un
analogo de una proteina relacionada con la hormona paratiroidea, una prostaglandina, un bifosfonato, un alendronato,
fluoruro, calcio, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (NSAID), un inhibidor de COX-2, Celebrex™ (celecoxib),
Vioxx™ (rofecoxib), un inmunosupresor, metotrexato, leflunomida, un inhibidor de la serin-proteasa, un inhibidor de la
proteasa de leucocitos secretores (SLPI), un inhibidor de IL-6, un anticuerpo de IL-6, un inhibidor de IL-8, un anticuerpo
de IL-8, un inhibidor de iL-18, una proteina de enlace de 1L-18, un anticuerpo de IL-18, un modulador de la enzima de
conversion de la interleucina-1 (ICE), un factor de crecimiento fibroblasto (FGF), un modulador del FGF, un antagonista
del PAF, un factor de crecimiento queratinocitico (KGF), una molécula relacionada con el KGF, un modulador del KGF;
un modulador de la metaloproteinasa de matriz (MMP), un modulador de la sintasa del 6xido nitrico (NOS), un
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modulador del receptor de glucocorticoides, un modulador del receptor de glutamato, un modulador de los niveles de
lipopolisacaridos (LPS), una noradrenalina, un mimético de noradrenalina, y un modulador de noradrenalina.

En determinados aspectos de la divulgacion, su anticuerpo es para un procedimiento de tratamiento de trastornos
osteopénicos, que comprende la administracién de una cantidad farmacéuticamente efectiva del anticuerpo. En
determinados aspectos de la divulgacion, la preparacion farmacéutica del invento es para un procedimiento de
tratamiento de un trastorno osteopénico consistente en la administracion de la misma.

En determinados aspectos de la divulgacion, la preparacion farmacéutica es para un procedimiento de tratamiento de
una enfermedad inflamatoria con pérdida 6sea en un paciente, consistente en la administracion de la misma.

En determinados aspectos de la divulgacion, la preparacion farmacéutica es para un procedimiento de tratamiento de
una enfermedad autoinmune con pérdida ésea en un paciente, consistente en la administracion de la misma.

En determinados aspectos de la divulgacion, la preparacion farmacéutica del invento es para un procedimiento de
tratamiento de la artritis reumatoide en un paciente, consistente en la administraciéon de la misma.

En determinados aspectos de la divulgacion, se proporciona un procedimiento para detectar el nivel de OPGL en una
muestra bioldgica, consistente en poner en contacto la muestra con un anticuerpo del invento.

Descripcion breve de las figuras

La Figura 1 muestra una secuencia de cDNA que codifica la cadena pesada del anticuerpo aOPGL-1 (SEQ ID NO:
1).

La Figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo aOPGL-1 (SEQ ID NO: 2).
La Figura 3 muestra una secuencia de cDNA que codifica fa cadena ligera del anticuerpo aOPGL-1 (SEQ ID NO:
3).

La Figura 4 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo aOPGL-1 (SEQ ID NO: 4)
La Figura 5 muestra un diagrama esquematico del plasmido de expresion de la cadena ligera de tipo kappa del
aOPGL-1, aOPGL-1-Kappa/pDSRa19.

La Figura 6 muestra un diagrama esquematico del plasmido de expresién de la cadena pesada del aOPGL-1 igG2,
aOPGL-1-Kappa/pDSRa19.

La Figura 7 muestra una union dependiente de la dosis del aOPGL-1 a las placas EIA revestidas de OPGL.

La Figura 8 muestra la union especifica de aOPGL-1 al OPGL unido a la membrana

La Figura 9 muestra la inhibicién de la unidon del aOPGL-1 a las placas EIA revestidas de OPGL mediante una
forma soluble de OPGL.

La Figura 10 muestra la unién especifica de aOPGL-1 a las placas EIA revestidas de OPGL.

La Figura 11 muestra la inhibicion dependiente de la dosis de la formacion de osteoclastos mediante aOPGL-1.
La Figura 12 muestra la inhibicion dependiente de la dosis de la union de OPGL a ODAR mediante aOPGL-1.

La Figura 13 muestra los perfiles del tiempo medio de concentracion sérica tras la administracion de una Unica
dosis de aOPGL-1 a macacos cangrejeros.

La Figura 14 muestra el cambio porcentual medio de la concentracion sérica de N-Tx tras la administracion de una
Unica dosis de aOPGL-1 a macacos cangrejeros.

La Figura 15 muestra el cambio porcentual medio de la concentracién de N-Tx en orina tras la administracion de
una Unica dosis de aOPGL-1 a macacos cangrejeros.

La Figura 16 muestra los perfiles del tiempo de concentracion sérica positiva y negativa del anticuerpo tras la
administracion de una Unica dosis de aOPGL-1 a macacos cangrejeros.

La Figura 17 muestra la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
aOPGL-1 (SEQ ID NO: 13).

La Figura 18 muestra la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo aOPGL-
1 (SEQ ID NO: 14).

La Figura 19 muestra el proceso de cultivo celular para la produccion de aOPGL-1.

La Figura 20 muestra el cambio porcentual de calcio sérico tras la administracion de una unica dosis de aOPGL-1
a macacos cangrejeros.

La Figura 21 muestra el cambio porcentual medio de fosfatasa alcalina tras la administracién de una unica dosis
de aOPGL-1 a macacos cangrejeros.

Descripcion detallada de determinadas realizaciones preferentes

Los titulos de las secciones empleados en el presente documento tienen fines exclusivamente organizativos y no se
debera interpretar que limitan el objeto descrito.

Definiciones

Pueden utilizarse técnicas estandar para el DNA recombinante, la sintesis de oligonucleétidos, y el cultivo y la
transformacion de tejidos (tales como la electroporacion y la lipofeccion). Se pueden emplear técnicas de purificacion
y reacciones enzimaticas de conformidad con las especificaciones del fabricante, con la practica habitual en el campo
o con lo descrito en el presente documento. Por lo general, las técnicas y los procedimientos mencionados se pueden
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realizar de conformidad con procedimientos convencionales bien establecidos en el campo y como se describe en
varias referencias generales y mas especificas mencionadas y debatidas en fa presente especificacion. Véase, por
ejemplo, Sambrook y col. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989)). A menos que se faciliten definiciones especificas, los procedimientos de laboratorio y las
técnicas de quimica analitica, quimica organica sintética, quimica medicinal y farmacéutica, asi como las
nomenclaturas relacionadas, mencionados en el presente documento son los habituales y consolidados en el campo.
Se pueden utilizar técnicas estandar para la sintesis quimica, el analisis quimico, la preparaciéon farmacéutica, la
formulacion, la distribucién y el tratamiento de pacientes.

Los siguientes términos del presente documento, a menos que se indique lo contrario, se interpretaran con el
significado que se recoge a continuacion:

El término «polinuclestido aislado» utilizado en el presente significara un polinucleétido de origen genémico, cDNA, o
sintético, o alguna combinacion de los mismos, cuando, en virtud de su origen, el «polinucleétido aislado» (1) no esté
asociado con la totalidad o una porcién de un polinucleétido en el que el «polinucleétido aislado» se encuentre por
naturaleza, (2) esté unido a un polinucleétido al que no esté unido por naturaleza o (3) no ocurra por naturaleza como
parte de una secuencia mas amplia.

El término «proteina aislada» utilizado en el presente significa una proteina codificada por cDNA, RNAt recombinante
o de origen sintético, o una combinacion de los mismos, que (1) se encuentre libre al menos de algunas proteinas con
las que se deberia encontrar normalmente, (2) se encuentre fundamentalmente libre de otras proteinas de la misma
fuente, por ejemplo de la misma especie, (3) esté expresada en una célula de una especie diferente o (4) no ocurra
por naturaleza.

El término «polipéptido» se utiliza en el presente como un término genérico para referirse a proteinas nativas, o
secuencias con eliminaciones, adiciones y/o sustituciones de uno o mas de los aminoacidos de la secuencia nativa.
El término «polipéptido» comprende también el aOPGL-1 (descrito mas adelante, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4), o
secuencias con eliminaciones, adiciones y/o sustituciones de uno o mas de los aminoacidos de un aOPGL-1. De
acuerdo con determinadas realizaciones, El invento comprende la cadena pesada de la molécula de inmunoglobulina
humana representada por la Figura 2 (SEQ ID NO: 2) y la cadena ligera de la molécula de inmunoglobulina humana
representada por la Figura 4 (SEQ ID NO: 4).

El término «presente naturalmente» aplicado a un objeto en el presente documento se refiere al hecho de que un
objeto se puede encontrar por naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polinucleétidos o polipéptidos que esta
presente en un organismo (incluyendo los virus) que se puede aislar de su fuente natural y que no ha sido modificada
de forma intencionada por el hombre en el laboratorio o, dicho de otro modo, que esta presente naturalmente.

El término «unido funcionalmente» utilizado en el presente se refiere a componentes que mantienen una relaciéon que
les permite funcionar de la manera prevista. Por ejemplo, una secuencia de control «unida funcionalmente» a una
secuencia de codificacion esta unida de tal manera que la expresién de la secuencia de codificacion se consigue en
condiciones compatibles con las secuencias de control.

El término «secuencia de control» utilizado en el presente se refiere a secuencias de polinucleétidos que pueden
efectuar la expresion y el procesamiento de las secuencias de codificacion a las que estan unidas. La naturaleza de
estas secuencias de control puede variar dependiendo del organismo anfitrion. De acuerdo con determinadas
realizaciones, las secuencias de control de las eucariotas pueden incluir el promotor, el sitio de unién ribosomal y la
secuencia de terminacion de la transcripcion. De acuerdo con determinadas realizaciones, las secuencias de control
de las eucariotas pueden incluir promotores y la secuencia de terminacion de la transcripcion. En determinadas
realizaciones, las «secuencias de control» pueden incluir secuencias lider y/o secuencias asociadas de fusion.

El término «polinucledtido» utilizado en el presente significa una forma polimérica de nucleétidos de al menos 10 bases
de longitud. En determinadas realizaciones, las bases pueden ser ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos o una forma
modificada de cualquiera de estos dos tipos de nucledtidos. El término incluye las formas de cadena simple y cadena
doble de DNA.

El término «oligonucledtido» utilizado en el presente incluye nucledtidos presentes naturalmente o modificados, unidos
por uniones de oligonucleétidos presentes naturalmente o de forma no natural. Por lo general, los oligonucleétidos son
un subconjunto de polinucledtidos que comprenden una longitud de 200 bases o inferior. En determinadas
realizaciones, los oligonucledtidos tienen entre 10 y 60 bases de longitud. En determinadas realizaciones, los
oligonucledtidos tienen entre 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 y 40 bases de longitud. Los oligonucledtidos pueden
ser de cadena simple o doble, por ejemplo para su uso en la construccion de un gen mutante. Los oligonucleétidos del
invento pueden ser oligonucleétidos sentido o antisentido.

El término «nucledtidos presentes naturalmente» incluye ribonucledtidos y desoxirribonucledtidos. El término
«nucleotidos modificados» incluye nucledtidos con grupos de azucar modificados o sustituidos y similares. El término
«uniones de oligonucledtidos» incluye uniones de oligonucledtidos tales como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforaselenoato, fosforadiselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato, fosforamidato y similares. Véase, por ejemplo,
LaPlanche y col. Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec y col. J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984); Stein y col. Nucl.
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Acids Res. 16:3209 (1988); Zon y col. Anti-Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon y col. Oligonucleotides and
Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991)}; Stec
y col. U.S. Pat. No. 5,151,510; Uhlmann and Peyman Chemical Reviews 90:543 (1990) An oligonucleotide can include
a label for detection.

La identidad y similitud de los relacionados y polipéptidos se pueden calcular faciimente por procedimientos conocidos.
Estos procedimientos incluyen, a titulo meramente enunciativo, los descritos en Computational Molecular Biology,
Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York (1988); Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith,
D.W., ed., Academic Press, New York (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A.M., and Giriffin,
H.G., eds., Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic
Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New York (1991), y
Carillo y col., SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988).

Los procedimientos preferentes para determinar la identidad estan disefiados para conseguir la maxima
correspondencia entre las secuencias testadas. Los procedimientos para determinar la identidad se describen en
programas informaticos a disposicién del publico. Los procedimientos preferentes de los programas informaticos para
determinar la identidad entre dos secuencias incluyen, a titulo meramente enunciativo, el paquete del programa CGC,
incluyendo GAP (Devereux eta\., Nucl. Acid. Res., 12:387 (1984); Genetics Computer Group, University of Wisconsin,
Madison, WI, BLASTP, BLASTN, and FASTA (Altschul y col., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990)). El programa BLASTX
esta a disposicion del publico en el Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI) estadounidense y otras
fuentes (BLAST Manual, Altschul y col. NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894; Altschul y col, supra (1990)). También
se puede utilizar el conocido algoritmo de Smith-Waterman para determinar la identidad.

Determinados programas de alineacion para la alineacion de dos secuencias de aminoacidos pueden resultar en la
correspondencia solamente de una region corta de las dos secuencias y esta pequefia region alineada puede tener
una identidad de la secuencia muy elevada a pesar de que no exista ninguna relacion significativa entre las dos
secuencias en su longitud total. Por consiguiente, en determinadas realizaciones, el procedimiento de alineacion
seleccionado (programa GAP) resultara en una alineacion que abarca al menos 50 aminoacidos contiguos del
polipéptido diana.

Por ejemplo, utilizando el algoritmo informatico GAP (Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison,
WI), se alinean dos polipéptidos para los que se va a determinar la identidad porcentual de la secuencia, para una
correspondencia Optima de sus respectivos aminoacidos (el «tramo de correspondencia» determinado por el
algoritmo). En determinadas realizaciones, se utiliza una penalizacién de apertura de un gap (que se calcula como
tres veces la diagonal media; la «diagonal media» es la media de la diagonal de la matriz de comparacioén en uso; la
«diagonal» es la puntuacion o el niUmero asignado a cada una de las correspondencias de aminoacidos perfectas por
la matriz de comparacion en cuestion) y una penalizacién de extension de un gap (que suele ser 1/10 veces la
penalizacion de apertura de un gap), asi como una matriz de comparacion como la PAM 250 o BLOSUM 62
conjuntamente con el algoritmo. En determinadas realizaciones, el algoritmo también utiliza una matriz de comparacion
estandar (véase Dayhoff y col, Atlas of Protein Sequence and Structure, 5(3)(1978) para la matriz de comparacion
PAM 250; Henikoff y col, Proc. Nati Aca., Sel USA, 89:10915-10919 (1992) para la matriz de comparacion BLOSUM
62).

En determinadas realizaciones, los parametros para la comparacién de una secuencia de polipéptidos incluyen los
siguientes:

Algoritmo: Needleman y col., J. Mol. Biol, 48:443-453 (1970);

Matriz de comparacion: BLOSUM 62 from Henikoff y col., supra (1992);
Penalizacién del gap: 12 Penalizacion de longitud del gap: 4

Umbral de similaridad: 0

El programa GAP puede ser util con los parametros mencionados. En determinadas realizaciones, los parametros
mencionados son los parametros por defecto para las comparaciones de polipéptidos (junto con ninguna penalizacion
por gaps finales) utilizando el algoritmo GAP.

Conforme se utilizan en el presente, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas se ajustan al uso
convencional. Véase Immunology-A Synthesis (22 Edicion, E. S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates,
Sunderland, Mass. (1991)). Los esteroisémeros (como los D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales,
aminoacidos no naturales como aminoacidos a-, aminoacidos a-disustituidos, aminoacidos N-alquil, acido lactico y
otros aminoacidos no convencionales también pueden ser componentes apropiados de los polipéptidos del presente
invento. Entre los ejemplos de aminoacidos no convencionales se incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, -
N,N,N-trimetilisina, e-N-acetilisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metillhistidina, 5-hidroxilisina, o-
N-metilarginina, y otros aminoacidos e iminoacidos similares (como 4-hidroxiprolina). En la notacién de polipéptidos
utilizada en el presente, la direccion de la izquierda es la direccion amino-terminal y la direccion de la derecha es la
direccion carboxi-terminal, de acuerdo con el uso estandar y convencional.

De igual modo, a menos que se especifique lo contrario, el extremo izquierdo de las secuencias de polinucledtidos de
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cadena simple es el extremo 5'; la direccidn izquierda de las secuencias de polinucleétidos de cadena doble se
denomina la direccién 5'. La direccion de la adicién 5' a 3' de las transcripciones de RNA naciente se denomina la
direccion de transcripcion; las regiones de la secuencia de la cadena de DNA que tengan la misma secuencia que el
RNA y que sean 5' del extremo 5' de la transcripcion de RNA se denominan «secuencias ascendentesy; las regiones
de la secuencia de la cadena de DNA que tengan la misma secuencia que el RNA y que sean 3' del extremo 3' de la
transcripcion de RNA se denominan «secuencias descendentes».

Las sustituciones de aminoacidos conservadoras pueden contener residuos de aminoacidos no presentes
naturalmente, que son tipicamente incorporados por la sintesis quimica de los péptidos y no por la sintesis de sistemas
bioldgicos. Estos incluyen peptidomiméticos y otras formas invertidas o inversas de fracciones de aminoacidos.

Los residuos presentes naturalmente se pueden dividir en clases, basandose en propiedades comunes de la cadena
lateral:

hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

acidos: Asp, Glu;

basicos: His, Lys, Arg;

residuos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro; y
aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

— = ~— — ~— ~—

1
2
3
4
5
6

Por ejemplo, las sustituciones no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases
por un miembro de otra clase. Estos residuos sustituidos se pueden introducir en regiones del anticuerpo humano que
son homologas a las de anticuerpos no humanos, o en las regiones no homologas de la molécula.

Para realizar estos cambios, de acuerdo con determinadas realizaciones, se puede tener en cuenta el indice
hidropatico de los aminoacidos. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico sobre la base de su
hidrofobicidad y caracteristicas de su carga. Son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8);
cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptofan (-0,9);
tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina
(-3,9) y arginina (-4,5).

La importancia del indice hidropatico de los aminoacidos para dotar de una funcién biolégica interactiva a una proteina
es bien entendida en el campo. Kyte y col, J. Mol. Biol, 157:105-131 (1982). Se sabe que determinados aminoacidos
pueden ser sustituidos por otros aminoacidos con una puntuacion o indice hidropatico similar y que conservara una
actividad biologica similar. En determinadas realizaciones, al implementar cambios basados en el indice hidropatico,
se incluye la sustitucion de los aminoacidos cuyos indices hidropaticos se encuentran dentro de +2; en determinadas
realizaciones, se incluyen los que se encuentran dentro de +1; y en determinadas realizaciones, se incluyen los que
se encuentran dentro de +0,5.

También se entiende en El campo que la sustitucion de aminoacidos similares se puede realizar efectivamente sobre
la base de su hidrofilicidad, particularmente cuando el péptido o la proteina biolégicamente funcional que se crea se
va a utilizar en realizaciones inmunolégicas, como en El caso que nos ocupa. En determinadas realizaciones, la
hidrofilicidad media local maxima de una proteina, regida por la hidrofilicidad de sus aminoacidos adyacentes,
mantiene una correlacién con su inmunogenicidad y antigenicidad, es decir, con una propiedad biolégica de la proteina.

Se han asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a estos residuos de aminoacidos: arginina (+3,0); Usina (+3,0);
aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 £1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4);
prolina (-0,5 * 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina
(-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) y triptofan (-3,4). En determinadas realizaciones, al implementar cambios
basados en valores de hidrofilicidad similares, se incluye la sustitucién de los aminoacidos cuyos valores de
hidrofilicidad se encuentran dentro de +2; en determinadas realizaciones, se incluyen los que se encuentran dentro de
+1; y en determinadas realizaciones, se incluyen los que se encuentran dentro de +0,5. También se pueden identificar
epitopes de secuencias de aminoacidos primarias sobre la base de la hidrofilicidad. Estas regiones también se
denominan «regiones centrales epitdpicas».

En la Tabla 1 se recogen sustituciones de aminoacidos ejemplares

Tabla 1: Sustituciones de aminoacidos

Residuos originales Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala Val, Leu, Me Val
Arg Lys, GIn, Asn Lys
Asn Gin Gin
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(continuacion)

Residuos originales Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
GIn Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg

lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, norleucina Leu
Leu Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, 1,4 acido diaminobutirico, GIn, Asn Arg
Met Leu, Phe, He Leu
Phe Leu, Val, He, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, norleucina Leu

Un especialista cualificado podra determinar variantes adecuadas del polipéptido recogidas en el presente, utilizando
técnicas bien consolidadas. En determinadas realizaciones, un especialista cualificado podra identificar areas
adecuadas de la molécula que se pueden cambiar sin destruir la actividad, abordando regiones que no se consideran
importantes para la actividad; en determinadas realizaciones, se pueden identificar residuos o porciones de las
moléculas que se conservan entre polipéptidos similares. En determinadas realizaciones, incluso las areas que pueden
ser importantes para la actividad biolégica o para la estructura, se pueden someter a sustituciones de aminoacidos
conservadoras sin destruir la actividad bioldgica o sin afectar negativamente a la estructura del polipéptido.

Por otra parte, un especialista cualificado puede revisar los estudios de estructura/funcién que identifican los residuos
en polipéptidos similares que son importantes para la actividad o la estructura. En vista de tal comparacioén, uno puede
predecir la importancia de los residuos de aminoacidos en una proteina que se corresponden con los residuos de
aminoacidos que son importantes para la actividad o la estructura en proteinas similares. Un especialista cualificado
puede optar por sustituciones de aminoacidos quimicamente similares para estos residuos de aminoacidos
importantes previstos.

Un especialista cualificado también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos en
relacion con esa estructura en polipéptidos similares. En vista de tal informacién, un especialista cualificado puede
predecir la alineacion de los residuos de aminoacidos de un anticuerpo con respecto a su estructura tridimensional En
determinadas realizaciones, un especialista cualificado puede decidir no introducir cambios radicales en los residuos
de aminoacidos que se prevé que se encuentran en la superficie de la proteina, dado que estos residuos pueden
participar en importantes interacciones con otras moléculas. Por otra parte, un especialista cualificado puede generar
variantes de prueba que contengan la sustitucion de un solo aminoacido en cada residuo de aminoacidos deseado.
Entonces las variantes pueden ser analizadas utilizando ensayos de actividad conocidos por los especialistas
cualificados. Estas variantes se podrian utilizar para recopilar informacién acerca de las variantes adecuadas. Por
ejemplo, si se descubre que un cambio en un determinado residuo de aminoacidos provoca la destruccion, una
reduccion no deseada o una inadecuacion de la actividad, se deberan evitar las variantes con ese cambio. En otras
palabras, basandose en la informacién recopilada con estos experimentos rutinarios, un especialista cualificado puede
determinar facilmente los aminoacidos en los que se deberian evitar otras sustituciones, sea de forma aislada o en
combinacién con otras mutaciones.

Una serie de publicaciones cientificas se han dedicado a la prediccién de la estructura secundaria. Véase Moult J.,
Curr. Op. in Biotech., 7(4):422-427 (1996), Chou y col., Biochemistry, 13(2):222-245(1974); Chou y col., Biochemistry,
113(2):211-222 (1974); Chou y col, Adv. Enzymol. Relat. Area. Mol. Biol., 47:45-148 (1978); Chou y col, Ann. Rev.
Biochem., 47:251-276 y Chou y col, Biophys. J., 26:367-384 (1979). Por otra parte, en la actualidad se dispone de
programas informaticos capaces de ayudar a predecir la estructura secundaria. Un procedimiento de prediccion de la
estructura secundaria se basa en los modelos de homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o proteinas con una
identidad de la secuencia superior al 30%, o una similaridad superior al 40%, suelen tener topologias estructurales
similares. El reciente desarrollo de la base de datos estructural de las proteinas (PDB) ha permitido una predictibilidad
mejorada de la estructura secundaria, incluido el nimero potencial de pliegues de la estructura de una proteina o
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polipéptido. Véase Holm y col, Nucl. Acid, Res,, 27(1):244-247 (1999). Se ha sugerido (Brenner y col, Curr. Op. Struct
Biol, 7(3):369-376 (1997)) que hay un nimero limitado de pliegues en un determinado polipéptido o proteina y que una
vez que se haya resuelto un nimero critico de estructuras, la prediccion estructural resultara muchisimo mas precisa.

Otros procedimientos para predecir la estructura secundaria incluyen el reconocimiento del plegamiento o «threading»
(Jones, D., Curr. Opin. Struct Biol, 7(3):377-87 (1997); Sippi y col, Structure, 4(1):15-19(1996)), «analisis del perfil»
(Bowie y col, Science, 253:164-170 (1991); Gribskov y col, Meth. Enzym., 183:146-159 (1990); Gribskov y col., Proc.
Nat. Acad. Sel, 84(13):4355~4358 (1987)), y «union evolutiva» (véase Holm, supra (1999), y Brenner, supra (1997)).

En determinadas realizaciones, las variantes de anticuerpos incluyen variantes de glicosilacion en las que el nimero
y/o el tipo del sitio de glicosilacion ha sido alterado en comparacion con las secuencias de aminoacidos del polipéptido
asociado. En determinadas realizaciones, las variantes de la proteina comprenden un nimero mayor o menor de sitios
de glicosilacion unidos a N que la proteina nativa. Un sitio de glicosilacion unido a N se caracteriza por (a secuencia:
Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, donde el residuo de aminoacidos designado como X puede ser cualquier residuo de
aminoacidos salvo prolina. La sustitucion de residuos de aminoacidos para crear esta secuencia ofrece un nuevo sitio
potencial para la adiciéon de una cadena carbohidrato unida a N. Alternativamente, las sustituciones que eliminan esta
secuencia eliminaran una cadena de carbohidrato unida a N ya existente. También se produce una reorganizacion de
las cadenas de carbohidrato unidas a N, en la que uno o mas de los sitios de glicosilacion unidos a N (tipicamente los
que estan presentes naturalmente) son eliminados y se crean uno o mas nuevos sitios unidos a N. Entre las variantes
del anticuerpo preferentes adicionales se incluyen variantes de cisteina en las que uno o mas de los residuos de
cisteina se eliminan o se sustituyen por otro aminoacido (como serina) en comparacién con la secuencia de
aminoacidos asociada. Las variantes de cisteina pueden ser utiles cuando los anticuerpos se deben replegar en una
conformacion biolégicamente activa, como después del aislamiento de cuerpos de inclusion insolubles. Por lo general,
las variantes de cisteina tienen menos residuos de cisteina que la proteina nativa y tipicamente tienen un nimero par
para minimizar las interacciones resultantes de las cisternas desparejadas.

De acuerdo con determinadas realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son aquellas que: (1) reducen la
susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) modifican la afinidad de union para
formar complejos de proteinas, (4) modifican las afinidades de union, y/o (4) confieren o modifican otras propiedades
fisicoquimicas o funcionales de estos polipéptidos. De acuerdo con determinadas realizaciones, las sustituciones de
aminoacidos simples o multiples (en determinadas realizaciones, sustituciones de aminoacidos conservadoras) se
pueden realizar en la secuencia presente naturalmente (en determinadas realizaciones, en la porcion del polipéptido
fuera del dominio o dominios que forman los contactos intermoleculares). En determinadas realizaciones, una
sustitucién de aminoacidos conservadora tipicamente no puede cambiar de forma sustancial las caracteristicas
estructurales de la secuencia asociada (por ejemplo, un aminoacido de sustitucién no deberia tender a romper una
hélice que se produce en la secuencia asociada o que altera otros tipos de estructura secundaria que caracteriza a la
secuencia asociada). Algunos ejemplos de estructuras secundarias y terciarias de polipéptidos reconocidas en el
campo se describen en Proteins, Structures and Molecular Principies (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company,
New York (1984)); Introduction to Protein Structure (C Branden and J Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.Y.
(1991)); y Thornton y col,. Nature 354:105 (1991).

El término «fragmento de polipéptido» utilizado en el presente se refiere a un polipéptido que tiene una supresion de
un amino-terminal y/o carboxi-terminal. En determinadas realizaciones, los fragmentos son al menos de 5 a 467
aminoacidos de largo. Se apreciara que en determinadas realizaciones, los fragmentos son al menos de 5, 6, 8, 10,
14, 20, 50, 70, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 o 450 aminoacidos de largo.

Por lo general, los analogos de péptidos se utilizan en la industria farmacéutica como farmacos no péptidos con
propiedades analogas a las del péptido de plantilla. Estos tipos de compuestos no péptidos se denominan «miméticos
de péptidos» o «peptidomiméticos». Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber and Freidinger TINS p.392
(1985); y Evans y col. J. Med. Chem. 30:1229 (1987). Muchas veces estos compuestos se desarrollan con la ayuda
de modelos moleculares informatizados. Los miméticos de péptidos que tienen una estructura similar a los péptidos
Utiles desde el punto de vista terapéutico se puede utilizar para producir un efecto profilactico o terapéutico similar.
Por lo general, los péptidos miméticos tienen una estructura similar a un polipéptido paradigma (es decir, un polipéptido
que tiene una propiedad bioquimica o actividad farmacolégica), tales como el anticuerpo humano, pero que tienen una
0 mas uniones de péptidos opcionalmente sustituidas por una unién seleccionada entre: -CH; NH-, -CH,S-, -CH> -
CHa, -CH=CH- (cis y trans), -COCH; -, ~CH(OH)CH> y -CH; SO-, por procedimientos consolidados en el campo. La
sustitucién sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia consensuada por un D-aminoacido del mismo
tipo (como D-lisina en lugar de L-lisina) se puede utilizar en determinadas realizaciones para generar péptidos mas
estables. Por otra parte, los péptidos constrefiidos que comprenden una secuencia consensuada o una variacion de
una secuencia consensuada sustancialmente idéntica se pueden generar por procedimientos conocidos en el campo
(Rizo y Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387 (1992); por ejemplo, afiadiendo residuos de cisteina internos capaces de
formar puentes de disulfuro intramoleculares que ciclizan el péptido.

«Anticuerpo» o «péptido/s del anticuerpo» se refiere a un anticuerpo intacto o un fragmento de unién del mismo que
compite con el anticuerpo intacto para una union especifica. En determinadas realizaciones, los fragmentos de union
se producen mediante técnicas de DNA recombinante. En determinadas realizaciones, los fragmentos de unién se
producen mediante el corte de los anticuerpos intactos. Los fragmentos de unién incluyen, a titulo meramente
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enunciativo, Fab, Fab', F(ab')2, Fv, y anticuerpos de cadena simple.

El término «cadena pesada» incluye cualquier polipéptido con una secuencia de la regidn variable suficiente para dotar
de especificidad a un OPGL. El término «cadena ligera» incluye cualquier polipéptido con una secuencia de la region
variable suficiente para dotar de especificidad a un OPGL. Una cadena pesada en toda su longitud incluye un dominio
de la region variable, VH, y tres dominios de la regién constante, Cx1, Cx2, y Cx3. El dominio VH se encuentra en el
término amino del polipéptido y el dominio Cxy3 se encuentra en el término carboxi. El término «cadena pesadav,
utilizado en el presente, comprende una cadena pesada en toda su longitud y fragmentos de la misma. Una cadena
ligera en toda su longitud incluye un dominio de (a region variable, VL, y un dominio de la regién constante, CL. Al
igual que en la cadena pesada, el dominio de la regién variable de la cadena ligera se encuentra en el término amino
del polipéptido. El término «cadena ligera», utilizado en el presente, comprende una cadena ligera en toda su longitud
y fragmentos de la misma. Un fragmento Fab se compone de una cadena ligera y las regiones variables y Cy1 de una
cadena pesada, La cadena pesada de una molécula Fab no puede formar una unién de disulfuro con la molécula de
otra cadena pesada. Un fragmento Fab' contiene una cadena ligera y una cadena pesada que contiene mas de la
region constante/entre los dominios Cx1y Cx2, de forma que se puede formar una union de disulfuro entre dos cadenas
pesadas para formar una molécula F(ab')2. La region Fv comprende las regiones variables tanto de la cadena pesada
como de la ligera, pero carece de las regiones constantes. Los anticuerpos de cadena simple son moléculas Fv en las
que las regiones variables de la cadena ligera y pesada se han conectado mediante un enlace flexible para formar una
cadena de polipéptidos unica que forma la region de unién del antigeno. Los anticuerpos de cadena simple se debaten
con detalle en WO 88/01649 y las patentes estadounidenses n° 4.946.778 y 5.260.203.

Tipicamente, en determinadas realizaciones, se entiende que un anticuerpo bivalente que no sea un anticuerpo
«multiespecifico» o «multifuncional» tiene cada uno de sus sitios de unién idénticos.

Un anticuerpo inhibe sustancialmente la adhesion de un ligando a un receptor cuando un exceso de anticuerpo reduce
la cantidad de receptor unido al contrarreceptor al menos alrededor de un 20%, 40%, 60%, 80%, 85%, o mas (medido
en un ensayo de unién competitiva in vitro).

El término «epitope» incluye cualquier determinante de un polipéptido capaz de una unién especifica a una
inmunoglobulina o receptor de células T. En determinadas realizaciones, los determinantes de los epitopes incluyen
agrupaciones de moléculas con una superficie quimicamente activa, como los aminoacidos, las cadenas laterales del
azucar, fosforilo, sulfonilo y, en determinadas realizaciones, pueden tener caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga especificas. Un epitope es una region de un antigeno a la
que esta unida un anticuerpo. En determinadas realizaciones, se dice que un anticuerpo esta especificamente unido
a un antigeno cuando reconoce preferencialmente su antigeno diana en una mezcla compleja de proteinas y/o
macromoléculas. En determinadas realizaciones, se dice que un anticuerpo esta especificamente unido a un antigeno
cuando la constante de disociacion es < 1 nM; en determinadas realizaciones, cuando la constante de disociacion es
< 100 nM; y en determinadas realizaciones, cuando la constante de disociacion es <10 nM.

El término «agente» se utiliza en el presente para denotar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos
quimicos, una macromolécula biolégica o un extracto obtenido de materiales bioldgicos.

En el presente documento, los términos «etiqueta» o «etiquetado» se refieren a la incorporacién de un marcador
detectable, por ejemplo, mediante la incorporacidon de un accesorio o aminoacido radiomarcado a un polipéptido de
fragmentos de biotina que se pueden detectar mediante avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contenga
un marcador fluorescente o actividad enzimatica que se pueda detectar mediante procedimientos opticos o
colorimétricos). En determinadas realizaciones, la etiqueta o marcador también puede ser terapéutico. En el campo
se conocen y se pueden utilizar diversos procedimientos para el etiquetado de polipéptidos y glicoproteinas. Entre los
ejemplos de etiquetas para los polipéptidos se incluyen, a titulo meramente enunciativo, los siguientes: radiois6topos
o radiontclidos (como 3 H, 14 C, 15N, 35S, 90 Y, 99 Te, 111 In, 1251, 131 1), etiquetas fluorescentes (como FITC,
rodamina, lantanido-fésforos), etiquetas enzimaticas (como peroxidasa de rabano, (B-galactosidasa, luciferasa,
fosfatasa alcalina), grupos biotinilados, quimioluminiscentes, epitopes de polipéptidos predeterminados reconocidos
por un reportero secundario (como parejas de secuencias de cremalleras de leucina, sitios de unién para anticuerpos
secundarios, dominios de union metalicos, etiquetas de epitopes). En determinadas realizaciones, las etiquetas se
asignan mediante brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el potencial impedimento esférico.

El término «muestra bioldgica», utilizado en el presente, incluye, a titulo meramente enunciativo, cualquier cantidad
sustancia de una materia viva o anteriormente viva. Estas materias vivas incluyen, a titulo meramente enunciativo,
humanos, ratones, monos, ratas, conejos y otros animales. Estas sustancias incluyen, a titulo meramente enunciativo,
sangre, suero, orina, células, érganos, tejido, hueso, médula 6sea, nddulos linfaticos y piel.

El término «trastorno osteopénico» incluye, a titulo meramente enunciativo, osteoporosis, osteopenia, enfermedad de
Paget, metastasis del hueso litico, periodontitis, artritis reumatoide y pérdida de hueso debido a la inmovilizacion.
Ademas de estos trastornos 6seos, se sabe que determinados canceres aumentan la actividad de los osteoclastos e
inducen la reabsorcion de hueso, como el de mama, préstata y el mieloma multiple. Ahora se sabe que estos canceres
producen factores que resultan en la sobreexpresion de OPGL en los huesos y conducen a un aumento de los
recuentos de osteoclastos y de su actividad.
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El término «agente farmacéutico o farmaco» utilizado en el presente se refiere a una preparacion o compuesto quimico
capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra convenientemente a un paciente.

El término «moduladory, utilizado en el presente, es un compuesto que cambia o altera la actividad o la funcién de
una molécula. Por ejemplo, un modulador puede causar un aumento o descenso de la magnitud de una determinada
actividad o funcion de una molécula, en comparacion con la magnitud de la actividad o funciéon observada en ausencia
del modulador. En determinadas realizaciones, un modulador es un inhibidor que disminuye la magnitud de al menos
una actividad o funcién de una molécula. Ciertas actividades y funciones ejemplares de una molécula incluyen, a titulo
meramente enunciativo, la afinidad a la union, la actividad enzimatica y la transduccion de sefiales. Ciertos inhibidores
ejemplares incluyen, a titulo meramente enunciativo, proteinas, péptidos, anticuerpos, pepticuerpos, carbohidratos o
pequerias moléculas organicas. Los pepticuerpos se describen, por ejemplo, en WO01/83525.

En el presente documento, «sustancialmente puro» significa una especie de objeto que es la especie predominante
presente (es decir, desde el punto de vista molar es mas abundante que cualquier otra especie individual de la
preparacion). En determinadas realizaciones, una fraccion sustancialmente purificada es una preparacion en la que la
especie del objeto comprende al menos el 50% (desde un punto de vista molar) de todas las especies
macromoleculares presentes. En determinadas realizaciones, una preparacion sustancialmente pura comprendera por
encima del 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de todas las especies macromolares presentes en la preparacion. En
determinadas realizaciones, la especie del objeto esta purificada hasta la homogeneidad esencial (la especie
contaminante no se puede detectar en la preparacion por procedimientos de deteccion convencionales) cuando la
preparacion consiste basicamente en una Unica especie macromolecular.

El término «paciente» incluye sujetos humanos y animales.

En esta aplicacion, el uso del singular incluye el plural, a menos que se indique especificamente lo contrario. En esta
aplicacion, el uso de «o» significa «y/o» a menos que se indique lo contrario. Por otra parte, el término «incluyendoy,
asi como otras formas, tales como «incluye» e «incluido», se utiliza a titulo meramente enunciativo. Por otra parte,
términos como «elemento» o «componente» abarcan tanto elementos y componentes que comprenden una unidad
como elementos y componentes que comprenden mas de una subunidad, a menos que se indique especificamente
lo contrario.

El ligando de osteoprotegerina (OPGL), que pertenece a la familia de las citoquinas TNF (factor de necrosis tumoral)
participa en la formacion de osteoclastos. El aumento de la actividad del osteoclasto esta relacionado con una serie
de trastornos osteopénicos, entre los que se incluyen la osteoporosis postmenopausica, la enfermedad de Paget, la
metastasis del hueso litido y la artritis reumatoide. Por lo tanto, una reduccién de la actividad del OPGL puede provocar
una disminucion de la actividad del osteoclasto y, de este modo, reducir la gravedad de los trastornos osteopénicos.
Tal como se desvela en el presente documento, los anticuerpos dirigidos al OPGL se pueden utilizar para tratar
trastornos osteopénicos, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, los mencionados anteriormente.

En determinadas realizaciones del presente invento, se proporciona un anticuerpo monoclonal totalmente humano del
ligando de osteoprotegerina humano (OPGL). En determinadas realizaciones, se proporcionan las secuencias de
aminoacidos que comprenden moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera, particularmente secuencias
que corresponden a las regiones variables. En determinadas realizaciones, se suministran secuencias
correspondientes a regiones determinantes de la complementariedad (CDR), especificamente desde CDR1 hasta
CDR3. De acuerdo con determinadas realizaciones, también se proporciona una linea de células de hibridoma que
expresa esa molécula de inmunoglobulina y anticuerpo monoclonal. En determinadas realizaciones, se proporciona
un anticuerpo monoclonal humano purificado del OPGL humano.

La capacidad de clonar y reconstruir el loci humano de tamafio megabase en cromosomas artificiales de levadura
(YAC) y para introducirlos en la linea germinal de ratén proporciona un planteamiento para dilucidar los componentes
funcionales de loci de gran tamafio o poco mapeados, asi como para generar modelos Utiles de enfermedad humana.
Por otra parte, la utilizacion de esta tecnologia para la sustitucion del loci de ratdén por sus equivalentes humanos
podria proporcionar datos Unicos sobre la expresion y regulacion de los productos de genes humanos durante el
desarrollo, su comunicacion con otros sistemas y su implicacion en la induccion y progresion de la enfermedad.

Una aplicacioén practica importante de esta estrategia es la «humanizacion» del sistema inmunitario humoral del raton.
La introduccion del loci de la inmunoglobulina humana (Ig) en el ratén en el que los genes Ig endégenos han sido
inactivados ofrece la oportunidad de estudiar los mecanismos subyacentes a la expresion programada y el ensamblaje
de anticuerpos, asi como su papel en el desarrollo de células B. Por ofra parte, esta estrategia podria ofrecer una
fuente para la produccién de anticuerpos monoclonales totalmente humanos (Mabs). En determinadas realizaciones,
se espera que los anticuerpos totalmente humanos minimicen las respuestas inmunogénicas y alérgicas intrinsecas
al ratén o los Mabs derivatizados del ratén y que aumenten, de este modo, en determinadas realizaciones, la eficacia
y seguridad de los anticuerpos administrados. Los anticuerpos totalmente humanos se pueden utilizar en el tratamiento
de enfermedades humanas crénicas y recurrentes, como la osteoporosis, la inflamacion, la autoinmunidad y el cancer,
que puede implicar administraciones de anticuerpos repetidas.

Se pueden disefiar cadenas de raton deficientes en produccion de anticuerpos de ratdén con grandes fragmentos del
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loci Ig humano en prevision de que ese raton produzca anticuerpos humanos en ausencia de anticuerpos de raton.
Los grandes fragmentos de Ig humano pueden preservar la gran diversidad de genes variables, asi como la
conveniente regulacion de la produccion y expresion de anticuerpos. Al explotar la maquinaria del ratén para la
seleccion y diversificacion de anticuerpos y la ausencia de tolerancia inmunolégica a las proteinas humanas, el
repertorio de anticuerpos humanos reproducido en estas cadenas del raton puede producir anticuerpos de gran
afinidad contra cualquier antigeno de interés, incluyendo antigenos humanos. Utilizando la tecnologia del hibridoma,
se pueden producir y seleccionar los MAbs humanos especificos del antigeno con la especificidad deseada.

En determinadas realizaciones, se pueden utilizar regiones constantes de especies diferentes a la humana, junto con
la region o regiones variables humanas.

Estructura del anticuerpo presente naturalmente

Por lo general, las unidades estructurales del anticuerpo presente naturalmente comprenden un tetramero. Cada uno
de estos tetrameros se compone tipicamente de dos pares idénticos de cadenas de polipéptidos, teniendo cada par
una cadena «ligera» en toda su longitud (en determinadas realizaciones, unos 25 kDa) y una cadena «pesada» en
toda su longitud (en determinadas realizaciones, unos 50-70 kDa). La porciéon amino-terminal de cada cadena
tipicamente incluye una region variable de unos 100 a 110 o mas aminoacidos que, por lo general, es responsable del
reconocimiento de los antigenos. La porcion carboxi-terminal de cada cadena tipicamente define una region constante
que puede ser responsable de la funcién del efector. Normalmente, las cadenas ligeras humanas se clasifican como
cadenas ligeras kappa y lambda. En general, 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. IgG tiene diferentes subclases,
entre las que se incluyen, a titulo meramente enunciativo, IgG1, 1gG2, tgG3 e IgG4. IgM tiene subclases entre las que
se incluyen, a titulo meramente enunciativo, IgM1 e IgM2. IgA también esta subdividida en subclases, entre las que se
incluyen, a titulo meramente enunciativo IgA1 e IgA2. Por lo general, dentro de las cadenas pesadas y ligeras en toda
su longitud, las regiones variable y constante estan unidas por una region «J» de unos 12 aminoacidos o mas. La
cadena pesada también incluye una region «D» de unos 10 aminoacidos mas. Véase, por ejemplo, Fundamental
Immunology Ch /(Paul, W., ed... 22 ed. Raven Press, N Y (1939)). Las regiones variables de cada pareja de cadenas
ligera/pesada forman tipicamente el sitio de unién del antigeno.

Por lo general, las regiones variables muestran la misma estructura general de regiones marco (FR) relativamente
conservadas unidas por tres regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR). Las CDR de las dos cadenas de cada pareja tipicamente se encuentran alineadas por las
regiones marco, que pueden permitir la unién a un epitope especifico. Por lo general, entre el N-terminal y el C-
terminal, las regiones variables de la cadena ligera y pesada comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FRS,
CDR3 y FR4. La asignacion de aminoacidos a cada dominio normalmente se ajusta a las definiciones de Kabat
Sequences of Proteins of Immunological Interest (Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, Md. (1987 y 1991)), o
Chothia y Lesk J. Mol. BioL 196:901-917 (1987); Chothia y col. Nature 342:877-883 (1989).

Anticuerpos biespecificos o bifuncionales

Por lo general, un anticuerpo biespecifico o bifuncional es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares diferentes
de cadenas pesadalligera y dos sitios de union diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir por
diversos procedimientos, entre los que se incluyen, a titulo meramente enunciativo, la fusion de hibridomas o la union
de fragmentos Fab'. Véase, por ejemplo, Songsivilai y Lachmann Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321 (1990), Kostelny y
col. J. Immunol. 148:1547-1553(1992).

Preparacién de anticuerpos

De acuerdo con determinadas realizaciones, ciertos anticuerpos especificamente unidos a OPGL se incluyen en el
invento. En determinadas realizaciones, los anticuerpos se pueden producir por inmunizacion con OPGL en toda su
longitud, formas solubles de OPGL o un fragmento de los mismos. En determinadas realizaciones, los anticuerpos del
invento pueden ser policlonales o monoclonales y/o anticuerpos recombinantes. En determinadas realizaciones, los
anticuerpos del invento son anticuerpos humanos preparados, por ejemplo, por inmunizacion de animales transgénicos
capaces de producir anticuerpos humanos (véase, por ejemplo, la Solicitud Publicada PCT n° WO 93/12227).

En determinadas realizaciones, las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de las regiones variables
de la cadena ligera y pesada de un aOPGL-1 pueden ser injertadas en regiones marco (FR) de la misma especie o de
otra. En determinadas realizaciones, las CDR de las regiones variables de la cadena ligera y pesada de ctOPGL-1
pueden ser injertadas en FR humanas consensuadas. Para crear FR humanas consensuadas, en determinadas
realizaciones, las FR de varias secuencias de aminoacidos humanas de cadena ligera o cadena pesada se alinean
para identificar una secuencia de aminoacidos consensuada. En determinadas realizaciones, las FR de la cadena
ligera o la cadena pesada de aOPGL-1 son sustituidas por las FR de una cadena ligera o una cadena pesada diferente.
En determinadas realizaciones, los aminoacidos raros de las FR de las cadenas pesada y ligera de un aOPGL-1 no
son sustituidos, mientras que el resto de los aminoacidos de las FR son sustituidos. Los aminoacidos raros son
aminoacidos especificos que se encuentran en posiciones de las FR en las que no se suelen encontrar, En
determinadas realizaciones, las regiones variables injertadas de un aOPGL-1 se pueden utilizar con una region
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constante que sea diferente de la region constante de un aOPGL-1. En determinadas realizaciones, las regiones
variables injertadas forman parte de un anticuerpo Fv de cadena simple. Los injertos de CDR se describen, por
ejemplo, en las patentes estadounidenses n° 6.180.370, 5.693.762, 5.693.761, 5.585.089, y 5.530.101.

De acuerdo con determinadas realizaciones, los anticuerpos del invento se preparan mediante la utilizaciéon de un
ratén transgénico con una porcion sustancial del anticuerpo humano produciendo el genoma insertado, pero que
muestra deficiencias en la produccion de anticuerpos murinos enddgenos. Entonces este raton es capaz de producir
anticuerpos y moléculas de inmunoglobulina humanos, y es deficiente en la produccion de anticuerpos y moléculas de
inmunoglobulina murinos. Las tecnologias utilizadas para conseguir este resultado se revelan en las patentes,
solicitudes y referencias recogidas en la presente especificacion. En determinadas realizaciones, se pueden emplear
procedimientos como los descritos en la Solicitud Publicada PCT n°® WO 98/24893. Véase también Méndez y col.
Nature Genetics 15:146-156 (1997).

De acuerdo con determinadas realizaciones, los anticuerpos monoclonales totalmente humanos especificos para el
OPGL se producen corno sigue. El raton transgénico que contiene genes de inmunoglobulina humana es inmunizado
con el antigeno de interés. Se obtienen las células linfaticas (como células B) del ratéon que expresa los anticuerpos.
Estas células recuperadas se fusionan con una linea de células de tipo mieloide para preparar lineas de células de
hibridomas inmortales y estas lineas de células de hibridomas son estudiadas y seleccionadas para identificar las
lineas de células de hibridomas que producen anticuerpos especificos para el antigeno de interés. En determinadas
realizaciones, se proporciona la produccién de una linea de células de hibridomas que genera anticuerpos especificos
para el OPGL.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos del invento son producidos por las lineas de hibridomas AMG 6.1,
AMG 6.4, AMG 6.5, AMG 7.1 y AMG 7.2. En determinadas realizaciones, los anticuerpos del invento son producidos
por las lineas de hibridomas AMG 6.1, AMG 6.4 y AMG 6,5. En determinadas realizaciones, los anticuerpos del invento
se unen al OPGL con una constante de disociacion (Kd) de entre 0,23 y 0,29 nM aproximadamente. En determinadas
realizaciones del invento, los anticuerpos se unen al OPGL con una Kd inferior a 0,23 nM.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos del invento son del isotipo IgG2. En determinadas realizaciones del
invento, los anticuerpos comprenden una cadena ligera kappa humana y una cadena pesada IgG2 humana. En
determinadas realizaciones, los anticuerpos del invento han sido clonados para la expresion en células de mamifero;
en determinadas realizaciones, las regiones variables de los anticuerpos estan unidas a una region constante diferente
a la region constante del isotipo 1gG2.

En determinadas realizaciones, las modificaciones conservadoras de las cadenas pesada y ligera de aOPGL-1 (y las
modificaciones correspondientes en los nucleétidos de codificacion) produciran anticuerpos del OPGL con unas
caracteristicas quimicas y funcionales similares a las del aOPGL-1. Por lo contrario, las modificaciones sustanciales
en las caracteristicas quimicas y/o funcionales de aOPGL-1 se pueden introducir seleccionando sustituciones en la
secuencia de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera que se difieran significativamente en su efecto sobre el
mantenimiento (a) de la estructura de la columna molecular en la zona de la sustituciéon, por ejemplo, con una
conformacion plana o helicoidal; (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el conjunto de la
cadena lateral.

Por ejemplo, una «sustitucion de aminoacidos conservadora» puede implicar una sustitucion de un residuo de
aminoacido nativo por un residuo no nativo, de forma que se produzca un efecto escaso o nulo sobre la polaridad o la
carga del residuo de aminoacido en esa posicion. Por otra parte, cualquier residuo nativo en el polipéptido también se
puede sustituir por alanina, como ya se ha descrito anteriormente para la «mutagénesis de rastreo de alanina».

Las sustituciones de aminoacidos deseadas (sean conservadoras o no) pueden ser determinadas por especialistas
cualificados en el momento en que se desee realizar dichas sustituciones. En determinadas realizaciones, las
sustituciones de aminoacidos se pueden utilizar para identificar residuos importantes de aOPGL-1 o para incrementar
o reducir la afinidad de los anticuerpos al OPGL, descrita en el presente.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos del presente invento se pueden expresar en lineas de células
diferentes a lineas de células de hibridomas. En determinadas realizaciones, las secuencias que codifican
determinados anticuerpos se pueden utilizar para la transformaciéon de una célula huésped de mamifero adecuada.
De acuerdo con determinadas realizaciones, la transformacién se puede realizar por cualquier procedimiento conocido
para la introduccién de polinucledtidos en una célula huésped, incluyendo, por ejemplo, el empaquetado del
polinucleétido en un virus (o en un vector viral) y la transduccion de una célula huésped al virus (o vector) o mediante
procesos de transfeccion conocidos en el campo, como se ejemplifica en las patentes estadounidenses n° 4.399.216,
4.912.040, 4.740.461 y 4.959.455. En determinadas realizaciones, el procedimiento de transformacion utilizado puede
depender del huésped que se debe transformar. Los procedimientos para la introduccidon de polinucleétidos
heterélogos en células de mamifero son conocidos en el campo e incluye, a titulo meramente enunciativo, la
transfeccién mediada por dextrano, la precipitacion de fosfato calcico, la transfeccién mediada por polibreno, la fusion
de protoplastos, la electroporacion, la encapsulacion del polinucledtido o polinucleétidos en liposomas y la
microinyeccion directa de DNA en el nucleo.
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Las lineas de células de mamifero disponibles como huéspedes para la expresion son bien conocidas en el campo e
incluyen, a titulo meramente enunciativo, muchas lineas de células inmortalizadas disponibles en la Coleccion
Norteamericana de Cultivos Tipo (ATCC), incluyendo, a titulo meramente enunciativo, las células de ovario de hamster
chino (CHO), las células Hela, las células de rifion de un hamster recién nacido (BHK), las células de rifidn de mono
(COS), tas células de carcinoma hepatocelular humano (como Hep G2) y varias otras lineas de células. En
determinadas realizaciones, las lineas de células se pueden seleccionar determinando qué lineas de células presentan
niveles elevados de expresion y producen anticuerpos con propiedades de unién a OPGL constitutivas.

De acuerdo con determinadas realizaciones, los anticuerpos del invento son Utiles para detectar OPGL en muestras
bioldgicas. En determinadas realizaciones, esto permite la identificacion de células o tejidos que producen la proteina.
En determinadas realizaciones, los anticuerpos que se unen a OPGL y bloquean la interaccién con otros compuestos
de unién pueden tener un uso terapéutico en la modulacion de la diferenciacion de osteoclastos y la reabsorcion 6sea.
En determinadas realizaciones, los anticuerpos del OPGL pueden bloquear la unién de OPGL a ODAR, lo que puede
resultar en un bloqueo de la cascada de transduccion de la sefial y la pérdida de activacion de la transcripcion mediada
por NF-kB. Los ensayos para medir la activacion de la transcripciéon mediada por NF-kB, utilizando, por ejemplo, un
ensayo con un reportero de luciferasa, son conocidos por los especialistas cualificados.

Se revelan procedimientos de tratamiento de un trastorno 6seo que comprenden la administraciéon de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo del OPGL. Se revelan procedimientos de tratamiento de un trastorno 6seo
que comprenden la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo del OPGL y otro agente
terapéutico. En algunos de estos procedimientos, el agente terapéutico adicional se administra en una cantidad
terapéuticamente efectiva. En determinados procedimientos, el trastorno éseo es un trastorno caracterizado por una
pérdida 6sea neta, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, la osteopenia y la ostedlisis. En determinados
procedimientos, el tratamiento con un anticuerpo del OPGL se utiliza para contener el ritmo de reabsorcion ésea. Por
lo tanto, en determinados procedimientos, el tratamiento se puede utilizar para reducir el ritmo de reabsorcién ésea
cuando el ritmo de reabsorcién esté por encima de lo normal, o para reducir la reabsorcion 6sea por debajo de los
niveles normales, al objeto de compensar unos niveles de formacién 6sea por debajo de los normales. En
determinados procedimientos, se puede testar la unién de los anticuerpos al OPGL en ausencia o presencia de OPG
y se puede examinar su capacidad para inhibir la osteoclastogénesis mediada por OPGL y/o la reabsorcion 6sea.

Las condiciones que se pueden tratar de acuerdo con determinados aspectos de la divulgacion incluyen, a titulo
meramente enunciativo, las siguientes:

osteoporosis, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, osteoporosis primaria, osteoporosis endocrina
(incluyendo, a titulo meramente enunciativo, hipertiroidismo, hiperparatiroidismo, sindrome de Cushing y
acromegalia), formas hereditarias y congénitas de osteoporosis (incluyendo, a titulo meramente enunciativo,
osteogénesis imperfecta, homocistinuria, sindrome de Menkes, sindrome de Riley-Day), y osteoporosis debido a
una inmovilizacion de las extremidades. Enfermedad de Paget (osteitis deformante) en adultos y jovenes;
Osteomielitis, una lesion infecciosa en los huesos, que provoca la pérdida ésea; Hipercalcemia, incluyendo, a titulo
meramente enunciativo, hipercalcemia resultante de tumores sélidos (incluyendo, a titulo meramente enunciativo,
mama, pulmon y rifién) y enfermedades malignas hematoldgicas (incluyendo, a titulo meramente enunciativo,
mieloma multiple, linfoma o leucemia), hipercalcemia idiopatica e hipercalcemia asociada con el hipertiroidismo y
los trastornos de la funcion renal; Osteopenia, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, osteopenia tras una
intervencion quirdrgica, osteopenia inducida por la administracion de esferoides, osteopenia asociada con
trastornos del intestino grueso y delegado, y osteopenia asociada con enfermedades renales y hepaticas cronicas;
osteonecrosis, es decir, la muerte de células 6seas, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, osteonecrosis
asociada con lesiones traumaticas, osteonecrosis asociada con la enfermedad de Gaucher, osteonecrosis
asociada con la anemia falciforme, osteonecrosis asociada con lupus eritematoso sistémico, osteonecrosis
asociada con artritis reumatoide, osteonecrosis asociada con enfermedad periodontal, osteonecrosis asociada con
metastasis osteolitica y osteonecrosis asociada con otra enfermedad; y pérdida de cartilago y erosion de las
articulaciones asociadas con la artritis reumatoide.

En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL se puede utilizar de forma independiente o con
al menos un agente terapéutico adicional para el tratamiento de trastornos dseos. En determinados aspectos de la
divulgacion, un anticuerpo del OPGL se utiliza conjuntamente con una cantidad terapéuticamente efectiva de un
agente terapéutico adicional. Entre los agentes terapéuticos ejemplares que se pueden administrar con un anticuerpo
del OPGL se incluyen, a titulo meramente enunciativo, los factores morfogénicos del hueso designados BMP-1 a BMP-
12; el factor de crecimiento de transformacion beta (TGF-a) y miembros de la familia TGF-p; inhibidores de la
interleucina-1 (1L-1), incluyendo, a titulo meramente enunciativo, iL.-1ra y derivados de la misma y Kineret™
(anakinra), inhibidores de TNDa, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, receptores de TNFa solubles, Enbrei™
(etanercept) contra anticuerpos TNFa, Remicade™ (infliximab) y anticuerpos D2E7; hormona paratiroidea y analogos
de la misma; proteina relacionada con la hormona paratiroides y analogos de la misma; prostaglandinas de la serie E;
bifosfonatos (como alendronato y otros); minerales importantes para los huesos, como fluor y calcio; farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (NSAID), incluyendo, a titulo meramente enunciativo, inhibidores de COX-2, como
Celebrex (celecoxib) y Vioxx™ (rofecoxib), inmunosupresores, como metotrexato o leflunomida; inhibidores de la serin-
proteasa, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, un inhibidor de la proteasa de leucocitos secretores (SIPI);
inhibidores de 1L-6 (incluyendo, a titulo meramente enunciativo, anticuerpos de IL-6), inhibidores de IL.-8 (incluyendo,
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a titulo meramente enunciativo, anticuerpos de 1L-8}; inhibidores de IL-18 (incluyendo, a titulo meramente enunciativo,
la proteina de enlace de iL-18 y anticuerpos de IL-18); moduladores de la enzima de conversion de la interleucina-1
(ICE); factores de crecimiento fibroblastico FGF-1 a FGF-10 y moduladores del FGF; antagonistas del PAF; un factor
de crecimiento queratinocitico (KGF), moléculas relacionadas con el KGF y moduladores del KGF; moduladores de la
metaloproteinasa de matriz (MMP); moduladores de la sintasa del 6xido nitrico (NOS), incluyendo, a titulo meramente
enunciativo, moduladores de NOS inducible; moduladores del receptor de glucocorticoides, moduladores del receptor
de glutamato, moduladores de los niveles de lipopolisacaridos (LPS), y noradrenalina y moduladores y miméticos de
la misma.

En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL se utilizara con determinados agentes
terapéuticos para tratar diversas enfermedades inflamatorias, autoinmunes u otras enfermedades que impliquen la
pérdida de hueso. En determinados aspectos de la divulgacion, en vista de la enfermedad y del nivel deseado de
tratamiento, se podran administrar dos, tres o mas agentes. En determinados aspectos de la divulgacion, estos agentes
se podran suministrar conjuntamente, mediante su inclusion en la misma formula. En determinados aspectos de la
divulgacion, estos agentes y un anticuerpo del OPGL se podran suministrar conjuntamente, mediante su inclusion en
la misma férmula. En determinados aspectos de la divulgacion, estos agentes se podran suministrar conjuntamente,
mediante su inclusién en un kit de tratamiento. En determinados aspectos de la divulgacion, estos agentes y un
anticuerpo del OPGL se podran suministrar conjuntamente, mediante su inclusién en un kit de tratamiento. En
determinados aspectos de la divulgacion, estos agentes se podran suministrar por separado. En determinados
aspectos de la divulgacion, cuando se administren mediante una terapia genética, se podran incluir en el mismo vector
los agentes de los genes que codifican la proteina y/o un anticuerpo del OPGL. En determinados aspectos de la
divulgacion, los agentes de los genes que codifican la proteina y/o un anticuerpo del OPGL pueden estar bajo el control
de la misma region promotora. En determinados aspectos de la divulgacion, los agentes de los genes que codifican la
proteina y/o un anticuerpo del OPGL pueden estar en vectores separados.

En determinados aspectos de la divulgacion, el presente invento esta dirigido a un anticuerpo del OPGL y al menos
un inhibidor de la interleucina-1 (IL-1) para su utilizacion en terapias y procedimientos de tratamiento que empleen
estas terapias. En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL y un inhibidor de la IL-1 y al
menos una molécula adicional se utilizaran en una terapia. En determinados aspectos de la divulgacion, los inhibidores
de IL-1 y/o inhibidores de TNF-a se utilizaran conjuntamente con un anticuerpo del OPGL en los procedimientos de
tratamiento. En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL en combinacion con inhibidores de
la IL-1 y/o inhibidores del TNF-a se utilizaran para el tratamiento de enfermedades como el asma, la artritis reumatoide
y la esclerosis muiltiple.

La interleucina-1 (IL-1) es una citocina antiinflamatoria. En determinados casos, la IL-1 es un mediador en muchas
enfermedades y condiciones médicas. En determinados casos, la IL-1 es producida por células del sistema
macrofago/monocito. En determinados casos, la IL-1 se produce de dos formas: IL-1alfa (IL-1a) e IL-1 beta (IL-1B).

Una enfermedad o condicion médica se considera una «enfermedad mediada por la interieucina-1» si la condicién
médica o enfermedad espontanea o experimental esta asociada con niveles elevados de IL-1en los fluidos corporales
o tejidos y/o si las células o tejidos tomados del cuerpo producen niveles elevados de IL-1 en el cultivo. En
determinados aspectos de la divulgacion, estas enfermedades mediadas por la interieucina-1 también son reconocidas
por las dos condiciones adicionales siguientes: (1) los hallazgos patolégicos asociados con la enfermedad o la
condiciéon médica se pueden imitar experimentalmente en animales mediante la administracion de IL-1 o la regulacion
al atea de la expresion de it-1; y (2) una patologia inducida en modelos animales experimentales de la enfermedad o
condicion médica se pueden inhibir o abolir mediante el tratamiento con agentes que inhiben la accion de la IL-1. En
determinados aspectos de la divulgacion, una o mas de las anteriores condiciones se cumplen en una enfermedad
mediada por la IL-1. En determinados aspectos de la divulgacion, las tres condiciones se cumplen en una enfermedad
mediada por la IL-1.

Entre las enfermedades agudas y cronicas mediadas por la interleucina-1 (IL-1) se incluyen, a titulo meramente
enunciativo, las siguientes: pancreatitis aguda; esclerosis lateral amiotréfica (ALS o enfermedad de Lou Gehrig);
enfermedad de Alzheimer; cachexia/anorexia, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, la cachexia inducida por el
SIDA; asma y ofras enfermedades pulmonares; aterosclerosis; vasculitis autoinmune; sindrome de fatiga croénica;
enfermedades asociadas con Clostridium, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, diarrea asociada con
Clostridium; indicaciones y enfermedades coronarias, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, fallo cardiaco
congestivo, restenosis coronaria, infarto de miocardio, disfuncion miocardica (por ejemplo, relacionada con una
sepsis), e injerto de un bypass en la arteria coronaria; cancer, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, leucemias,
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, mieloma multiple y leucemia mielogenosa (como AML y CML), y
metastasis tumorales; diabetes (incluyendo, a titulo meramente enunciativo, diabetes dependiente de insulina);
endometriosis; fiebre, fibromialgia; glomerulonefritis; enfermedad injerto contra huésped y/o rechazo de trasplante;
shock hemorragico; hiperalgesia; enfermedad inflamatoria intestinal; enfermedades inflamatorias de una articulacion,
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, osteoartritis, artritis psoriasica y artritis reumatoide; enfermedad ocular
inflamatoria, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, aquéllas asociadas, por ejemplo, con el trasplante de cornea;
isquemia, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, isquemia cerebral (incluyendo, a titulo meramente enunciativo,
lesiones cerebrales como resultado, por ejemplo, de un traumatismo, epilepsia, hemorragia o accidente cerebral, cada
uno de los cuales puede desembocar en una neurodegeneracion); enfermedad de Kawasaki; problemas de
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aprendizaje; enfermedades pulmonares (incluyendo, a titulo meramente enunciativo, sindrome de distrés respiratorio
agudo o ARDS); esclerosis multiple; miopatias (como metabolismo de la proteina muscular, incluyendo, a titulo
meramente enunciativo, metabolismo de la proteina muscular en la sepsis); neurotoxicidad (incluyendo, a titulo
meramente enunciativo, la enfermedad inducida por el VIH); osteoporosis; dolor, incluyendo, a titulo meramente
enunciativo, el dolor asociado con el cancer; la enfermedad de Parkinson; enfermedad periodontal; parto pretérmino;
psoriasis; dafo por reperfusion; shock séptico; efectos colaterales de la terapia con radiacién; enfermedad de la
articulacion mandibular temporal; trastornos del suefio; uveitis; y una enfermedad inflamatoria resultante, por ejemplo,
de una distensioén, un esguince, dafos en los cartilagos, traumatismos, cirugia ortopédica, infeccion u otros procesos
patoldgicos.

En determinados aspectos de la divulgacion, un inhibidor de la IL-1 puede ser cualquier proteina o molécula capaz de
prevenir especificamente la activacion de receptores celulares de (L-1, que puede resultar de cualquier nimero de
mecanismos. Entre los mecanismos ejemplares se incluyen, a titulo meramente enunciativo, la regulacion a la baja de
la produccién de IL-1, la IL-1 sin uniones, la interferencia en la unién de IL-1 con su receptor, la interferencia en la
formacién del complejo del receptor de IL-1 (es decir, la asociacion del receptor de IL-1 con una proteina accesoria
del receptor de IL-1) y la interferencia con la modulacién de la sefializacion de IL-1 tras la union a su receptor.

Ciertos inhibidores de interleucina-1 incluyen, a titulo meramente enunciativo, antagonistas del receptor de IL-1,
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, Kineret™ (anakinra), variantes de IL-1ra; IL-1ra y derivados de IL-1ra,
colectivamente denominadas «proteinas IL-1ra»; anticuerpos monoclonales del receptor de IL-1 (véase, por ejemplo,
EP 623674), proteinas de unién a IL-1, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, receptores de IL-1 soluble (véase,
por ejemplo, la patente estadounidense n° 5.492.888, la patente estadounidense n° 5.488.032, la patente
estadounidense n° 5.464.937, la patente estadounidense n° 5.319.071 y la patente estadounidense n° 5.180.812
anticuerpos monoclonales de IL-1 (véase, por ejemplo, WO 9501997, WO 9402627, WO 9006371, patente
estadounidense n° 4.935.343, EP 364778, EP 26761-1 y EP 220063 IL-1 proteinas accesorias del receptor» y
anticuerpos de las mismas (véase, por ejemplo, WO 98/23067 y WO 99/37773 inhibidores de la enzima que convierte
la interleucina-1 beta (ICE) o caspasa | (véase, por ejemplo, WO 99/46248, WO 99/47545 y WO 99/47154 que se
pueden utilizar para inhibir la produccion y secrecion de IL-1 beta; inhibidores de la proteasa de interleucina-1 beta; y
oiros compuestos y proteinas que bloquean la sintesis in vivo o la liberacion extracelular de 1L-1.

Los inhibidores de IL-1 ejemplares se revelan, por ejemplo, en las patentes estadounidenses n°® 5.747.444; 5.359.032;
5.608.035; 5.843.905; 5.359.032; 5.866.576; 5.869.660; 5.869.315; 5.872.095; 5.955.480; 5.965.564; solicitudes de
patentes internacionales (WO) 98/21957, 96/09323, 91/17184, 96/40907, 98/32733, 98/42325, 98/44940, 98/47892,
98/56377, 99/03837, 99/06426, 99/06042, 91/17249, 98/32733, 33/17661, 97/08174, 95/34326, 99/38426, 99/36415;
solicitudes de patentes europeas (EP) 534978 y 894795; y solicitud de patente francesa FR 2762514.

El antagonista del receptor de la interleucina-1 (IL-1ra) es una proteina humana que actia como inhibidor natural de
la interleucina-1 y es miembro de la familia de la IL-1, que incluye IL-1a e IL-1 p. Determinados antagonistas del
receptor, incluyendo la IL-1ra y sus variantes y derivados, asi como los procedimientos para generarlos y utilizarlos,
se describen en la patente estadounidense n° 5.075.222; WO 91/08285; WO 91/17184; AU 9173636; WO 92/16221;
WO 93/21946; WO 94/06457; WO 94/21275; FR 2706772; WO 94/21235; DE 4219626, WO 94/20517; WO
96/22793; WO 97/28828 y WO 99/36541. En determinados aspectos de la divulgacion, un antagonista del receptor de
IL-1 puede ser glicosilado. En determinados aspectos de la divulgacion, un antagonista del receptor de IL-1 puede ser
no glicosilado.

Tres formas de IL-1ra y variantes de la misma se describen en la patente estadounidense n° 5.075.222 (la patente
'222). La primera forma, denominada «IL-1 Hn» en la patente (222). La primera forma, denominada «IL-1» en la patente
'222, esta caracterizada como una molécula 22-23 kD en SDS-PAGE con un punto isoeléctrico aproximado de 4 8,
que eluye de una columna de FPLC Mono Q a unos 52 mM NaCl en tampon Tris, pH 7,6. La segunda forma, IL 1 raB,
esta caracterizada como una proteina 22-23 kD, que eluye de una columna Mono Q a 48 mM NaCl. Tanto IL-1raa
como IL-1raa son glicosiladas. La tercera forma, IL-1 rax, esta caracterizada como una proteina 20 kD, que eluye de
una columna Mono Q a 48 mM NaCl y es no glicosilada. La patente '222 también describe determinados
procedimientos para aislar los genes que codifican los inhibidores, clonar esos genes en vectores apropiados,
transformar y transfectar esos genes a determinados tipos de células, y para expresar esos genes para producir los
inhibidores.

En determinados aspectos de la divulgacion, las eliminaciones, inserciones y/o sustituciones (individual o
colectivamente denominadas «variante(s)» se realizan en las secuencias de aminoacidos de la IL-1ra. En
determinados aspectos de la divulgacion, una variante de IL-1ra es biolégicamente activa (por ejemplo, posee la
capacidad de inhibir la IL-1).

En determinadas realizaciones, el presente invento esta dirigido a un anticuerpo del OPGL y al menos un inhibidor de
TNFa para su utilizacion en terapias y procedimientos de tratamiento que empleen estas terapias. En determinados
aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL y un inhibidor de TNFa y al menos una molécula adicional descrita
en el presente se utilizaran en una terapia.

Determinadas enfermedades y condiciones médicas estan mediadas por el TNF y se pueden considerar enfermedades
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inflamatorias. El término «enfermedad mediada por el TNF» utilizado en el presente incluye, a titulo meramente
enunciativo, una enfermedad o condicion médica que esta asociada con niveles elevados de TNF en los tejidos o
fluidos corporales y/o en la que las células o tejidos tomados del cuerpo producen niveles elevados de TNF en cultivo.
En determinados aspectos de la divulgacion, una enfermedad es una enfermedad mediada por el TNF si (a) los
hallazgos patoldgicos asociados con la enfermedad o condicion médica se pueden imitar experimentalmente en
animales mediante la administracion o regulacion al alza de la expresion de TNF y/o (2) una patologia inducida en
modelos animales experimentales de la enfermedad o condicion médica se pueden inhibir o abolir mediante el
tratamiento con agentes que inhiben la accion del TNF.

Determinadas enfermedades crénicas y agudas mediadas por el TNF incluyen, a titulo meramente enunciativo:
cachexia y anorexia; cancer, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, leucemia; sindrome de fatiga cronica;
indicaciones y/o enfermedades coronarias, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, fallo cardiaco congestivo,
restenosis coronaria, infarto de miocardio, disfuncion miocardica (incluyendo, a titulo meramente enunciativo, esta
enfermedad relacionada con la sepsis), e injerto de un bypass en la arteria coronaria; depresion; diabetes, incluyendo,
a titulo meramente enunciativo, la diabetes Juvenil tipo 1, diabetes mellitus y resistencia a la insulina (incluyendo, a
titulo meramente enunciativo, la resistencia a la insulina asociada con la obesidad); endometriosis, endometritis y
enfermedades relacionadas; fibromialgia y analgesia; enfermedad injerto contra huésped; hiperalgesia; enfermedades
inflamatorias intestinales, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, la enfermedad de Crohn y diarrea asociada con
Clostridium difficile; isquemia, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, isquemia cerebral, que incluye, a titulo
meramente enunciativo, lesiones cerebrales como resultado de un traumatismo, epilepsia, hemorragia y/o accidente
cerebral; enfermedad pulmonar, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, sindrome de distrés respiratorio agudo,
asma y fibrosis pulmonar; esclerosis multiple; enfermedades neuroinflamatorias; enfermedades y trastornos oculares,
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, trasplante de cérnea, degeneracion ocular y uveitis; dolor, incluyendo, a
titulo meramente enunciativo, dolor relacionado con el cancer; pancreatitis; enfermedades periodontales; pityriasis
rubra pilaris (PRP); prostatitis, incluyendo prostatitis bacteriana y no bacteriana, y enfermedades relacionadas;
psoriasis y enfermedades relacionadas; fibrosis pulmonar; lesiones por reperfusion; enfermedades reumaticas,
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, artritis reumatoide, osteoartritis, artritis juvenil (incluyendo, a titulo
meramente enunciativo, artritis reumatoide juvenil), poliartritis seronegativa, espondilitis anquilosante, sindrome de
Reiter y artritis reactiva, enfermedad de Still, artritis psoriasica, artritis enteropatica, polimiositis, dermatomiositis,
escleroderma, esclerosis sistémica, vasculitis (por ejemplo, enfermedad de Kawasaki), vasculitis cerebral, enfermedad
de Lyme, artritis inducida por estafilococos («séptica»), sindrome de Sjogren, fiebre reumatica, policondritis y
polimialgia reumatica y arteritis de células gigantes); shock séptico; efectos colaterales de la terapia de radiacion; lupus
eritematoso sistémico (SLE); enfermedad de la articulacion mandibular temporal; tiroiditis; y trasplante de tejido y/o
enfermedad inflamatoria, por ejemplo, resultante de una distensiéon, un esguince, dafios en los cartilagos,
traumatismos, cirugia ortopédica, infeccion (por ejemplo, VIH, Clostridium difficile y especies relacionadas) u oiros
procesos patoldgicos.

En determinadas realizaciones, los inhibidores del TNF pueden actuar al menos regulando a la baja o inhibiendo la
produccién de TNF, uniéndose al TNF libre, interfiriendo en la unién de TNF a su receptor e interfiriendo en la
modulacion de la sefializacion del TNF tras la union a su receptor. El término «inhibidor del TNF» incluye, a titulo
meramente enunciativo, los receptores de TNF solubilizados, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, el receptor
del factor de necrosis tumoral soluble tipo | (sTNF-RI; también denominado el receptor p55), el receptor del factor de
necrosis tumoral soluble tipo Il (también denominado p75), y Enbrel™ (etanercept), anticuerpos del TNF, incluyendo,
a titulo meramente enunciativo, Remicade™ (infliximab) y D2E7 (véase, por ejemplo, las patentes estadounidenses
n°® 6.090.382 y 6.258.562); anticuerpos del receptor de TNF; sTNF-RI (véase, por ejemplo, WO 98/24463), etanercept
(Enbrel™), Avakine™:; inhibidores de la enzima de conversion de TNF-a (TACE); y otras moléculas que afectan a la
actividad del TNF.

Los inhibidores del TNF-a ejemplares se describen, por ejemplo, en las solicitudes de patentes europeas EP 308 378;
EP 422 339; EP 393 438; EP 398 327; EP 412 486; EP 418 014, EP4 1 7 563, EP433 900; EP 464 533; EP512 528;
EP 526 905; EP 568 928; EP 607 776, que describe el uso de leflunomida para la inhibicién de TNF-a; EP 663 210;
EP 542 795; EP 818 439; EP 664 128; EP 542 795; EP 741 707; EP 874 819 ; EP 882 714; EP 880 970; EP 648 783;
EP 731 791; EP 895 988; EP 550 376; EP 882 714; EP 853 083; EP 550 376; EP 943 616; EP 939 121; EP 614 984 ;
EP 853 083; las patentes estadounidenses n° 5.136.021; 5.929.117; 5.948.638; 5.807.862; 5.695.953; 5.834.435;
5.817.822; 5830742; 5.834.435; 5.851.556; 5.853.977; 5.359.037; 5.512.544; 5.695.953; 5.811.261; 5.633.145;
5.863.926; 5.866.616; 5.641.673; 5.869.677; 5.869.511; 5.872.146; 5.854.003; 5.856.161; 5.877.222; 5.877.200;
5.877.151; 5.886.010; 5.869.660; 5.859.207; 5.891.883; 5.877.180; 5.955.480; 5.955.476; 5.955.435; 5.994.351;
5.990.119; 5.952.320; 5.962.481; solicitudes de patentes internacionales WO 90/13575, WO 91/03553, WO 92/01002,
WO 92/13095, WO 92/15221, WO 93/07863, WO 93/21946, WO 93/19777, WO 95/34326, WO 96/28546, WO
98/27298, WO 98/30541, WO 96/38150, WO 96/38150, WO 97/18207, WO 97/15561, WO 97/12902, WO 96/25861,
WO 96/12735, WO 96/11209, WO 98/39326, WO 98/39316, WO 98/38859, WO 98/39315, WO 98/42659, WO
98/39329, WO 98/43959, WO 98/45268, WO 98/47863, WO 96/33172, WO 96/20926, WO 97/37974, WO 97/37973,
WO 97/47599, WO 96/35711, WO 98/51665, WO 98/43946, WO 95/04045, WO 98/56377, WO 97/12244, WO
99/00364, WO 99/00363, WO 98/57936, WO 99/01449, WO 99/01139, WO 98/56788, WO 98/56756, WO 98/53842,
WO 98/52948, WO 98/52937, WO 99/02510, WO 97/43250, WO 99/06410, WO 99/06042, WO 99/09022, WO
99/08683, WO 99/07679, WO 99/09965, WO 99/07704, WO 99/06041, WO 99/37818, WO 99/37625, WO 97/11668,
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WO 99/50238, WO 99/47672, WO 99/48491; solicitudes de patentes japonesas 10147531, 10231285, 10259140, y
10130149, 10316570, 11001481, y 127,800/1991; solicitud de patente alemana n° 19731521; y solicitudes de patentes
britanicas n° 2 218 101, 2 326 881, 2 246 569.

EP 393 438 y EP 422 339 describen las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de un receptor de TNF soluble
de tipo | (también conocido como el inhibidor de TNF 30kDa o sSTNFR-I) y un receptor de TNF soluble de tipo Il (también
conocido como inhibidor de TNF 40kDa o sTNFR-II), denominados colectivamente «sTNFRs». EP 393 438 y EP 422
339 también describen formas modificadas de sTNFR-I y sTNFR-II, incluyendo, a titulo meramente enunciativo,
fragmentos, derivados funcionales y variantes. Por otra parte, EP 393 438 y EP 422 339 describen determinados
procedimientos para aislar los genes que codifican los inhibidores, clonar esos genes en vectores apropiados,
transformar o transfectar esos genes a determinados tipos de células, y expresar esos genes para producir los
inhibidores.

sTNFR-I y sTNFR-II son miembros de la superfamilia de receptores del factor de crecimiento nervioso/receptor de
TNF, que incluye el receptor del factor de crecimiento nervioso (NGF), el antigeno de células B CD40, 4-1BB, el
antigeno de células T de rata MRC OX40, el antigeno Fas y los antigenos CD27 y CD30 (Smith y col. (1990) Science,
248:1019-1023). Una caracteristica conservada de ese grupo de receptores de la superficie celular es un dominio de
union del ligando extracelular rico en cisteina, que se puede dividir en cuatro temas repetidos de unos 40 aminoacidos
que contienen 4-6 residuos en posiciones que estan bien conservadas (Smith y col. (1990), supra).

EP 393 438 muestra un inhibidor del TNF 40kDa A51 y un inhibidor del TNF 40kDa TNF A53, que son versiones
truncadas de la proteina del inhibidor TNF 40kDa recombinante en toda su longitud. A51 y A53 tienen 51 o 53
aminoacidos, respectivamente, eliminados del carboxi-terminal de la proteina madura.

La solicitud PCT publicada n® WO 98/01555 describe formas truncadas de sTNFR-I y sTNFR-II que no contienen el
cuarto dominio (residuos de aminoacidos Thr'?7-Asn'®' de sTNFR-I y residuos de aminodacidos Pro'#'-Thr'7® de sTNFR-
[11); una porcion del tercer dominio (residuos de aminoacidos Asn'''-Cys'?6de sTNFR-I y residuos de aminoéacidos
Pro'?3-Lys'0 de sTNFR-II); y, opcionalmente, no contienen una porcion del primer dominio (residuos de aminoacidos
Asp'- Cys'® de sTNFR-l y residuos de aminoacidos Leu'-Cys®? de sTNFR-Il). En determinados aspectos de la
divulgacion, los sTNFRs truncados incluyen las proteinas representadas por la formula Rs-[Cys'®-Cys'%%-R2 y R4-
[Cys®2-Cys''%]-Rs. Estas proteinas son formas truncadas de sTNFR-l y sTNFR-II, respectivamente.

«R4-[Cys'®-Cys'%%-R2» representa en el presente una o mas de las proteinas en las que [Cys'®-Cys'%®] son los
residuos 19 a 103 de sTNFR-I, cuya secuencia se recoge en la Figura 1 de WO 98/01555; donde R; representa un
grupo de aminas metioniladas y no metioniladas de Cys'® o uno o mas residuos de aminoacidos amino-terminales
seleccionados de Cys' a Asp'; y donde R2 representa un grupo carboxi de Cys'® o uno o mas residuos de
aminoéacidos carboxi-terminales seleccionados de Phe™ a Leu''°.

Los sTNFR | truncados ejemplares que se utilizaran en El presente invento incluyen, a titulo meramente enunciativo,
sTNFR-12 6D/C105, sTNFR-I 2.6D/C106, sTNFR-I 26D/N105, sTNFR-I 23D/d8, sTNFR-I 2.3D/d18, sTNFR-1 2.3D/d15,
metionilados o no metionilados, y variantes y derivados de los mismos. Ciertos sTRNF-1 truncados ejemplares se
describen, por ejemplo, en la solicitud PCT publicada n°WO 98/01555.

«R3-[Cys*?-Cys'1%]-R4» representa en el presente una o mas proteinas donde [Cys®2-Cys''%] son los residuos Cys®? a
Cys'"® de sTNFR-Il, cuya secuencia se recoge en la Figura 8 de WO 98/01555; donde R3 representa un grupo de
aminas metioniladas o no metioniladas de Cys® o uno o mas residuos de aminoacidos amino-termina les
seleccionados de Cys®' a Leul; y donde R4 representa un grupo carboxi de Cyst'® o uno o mas residuos de
aminodcidos carboxi-terminales seleccionados de Ala''® a Arg'?2.

En determinados aspectos de la divulgacion, el presente invento esta dirigido a un anticuerpo del OPGL y al menos
un inhibidor de la serin-proteasa para utilizarlo en una terapia y procedimientos de tratamiento que utilicen tales
terapias. En determinadas realizaciones, un anticuerpo del OPGL, un inhibidor de la serin-proteasa y al menos una
molécula adicional descrita en el presente se utilizaran en una terapia.

Las enzimas proteoliticas endégenas pueden degradar los organismos invasores, complejos antigeno-anticuerpo y
ciertas proteinas de los tejidos que ya no son necesarias o Utiles. Los agentes infecciosos pueden introducir enzimas
proteoliticas adicionales en el organismo. Los inhibidores de la proteasa pueden regular las enzimas proteoliticas
enddgenas e invasoras.

En determinados aspectos de la divulgacion, los inhibidores de la proteasa naturalmente presentes sirven para
controlar las proteasas endégenas limitando sus reacciones local y temporalmente. En determinados aspectos de la
divulgacion, los inhibidores de proteasa pueden inhibir las proteasas introducidas en el organismo por agentes
infecciosos. En ciertos casos, los tejidos que son particularmente propensos a las infecciones y ataques proteoliticos,
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, los del tracto respiratorio, son ricos en inhibidores de proteasa.

Los inhibidores de proteasa comprenden aproximadamente el 10% de las proteinas plasmaticas humanas. Al menos
ocho inhibidores han sido aislados en esta fuente y descritos en la bibliografia. Estos incluyen, a titulo meramente
enunciativo, alfa 2-macroglobulina (alfa 2M), inhibidor de proteasa alfa 1 (alfa 1P1), alfa 1-aniiquimoiripsina (alfa
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1Achy), alfa 1-anticolagenasa (alfa 1AC) e inhibidor de inter-alfa-tripsina (I-alfa-l).

En ciertos casos, una alteracion del equilibrio del inhibidor de proteasa/proteasa puede provocar una destrucciéon de
tejido mediada por la proteasa, incluyen, a titulo meramente enunciativo, enfisema, artritis, glomerulonefritis,
periodontitis, distrofia muscular, invasion tumoral y algunas otras condiciones patoldgicas. En ciertas situaciones, como
procesos patologicos graves (tales como sepsis o leucemia aguda), la cantidad de enzimas proteoliticas libres
presentes puede aumentar debido a la liberacién de enzimas de las células secretoras.

Por otra parte, en ciertos casos, una capacidad reducida del inhibidor de regulacién del organismo también puede
causar alteraciones en el equilibrio inhibidor de proteasa/proteasa. Un ejemplo de esta capacidad reducida del inhibidor
de regulacion es una deficiencia del inhibidor de proteasa alfa 1, que esta asociado con el desarrollo de un enfisema
pulmonar.

En determinados casos, se pueden producir graves dafios en el organismo cuando se dan estas condiciones
anomalas, a menos que se puedan tomar medidas para controlar las enzimas proteoliticas. Por lo tanto, se han
buscado inhibidores de proteasa que se puedan administrar a un organismo para controlar las enzimas proteoliticas.

La elastasa leucocitaria, tripsina, catepsina G y elastasa pancreatica son algunos ejemplos de una dase de proteasas
conocidas como serin-proteasas.

En ciertos casos, la elastasa leucocitaria, cuando se libera extracelularmente, degrada el tejido conectivo y otras
proteinas valiosas. Mientras que un organismo que funciona con normalidad degrada una cierta cantidad de tejido
conectivo y otras proteinas, la presencia de una cantidad excesiva de elastasa leucocitaria puede estar asociada con
diversas condiciones patoldgicas, entre las que se incluyen, a titulo meramente enunciativo, el enfisema y la artritis
reumatoide. En determinados aspectos de la divulgacién, para contrarrestar los efectos de la elastasa leucocitaria
cuando esta presente en cantidades superiores a lo normal, se ha buscado un inhibidor de la proteasa que sea
especifico para la elastasa leucocitaria. Este inhibidor de la proteasa podria ser (til si se pudiese aislar o preparar en
una forma purificada y en cantidades suficientes para que resultase util desde el punto de vista farmacéutico.

Ciertos inhibidores de la elastasa se describen, por ejemplo, en Schiessler y col., Acid-Stable Inhibitors of Granulocyte
Neutral Proteases in Human Mucous Secretions: Biochemistry and Possible Biological' Function, en Neutral Proteases
of Human Polymorphoneuclear Leucocytes, Havemann y col. (eds), Urban and Schwarzenberg, Inc. (1978), y en Travis
a Saivesen, Ann. Rev. Biochem. 52: 655-709 (1983).

En determinados casos, la tripsina inicia la degradacion de ciertos tejidos blandos de los 6rganos, como el tejido
pancreatico, durante diversas condiciones agudas, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, la pancreatitis. Un
inhibidor de la tripsina podria ser util si se pudiese aislar y preparar en una forma purificada y en cantidades suficientes
para que resultase Util desde el punto de vista farmacéutico.

La catepsina G es otra proteasa presente en los leucocitos. La catepsina G es capaz de degradar diversas proteinas
in vitro, incluyendo las de las vias de complemento. La elastasa pancreatica es otra proteasa que puede influir en la
pancreatitis. Asi, los inhibidores de estas proteasas también pueden tener valor farmacéutico.

En determinados aspectos de la divulgacion, se cree que la especificidad del sustrato y la sensibilidad a diferentes
inhibidores de serin-proteasas son el resultado de los cambios solamente en algunos residuos de aminoacidos. Por
analogia, puede ser posible concebir una clase de inhibidores de serin-proteasa en la que los cambios en una cantidad
de aminoacidos relativamente escasa permitiran la inhibicién de diferentes proteasas. En determinados aspectos de
la divulgacion, un miembro de esta clase inhibe todas las serina proteasas.

Un inhibidor de la serin-proteasa ejemplar secreta el inhibidor de la proteasa leucocitica (SLPI) y fragmentos y analogos
del mismo. Los inhibidores de la serin-proteasa ejemplares también incluyen, a titulo meramente enunciativo,
antileucoproteasa (ALP), inhibidor de proteasa mucosa (MPI), inhibidor seminal humano | (HUSI-I), inhibidor de moco
bronquial (BMIi) e inhibidor de moco cervical (CUSI), En determinados aspectos de la divulgacién, un inhibidor de la
serin-proteasa también puede ser el modulador de LPS. Véase, por ejemplo, Jin y col. (1997), Cell 88(3): 417-26. En
determinadas realizaciones, estas moléculas son apropiadas para su uso en condiciones que provocan pérdida de
hueso, porque estan preferentemente dirigidas al cartilago.

Los inhibidores de serin-proteasa ejemplares se describen, por ejemplo, en las patentes estadounidenses n°
4.760.130; 5.900.400; y 5.633.227. Las moléculas recogidas en las referencias mencionadas, asi como cualquier
variante o analogo de las mismas, se denominan colectivamente «inhibidores de la serin-proteasa».

IL-18 es una citocina proinflamatoria que se descubrié que induce interferon-y y anteriormente se denominaba factor
de induccion de interferéon gamma (IGIF). En determinados casos, se ha demostrado que la IL-1 regula al alza la
produccion de IL-18, y que IL-18 induce la produccion de una serie de citocinas proinflamatorias, incluyendo IL-6 y
MMP-1. Véase, por ejemplo, Dinarello y col. (1998), J. Leukocyte Biol. 63: 655-64. En determinados casos, la caspasa
| también es importante para la produccion de IL-18. Los experimentos también sugieren que el TNF-a regula la
produccion de IL-18, h que la inhibicion simultanea de TNF-a e IL-18 protege contra la toxicidad hepatica. Véase, por
ejemplo, Faggioni y col, (2000), PNAS 97: 2367-72.
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IL-18 actua in vivo a través de un sistema receptor reminiscente del sistema IL-1. IL-18 interactia con un receptor de
la superficie celular (IL-18R), que interactda con una proteina accesoria (IL-18RAcP). La sefalizaciéon mediada por IL-
18 se produce tras la formacién del complejo de IL-18, IL-18Re IL-18RAcP. Un inhibidor natural para IL-18 es IL-18bp.
En determinadas realizaciones, IL-18bp actia como un «receptor sefiuelo» uniéndose a las moléculas de IL-18 e
impidiendo la interaccion con IL-18R.

En determinados aspectos de la divulgacion, el presente invento esta dirigido a un anticuerpo del OPGL y al menos
un inhibidor de IL-18 para su utilizacion en terapias y procedimientos de tratamiento que empleen estas terapias. En
determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL y un inhibidor de IL-18 y al menos una molécula
adicional descrita en el presente se utilizaran en una terapia. Entre las condiciones ejemplares que se pueden tratar
de acuerdo con determinados aspectos de la divulgacioén incluyen, a titulo meramente enunciativo, las enfermedades
autoinmunes, las enfermedades mediadas por IL-1 y las enfermedades mediadas por TNF. Entre las condiciones
ejemplares que se pueden tratar con un anticuerpo del OPGL y al menos un inhibidor de IL-18 de acuerdo con
determinados aspectos de la divulgacion se incluyen, a titulo meramente enunciativo, la artritis, incluyendo, a titulo
meramente enunciativo, la artritis reumatoide; el lupus eritematoso sistémico (SLE); la enfermedad injerto contra
huésped (GvHD); la hepatitis; sepsis; y la pérdida de hueso y cartilago que acompafan a estas enfermedades.

Entre los inhibidores de IL-18 se incluyen, a titulo meramente enunciativo, los anticuerpos que se unen a IL-18;
anticuerpos que se unen a IL-18R; anticuerpos que se unen a IL-18RACcP; IL-18bp; fragmentos de IL-18R (por ejemplo,
un dominio extracelular solubilizado del receptor de IL-18); péptidos que se unen a IL-18 y reducen o impiden su
interaccion con 1L-18R; péptidos que se unen a IL-18R y reducen o impiden su interaccién con IL-18 o con IL-18RACP;
péptidos que se unen a IL-18RACP y reducen o impiden su interaccion con IL-18R; y moléculas pequefias que reducen
o impiden la produccién de IL-18 o la interaccion entre cualquiera de las IL-18, IL-18R e IL- 18RacP.

Ciertos inhibidores de IL-18 se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense n° 5.912.324, publicada el 14 de
julio de 1994; EP 0 962 531, publicada el 8 de diciembre de 1999; EP 712 931, publicada el 15 de noviembre de 1994;
la patente estadounidense n° 5.914.253, publicada el 14 de julio de 1994; WO 97/24441, publicada el 10 de julio de
1997; la patente estadounidense n° 6.060.283, publicada el 9 de mayo de 2000; EP 850 952, publicada el 26 de
diciembre de 1996; EP 864 585, publicada el 16 de septiembre de 1998; WO 98/41232, publicada el 24 de septiembre
de 1998; la patente estadounidense n° 6.054.487, publicada el 25 de abril de 2000; WO 99/09063, publicada el 14 de
agosto de 1997; WO 99/22760, publicada el 3 de noviembre de 1997; WO 99/37772, publicada el 23 de enero de
1998; WO 99/37773, publicada el 20 de marzo de 1998; EP 0 974 600, publicada el 26 de enero de 2000; WO
00/12555, publicada el 9 de marzo de 2000; la solicitud de patente japonesa JP 111,399/94, publicada el 31 de octubre
de1997; la solicitud de patente israeli IL 121554 AO, publicada el 8 de febrero de 1998).

En determinados aspectos de la divulgacion, se puede utilizar un anticuerpo del OPGL con al menos un agente
terapéutico para la inflamacion. En determinados aspectos de la divulgacion, se puede utilizar un anticuerpo del OPGL
con al menos un agente terapéutico para un trastorno inmunolégico. Entre los agentes terapéuticos ejemplares para
la inflamacién y los trastornos inmunolégicos se incluyen, a titulo meramente enunciativo, los corticosteroides,
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, la prednisolona; los farmacos antinflamatorios no esferoides (NSAIDs),
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, los inhibidores de la ciclooxigenasa de tipo 1 (COX-1) y la ciclooxigenasa
de tipo 2 (COX-2); farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARD), incluyendo, a titulo
meramente enunciativo, el metotrexato, la hidroxicloroquina, cloroquina, ciclosporina, compuestos auricos (como
auranofina, aurotiomalato y aurotioglucosa), y leflunomida; inhibidores de la fosfodiesterasa, incluyendo, a titulo
meramente enunciativo, rolipram y pentoxifilina; tacrolimus (FK-506); sirolimus (rapamycin); acido micofendlico;
inhibidores de 5-lipoxigenasa, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, zlleuton; moduladores de la interieucina-6
(IL-6); moduladores de moléculas pequefias de proteina quinasa mitdgeno activada 38 kDa (p38-MAPK); moduladores
de moléculas pequefias de moléculas intracelulares implicadas en las vias de inflamacion, donde estas moléculas
intracelulares incluyen, a titulo meramente enunciativo, jnk, IKK, NF-kB, ZAP70 e Ick. Ciertos agentes terapéuticos
para la inflamacion ejemplares se describen, por ejemplo, en C.A. Dinarello y L.L. Moldawer, Proinflammatory and
Anti-inflammatorv Cytokines in Rheumatoid Arthritis: A Primer for Clinicians, tercera edicion (2001). Amgen Inc.
Thousand Oaks, OA. Ciertos agentes terapéuticos para enfermedades inflamatorias y autoinmunes ejemplares
incluyen, a titulo meramente enunciativo, los moduladores de interferén gamma (IFN-y); moduladores de OX40/0X40L
(incluyendo las formas solubles de OX40); moduladores del ligando 4-1BB/4-1BB (incluyendo formas solubles de 4-
1BB); y moduladores de las vias coestimuladoras de células B y células T, incluyendo, a titulo meramente enunciativo,
los moduladores de de las parejas de ligandos del receptor CD28/B7, CD40/CD40L, ICOS/B7TRP1 y AGP-
3/TACI/BAFFR (AGP-3 se une tanto a los receptores de TACI como de BAFFR). Ciertos moduladores ejemplares de
las vias coestimuladoras de células B y células T incluyen, a titulo meramente enunciativo, inhibidores de CD28, B7.1
y B7.2 (incluyendo formas solubles de B7.1 o0 B7.2 y formas solubles de CTLA4, pudiéndose fusionar ambas con una
proteina o un péptido heterdlogo que reduce o impide la degradacién y/o incrementa la vida media, reduce la toxicidad,
reduce la inmunogenicidad o incrementa la actividad biologica de una proteina terapéutica al incrementar la solubilidad
o la vida media en circulacion); inhibidores de CD40 y CD40L (incluyendo formas solubles de CD40 que se pueden
fusionar con una proteina o péptido heterélogo); inhibidores de ICOS y B7RP1 (incluyendo formas solubles de ICOS
que se pueden fusionar con una proteina o péptido heterélogo) e inhibidores de AGP-3, TACI y BAFFR (incluyendo
formas solubles de TACI y BAFFR). ICOS, B7RP1 y sus inhibidores se describen, por ejemplo, en WOOO/46240.
AGP-3, TACI y BAFFR vy sus inhibidores se describen, por ejemplo, en WOOO/47740, WO01/85872, WO02/15273,
W098/39361, y von Bulowy Bram (1997) Science 278:138-140.
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En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL se utilizara para tratar la pérdida de hueso,
incluyendo, a titulo meramente enunciativo, la pérdida de hueso resultante de la destruccion osteolitica del hueso
causada por tumores malignos o metastasicos. En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL
se puede utilizar para tratar la pérdida de hueso asociada con el cancer. Entre los canceres ejemplares se incluyen, a
titulo meramente enunciativo, los de mama, prostata, tiroides, rifién, pulmon, eséfago, recto, vejiga, cervical, de ovarios
e higado, asi como el cancer del tracto gastrointestinal. En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo
del OPGL se utilizara para tratar la pérdida de hueso asociada, por ejemplo, con ciertas enfermedades malignas
hematolégicas, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, el mieloma multiple y el linfoma, incluyendo la enfermedad
de Hodgkin.

En determinados aspectos de la divulgacion, solamente se administra un anticuerpo del OPGL. En determinados
aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL se administrara al menos con otro agente terapéutico, incluyendo,
a titulo meramente enunciativo, al menos otro agente para el tratamiento del cancer. Entre los agentes para el
tratamiento del cancer ejemplares se incluyen, a titulo meramente enunciativo, la radioterapia y la quimioterapia. En
determinados aspectos de la divulgacion, la quimioterapia puede implicar el tratamiento con uno o mas de los
siguientes: antracidinas, taxol, tamoxifeno, doxorrubicina, 5-fluorouracilo y otros farmacos conocidos en el campo. En
determinadas realizaciones, un agente para el tratamiento del cancer es un antagonista de la hormona liberadora de
hormona luteinizante (LHRH). En determinadas realizaciones, un antagonista de la LHRH es un antagonista de un
péptido.

En determinados aspectos de la divulgacion, un antagonista de una LHRH comprende el péptido: Ac-D-Nal-4-Cl-Phe-
D-Phe-Ser-N-Me-Tyr-D-Asn-Leu-lys (iPr)-Pro-D-Ala NH2 (SEQ ID NO: 20), donde Nal es 3-(2-naftil) afaninil; 4-CI-Phe
es (4'- clorofenil) alaninil; Pal es 3-(3'-piridil) alaninil; y Lys(iPr) es N-épsilon-2-propil-lisinil.

En determinados aspectos de la divulgacion, un antagonista de la LHRH es un decapéptido antagonista de LHRH.
Determinados decapéptidos ejemplares se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense n° 5.843.901.

De acuerdo con determinadas realizaciones, los anticuerpos terapéuticos ejemplares incluyen, a titulo meramente
enunciativo, anticuerpos de ratén, quiméricos ratébn-humano, de injerto de CDR y totalmente humanos, y anticuerpos
sintéticos, entre los que se incluyen, a titulo meramente enunciativo, los seleccionados revisando las bibliografias de
anticuerpos. Entre los anticuerpos ejemplares se incluyen, a titulo meramente enunciativo, los que se unen a las
proteinas de la superficie de las células Her2, CDC20, CDC33, glicoproteina tipo mucina y el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) presente en las células tumorales y que opcionalmente provoca un efecto citostatico
y/o citotdxico sobre las células tumorales que presentan estas proteinas. Entre los anticuerpos ejemplares también se
incluyen HERCEPT1N™ (trastuzumab), que se puede utilizar para tratar el cancer de mama y otras formas de cancer,
y RITUXAN™ (rituximab), ZEVALIN™ (ibritumomab tiuxetan), y LYMPHOCIDE™ (epratuzumab), que se puede utilizar
para tratar el linfoma no Hodgkin y otras formas de cancer. Ciertos anticuerpos ejemplares también incluyen
ERBITUX™ (IMC-C225), BEXXAR™ (iodina 131 tositumomab) y Carnpath.

En determinados aspectos de la divulgacion, los agentes para el tratamiento del cancer son polipéptidos que provocan
selectivamente apoptosis en las células tumorales, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, el polipéptido
relacionado con el TNF, TRAIL. En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL se puede
administrar antes, de forma concurrente o con posterioridad a la terapia con un agente para tratar el cancer. En
determinados aspectos de la divulgacion, se puede administrar un anticuerpo del OPGL profilacticamente para impedir
o mitigar la aparicion de la pérdida de hueso por cancer metastasico. En determinados aspectos de la divulgacion, se
puede administrar un anticuerpo del OPGL para el tratamiento de una condicién existente de pérdida de hueso
provocada por la metastasis.

En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL se utilizara para prevenir y/o tratar la pérdida de
hueso asociada con un mieloma mdltiple y/o evitar y/o tratar la enfermedad en si. El mieloma mudltiple es un tumor
derivado de las células B que puede provocar una morbididad y/o mortalidad significativas. En determinados casos,
una manifestacion clinica de mieloma mudltiple es la pérdida de hueso focal, que se puede deber a un incremento de
la activacion del osteoclasto en regiones localizadas. Muchos pacientes con mieloma presentan lesiones 6seas visibles
mediante analisis radiolégico y sufren dolor esquelético. En determinados casos, los pacientes con mieloma son
susceptibles a las fracturas patoldgicas del hueso afectado, que se pueden producir de forma espontanea o debido a
una lesion. En determinados casos, las lesiones esqueléticas que ocurren durante un mieloma no solamente provocan
fracturas de huesos, sino también deformidad y en ocasiones compresion nerviosa, particularmente en la columna
vertebral. En algunos pacientes, se produce un incremento patolégico del calcio sérico (hipercalcemia), que puede
causar problemas graves durante el tratamiento de la enfermedad. En determinados aspectos de la divulgacion, se
puede administrar un anticuerpo del OPGL a los pacientes para reducir o bloquear la reabsorcion ésea vy liberar calcio,
lo que puede reducir el riesgo de fracturas y de deformidad de la columna.

En determinados casos, las células del mieloma no participan directamente en la destruccion del hueso, sino que
producen sefiales extracelulares que conducen a la diferenciacion y activacion del osteoclasto. En determinados
casos, los osteoclastos producen niveles elevados de citocina IL-6, particularmente cuando son activados. IL-6 es un
factor de crecimiento B-ce/d, y contribuye al crecimiento de las células del mieloma humano y murino in vitro. Las
células del mieloma también pueden producir OPGL, directa o indirectamente, lo que puede provocar una lisis dsea
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local alrededor de las células del mieloma incrustadas en los espacios de la médula ésea. En determinados casos, los
osteoclastos normales adyacentes a las células del mieloma, a su vez, producen IL-6, lo que puede provocar la
expansion local de las células tumorales. Las células del mieloma se expanden de forma clonal y pueden ocupar
espacios del hueso que se crean mediante una reabsorcion ésea inapropiada.

Se ha observado que la administracién de OPG en roedores induce una muerte rapida de la poblacién de oseoclastos
(véase, por ejemplo, Lacey y col. (2000) Am. J. Pathol. 157:435-448). Una reduccion del nimero de osteoclastos
puede contrarrestar el efecto del incremento de la produccion IL-6 de estas células y, por lo tanto, puede afectar al
crecimiento y a la supervivencia de las células del mieloma dentro del hueso trabecular. Asi, en determinados aspectos
de la divulgacion, la administracion de un anticuerpo del OPGL a un paciente con mieloma no solamente puede
bloquear el exceso de reabsorcion dsea, sino que también puede afectar a la expansion y a la supervivencia del propio
tumor.

Las células B expresan el receptor de OPGL, ODAR. Las células del mieloma también expresan ODAR y, ademas,
producen OPGL. En determinados casos, la expresion tanto de OPGL como de ODAR en la misma poblacion celular
puede crear un estimulo autocrino que afecta a la supervivencia de las células del mieloma. Asi, en determinados
aspectos de la divulgacion, la administracion de un anticuerpo del OPGL puede reducir la supervivencia de las células
tumorales, reduciendo o eliminando asi la carga tumoral observada en los pacientes con mieloma.

En determinadas realizaciones, el invento proporciona preparaciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo del OPGL, junto con un diluyente farmacéuticamente aceptable, un
soporte, un solubilizador, un emulsionante, conservante y/o adyuvante.

En determinadas realizaciones, el invento proporciona una preparacion farmacéutica; la preparacion farmacéutica
puede comprender una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo del OPGL del invento y una cantidad
terapéuticamente efectiva de al menos un agente terapéutico adicional, junto con un diluyente farmacéuticamente
aceptable, un soporte, un solubilizador, un emulsionante, conservante y/o adyuvante. En determinadas realizaciones,
el agente terapéutico adicional se puede seleccionar entre los factores morfogénicos del hueso denominados BMP-1
a BMP-12; el factor de crecimiento de transformacion beta (TGF-B) y miembros de la familia TGF-§; inhibidores de la
interleucina-1 (IL-1), incluyendo, a titulo meramente enunciativo, IL-1ra y derivados de la misma y Kineret™ (anakinra),
inhibidores de TNFa, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, un receptor de TNFa soluble, Enbrel (etarnercept)
contra anticuerpos TNFa. Remicade™ (infliximab) y anticuerpo CJ2E7; hormona paratiroidea y analogos de la misma,
proteina relacionada con la hormona paratiroidea y analogos de la misma; protaglandinas de la serie E; bifosfonatos
(como alendronato y oiros); minerales importantes para los huesos, como el flior y el calcio; farmacos antinflamatorios
no esteroideos (NSAID), incluyendo, inhibidores de COX-2, como Ceiebrex (cefecoxib) y Vioxx™ (rofecoxib);
inmunosupresores, como el metratrexato o la leflunomida; serin-proteasa como un inhibidor de la proteasa de
leucocitos secretores (SLPI); inhibidores de IL-6 (como anticuerpos de IL-6), inhibidores de 1L-8 (como anticuerpos
de IL-8); inhibidores de IL-18 (por ejemplo, la proteina de enlace de 1L-18 o anticuerpos de IL-18); moduladores de la
enzima de conversion de la inierleucina-1 (ICE); factores de crecimiento fibroblasto FGF-1 a FGF-10 y moduladores
del FGF; antagonistas del PAF; un factor de crecimiento queratinocitico (KGF), moléculas relacionadas con el KGF y
moduladores del KGF; moduladores de la metaloproteinasa de matriz (MMP); moduladores de la sintasa del éxido
nitrico (NOS), incluyendo los moduladores de NOS inducible; moduladores del receptor de glucocorticoides,
moduladores del receptor de glutamato, moduladores de los niveles de lipopolisacaridos (LPS); y noradrenalina y
moduladores y miméticos de la misma.

En determinadas realizaciones, los materiales aceptables de la férmula preferiblemente son no téxicos para los
receptores a las dosis y concentraciones empleadas.

En determinadas realizaciones, la composicién farmacéutica puede contener materiales de la férmula para modificar,
mantener o conservar, por ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la claridad, el color, la isotonicidad, el olor, la
esterilidad, la estabilidad, el indice de disolucion o la liberacién, la absorcién o la penetracion de la composicion. En
determinadas realizaciones, entre los materiales de la férmula adecuados se incluyen, a titulo meramente enunciativo,
aminoacidos (como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina); antimicrobianos; antioxidantes (como acido
ascorbico, sulfito sédico o hidrégeno sulfito sodico); lampones (como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos
u ofros acidos organicos); agentes de carga (como manitol o glicina); agentes quelantes (como acido
etilendiaminotetraacético (EDTA)); agentes complejantes (como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o
hidroxipropil-beta-ciclodextrina); material de carga; monosacaridos; disacaridos; y otros carbohidratos (como glucosa,
mafiosa o dextrinas); proteinas (como sueroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas); colorantes, aromatizantes y
agentes diluyentes; agentes emulsionantes; polimeros hidréfilos (como polivinilpirrolidona); polipéptidos de bajo peso
molecular; contraiones de formacién de sal (como sodio); conservantes (como cloruro de benzalconio, acido benzoico,
acido salicilico, timerosat, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico y peréxido de
hidrégeno); disolventes (corno glicerina, glicol propilénico, glicol polietifénico); alcoholes de azucar (como manitol o
sorbitol); agentes de suspension; sulfactantes o agentes humectantes como plurénicos, PEG, esteres de sorbitan,
polisorbatos como el polisorbato 20, polisorbato 80, triton, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes
estabilizadores (como sacarosa o sorbitol); agentes tonificantes (como haluros metalicos alcalinos, preferiblemente
sodio o cloruro potasico, manitol, sorbitol); vehiculos portadores; diluyentes; excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos.
(Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Edicion, A.R. Gennaro, ed. Mack Publishing Company (1990).
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En determinadas realizaciones, un anticuerpo de OPGL y/o molécula terapéutica se une a un vehiculo de extension
de semivida conocido en el campo. Estos vehiculos incluyen, a titulo meramente enunciativo, el dominio Fe, glicol de
polietileno y dextrano. Estos vehiculos se describen, por ejemplo, en la solicitud estadounidense de la serie 09/428,082
y la solicitud PCT publicada n® WO 99/25044.

En determinadas realizaciones, la composicion farmacéutica éptima sera determinada por un especialista cualificado
en el campo, dependiendo, por ejemplo, de la via y el formato de administracion previstos y la dosis deseada. Véase,
por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, supra. En determinadas realizaciones, estas composiciones
pueden influir en El estado fisico, la estabilidad, el indice de liberacion in vivo y el indice de eliminacion in vivo de los
anticuerpos del invento.

En determinadas realizaciones, el soporte o vehiculo primario de una composicién farmacéutica puede ser de
naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, un soporte o vehiculo adecuado puede
ser el agua para la inyeccion, la solucion salina fisioldgica o fluido cerebroespinal artificial, posiblemente
complementado con otros materiales comunes en composiciones para la administracion parenteral. En determinadas
realizaciones, el salino tamponado neutro o salino mezclado con sueroalbumina son otros vehiculos ejemplares. En
determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden un tampén Tris de un pH aproximado de
7,0-8,5, o un tampdn de acetato de un pH aproximado de 4,0-5,5, que también pueden incluir sorbitol o un sustituto
adecuado del mismo. En determinadas realizaciones, una composicidon que comprende un anticuerpo del OPGL, con
o sin al menos un agente terapéutico adicional, se puede preparar para El almacenamiento mezclando la composicion
seleccionada con el grado deseado de pureza con agentes de formulacion opcionales (Remington's Pharmaceutical
Sciences, supra) en la forma de un ovillo liofilizado o una solucién acuosa. Por otra parte, en determinadas
realizaciones, una composicién que comprende un anticuerpo del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico
adicional, se puede formular como un liofilizado utilizando excipientes apropiados, como la sacarosa.

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas del invento se pueden seleccionar para la
administracion parenteral. En determinadas realizaciones, las composiciones se pueden seleccionar para la inhalacion
o para la administraciéon a través del tracto digestivo, como por via oral. La preparacion de estas composiciones
farmacéuticamente aceptables le corresponde al especialista cualificado.

En determinadas realizaciones, los componentes de la férmula estan presentes en concentraciones aceptables para
el sitio de administracién. En determinadas realizaciones, los tampones se utilizan para mantener la composiciéon con
un pH fisiolégico o con un pH ligeramente inferior, tipicamente dentro de un rango de pH de entre 5 y 8
aproximadamente.

En determinadas realizaciones, cuando se contempla una administracién parenteral, una composicion terapéutica
puede adquirir la forma de una solucién acuosa parenteral mente aceptable y sin pirdgeno que comprenda el
anticuerpo deseado del OPGL, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En determinadas realizaciones, un vehiculo para la inyeccién parenteral es agua destilada estéril en la que
el anticuerpo del OPGL, con o sin un agente terapéutico adicional al menos, se formula como una solucion isotonica,
estéril, convenientemente conservada. En determinadas realizaciones, la preparacion puede implicar la formulacion
de la molécula deseada con un agente, como microesferas inyectables, particulas bioerodibles, compuestos
poliméricos (como acido polilactico y acido poliglicélico), perlas o liposomas, que pueden permitir la liberacion
controlada o sostenida del producto que se podra administrar posteriormente mediante una inyeccion de depdsito. En
determinadas realizaciones, también se puede utilizar acido hialurénico, que puede tener el efecto de fomentar la
duracion sostenida en la circulacion. En determinados aspectos de la divulgacion, se pueden emplear dispositivos de
administracion del farmaco implantables para introducir la molécula deseada.

En determinadas realizaciones, se puede formular una composicion farmacéutica para la inhalacion. En determinadas
realizaciones, un anticuerpo del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se podra formular en forma
de polvo seco para la inhalacién. En determinadas realizaciones, una solucién de inhalacién con un anticuerpo del
OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se podra formular con un propelente para su administracion
mediante aerosol. En determinadas realizaciones, las soluciones se podran nebulizar. La administracion pulmonar
también se describe en la solicitud PCT n° PCTVUS94/001875, que describe la administracion pulmonar de proteinas
quimicamente modificadas.

En determinadas realizaciones, se contempla que las formulaciones se podran administrar por via oral. En
determinadas realizaciones, un anticuerpo del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, administrado
por esta via, se podra formular con o sin los portadores habitualmente utilizados en los compuestos de formas de
dosificacion solidas, como tabletas y capsulas. En determinadas realizaciones, se puede disefiar una capsula para
liberar la porcién activa de la formula en el punto del tracto gastrointestinal donde la biodisponibilidad se maximiza y
la degradacion presistémica se minimiza. En determinadas realizaciones, se podra incluir al menos un agente adicional
para facilitar la absorcion del anticuerpo del OPGL y/o cualquier agente terapéutico adicional. En determinadas
realizaciones, también se podran emplear diluyentes, aromatizantes, ceras con un punto de fusién bajo, aceites
vegetales, lubricantes, agentes de suspension, agentes desintegradores de tabletas y agentes ligantes.

En determinadas realizaciones, una composicion farmacéutica puede implicar una cantidad efectiva de anticuerpos
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del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, en una mezcla con excipientes no téxicos adecuados
para la fabricacion de tabletas. En determinadas realizaciones, al disolver las tabletas en agua estéril, u otro vehiculo
apropiado, las soluciones se pueden preparar en forma de dosis unitarias. En determinadas realizaciones, entre los
excipientes adecuados se incluyen, a titulo meramente enunciativo, diluyentes inertes, como carbonato calcico,
carbonato sédico o bicarbonato, lactosa o fosfato de calcio; o agentes aglutinantes, como almidon, gelatina o acacia;
0 agentes lubricantes, como estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales seran evidentes para los especialistas en el campo, incluyendo
formulaciones que contienen anticuerpos del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, en
formulaciones de administracion sostenida o controlada. En determinadas realizaciones, las técnicas para formular
varios otros medios de administracién sostenida o controlada, como portadores de liposomas, micro particulas
bioerodibles o perlas porosas e inyecciones de depdsito, también son conocidas por los especialistas en el campo.
Véase, por ejemplo, la solicitud PCT n°® PCT/US93/00829 que describe la liberacién controlada de microparticulas
poliméricas porosas para la administracion de composiciones farmacéuticas. En determinadas realizaciones, las
preparaciones de liberacion sostenida pueden incluir matrices de polimeros semipermeables en forma de articulos
conformados, como peliculas o microcapsulas. Las matrices de liberacidon sostenida pueden incluir poliésteres,
hidrogeles, polilactidos (patente estadounidense n°® 773.919 y EP 058.481), copolimeros de acido L-glutamico y
gamma-etil-L-glutamato (Sidman y col., Biopolymers, 22:547-556 (1983)), poli (2-hidroxietil-metacrilato) (Langer y col.,
J. Biomed. Mater, Res., 15:167-277 (1981) and Langer, Chem, Tech., 12:98-105 (1982)), etilenoacetato de vinilo
(Langer e/al., supra) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (EP 133.988). En determinadas realizaciones, los compuestos
de liberacién sostenida también pueden incluir liposomas, que pueden ser preparados por cualquiera de los
procedimientos conocidos en el campo. Véase, por ejemplo, Eppstein y col, Proc. Nati. Acad. Se/. USA, 82:3688-
3692(1985); EP 036.676; EP 088.046 y EP 143.949.

Por lo general, la composicion farmacéutica que se utilizara para la administracion in vivo es estéril. En determinadas
realizaciones, esto se puede realizar mediante filtracion a través de filtros de membrana estériles. En determinadas
realizaciones, cuando la composicion es liofilizada, la esterilizacion utilizando este procedimiento se puede realizar
antes o después de la liofilizacién y reconstitucion. En determinadas realizaciones, la composicion para administracion
parenteral se puede almacenar en forma liofilizada o en una solucion. En determinadas realizaciones, por lo general,
las composiciones parenterales se ponen en un depdsito con una entrada de referencia estéril, por ejemplo, un vial o
una bolsa de solucion intravenosa con un tope que se puede pinchar con una aguja hipodérmica.

En determinadas realizaciones, una vez que se ha formulado la composicion farmacéutica, se puede almacenar en
viales estériles como una solucidn, suspension, gel, emulsion, sélido o en polvo deshidratado o liofilizado. En
determinadas realizaciones, estas formulaciones se pueden almacenar en una forma preparada para la utilizacion o
en una forma (por ejemplo, liofilizada) reconstituible antes de la administracion.

El presente invento incluye kits para producir una unidad de administracién monodosis. En determinados aspectos de
la divulgacion, los kits pueden contener cada uno un primer contenedor con una proteina deshidratada y un segundo
contenedor con una férmula acuosa. En determinados aspectos de la divulgacion, se incluyen kits que contienen
jeringas cargadas previamente, de una Unica camara o multicdmara (como jeringas para liquido y liofilizados).

En determinados aspectos de la divulgacion, la cantidad efectiva de una composiciéon farmacéutica que comprende
un anticuerpo del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, que se empleara con fines terapéuticos
dependera, por ejemplo, de los objetivos y El contexto terapéutico. Un especialista en el campo apreciara que los
niveles de dosis adecuados para el tratamiento variaran, dependiendo, en parte, de la molécula administrada, la
indicacion para la que se va a utilizar El anticuerpo del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, la
via de administracion, el tamafio (peso corporal, superficie corporal o tamafo de los drganos) y/o estado (edad y salud
general) del paciente. En determinados aspectos de la divulgacion, el clinico podra titular la dosis y modificar la via de
administracion para obtener el efecto terapéutico 6ptimo. En determinados aspectos de la divulgacion, una dosis tipica
podra oscilar desde unos 0,1 mg/kg hasta unos 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores anteriormente
mencionados. En determinados aspectos de la divulgacion, la dosis puede oscilar desde 0,1 mg/kg hasta unos 100
mg/kg; o 1 mg/kg hasta unos 100 mg/kg; o 5 pg/kg hasta unos 100 mg/kg.

En determinados aspectos de la divulgacion, la frecuencia de dosificacion tendra en cuenta los parametros
farmacocinéticos del anticuerpo del OPGL y/o agentes terapéuticos adicionales en la férmula utilizada. En
determinados aspectos de la divulgacion, un clinico administrara la composicion hasta que se alcance una dosis que
consiga el efecto deseado. En determinados aspectos de la divulgacion, por tanto, se puede administrar la composicion
como una unica dosis 0 como dos o mas dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de la molécula deseada)
con el tiempo, o como una infusién continua mediante un dispositivo de implantacion o catéter. La dosis apropiada
seguira siendo ajustada rutinariamente por personas cualificadas en el campo y esto forma parte de sus tareas
rutinarias. En determinados aspectos de la divulgacion, las dosis apropiadas se pueden calcular mediante el uso de
datos dosis-respuesta apropiados.

En determinados aspectos de la divulgacion, la via de administracion de la composicion farmacéutica se ajusta a
procedimientos conocidos, por ejemplo por via oral, mediante inyeccion intravenosa, intraperitoneal, intracerebral
(intraparenquimal), intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal o por vias intralesionales;

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2342 820 TS5

mediante sistemas de liberacidon sostenida o dispositivos de implante. En determinados aspectos de la divulgacion,
las composiciones se pueden administrar mediante inyeccion de bolos o infusion continua, o a través de un dispositivo
de implante.

En determinados aspectos de la divulgacion, la composicion se puede administrar localmente, mediante el implante
de una membrana, esponja u otro material apropiado en el que se haya absorbido o encapsulado la molécula deseada.
En determinados aspectos de la divulgacion, cuando se utilice un dispositivo de implante, el dispositivo puede ser
implantado en cualquier érgano o tejido adecuado, y la administracion de la molécula deseada puede ser mediante
difusién, bofos de liberacion prolongada o administracion continua.

En determinados aspectos de la divulgacion, puede ser recomendable utilizar una composicion farmacéutica que
comprenda un anticuerpo del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, de forma ex vivo. En estos
casos, las células, tejidos y/u 6rganos que han sido retirados del paciente son expuestos a una composicion
farmacéutica que comprende un anticuerpo del OPGL, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, después
de lo cual las células, tejidos y/u érganos son implantados de nuevo en el paciente.

En determinados aspectos de la divulgacion, un anticuerpo del OPGL y/o cualquier agente terapéutico adicional se
puede administrar mediante la implantacién de determinadas células disefiadas genéticamente, utilizando
procedimientos como los descritos en el presente, para expresar y secretar los polipéptidos. En determinados aspectos
de la divulgacion, estas células pueden ser de animales o humanas, y pueden ser autélogas, heterélogas o
xenogénicas. En determinados aspectos de la divulgacion, las células se pueden inmortalizar. En determinados
aspectos de la divulgacion, al objeto de reducir las posibilidades de una respuesta inmunolégica, las células se pueden
encapsular para evitar la infiltracion de los tejidos circundantes. En determinados aspectos de la divulgacion, los
materiales de encapsulacion son tipicamente membranas o envolventes poliméricos, semipermeables y
biocompatibles que permiten la liberacién del producto o productos de la proteina para impedir la destruccion de las
células por parte del sistema inmunitario del paciente o por otros factores detrimentales de los tejidos circundantes.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos, incluyendo los experimentos realizados y los resultados conseguidos, se ofrecen con fines
ilustrativos unicamente y no se interpretara que limitan el presente invento.

Ejemplo 1
Clonacion de las cadenas pesada y ligera de aOPGL-1

Las células CHO que expresan el cDNA de OPGL humano en toda su longitud se utilizan para inmunizar al ratén
transgénico que contiene genes de inmunoglobulina humana. Los nddulos linfaticos del raton inmunizado se fusionan
con las células de mieloma murinas para generar hibridomas. Los sobrenadantes de las lineas del hibridoma se testan
en un ensayo ELISA en busca de anticuerpos que reaccionan con el OPGL humano. Las lineas anti OPGL que
expresan el hibridoma AMG 5, AMG 54 y AMG 61 expresan anticuerpos con una afinidad elevada con el OPGL (Kd
de 0,28 nM, 0,29 nM y 0,23 nM, respectivamente), y AMG 5 se selecciona para la clonacion. Los clones de cDNA de
la cadena pesada y ligera de AMG 65 y AMG 6.4 son idénticos, y AMG 65 se utiliza para clonar el cDNA de la cadena
ligera de aOPGL-1, mientras que AMG s 4 se utiliza para clonar el cDNA de la cadena pesada de aOPGL-1.

Clonacion de la cadena ligera de aOPGL-1

La region variable de la cadena ligera kappa de aOPGL-1 se obtiene utilizando procedimientos de amplificacion de la
PCR del cDNA de la primera cadena preparado con el RNA total de AMG 6.5. El cDNA de la primera cadena se
prepara con el RNA total de AMG 5 utilizando un cebador aleatorio con un 5'-adaptador extendido (5'-
GGCCGGATAGGCCTCACNNNNNNT-3' (SEQ ID NO: 15)) y los materiales y procedimientos que ofrece el kit Gibco
Superscript I ™ Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis (cat. N° 18089-011). Los siguientes
oligonucledtidos se utilizan para la PCR:

Cebador 5' kappa RACE

5 - GAT GAC CCA GTC TCC AGC CAC CCT G- 3’ (SEQ ID NO: 5)
Cebador 3' kappa RACE

5 - AAG GGT CAG AGG CCA AAG GAT GG - 3’ (SEQ ID NO: 6)

Los DNAs amplificados son clonados en pCRU-TOPO (Invitrogen) y los plasmidos resultantes son secuenciados. La
secuencia consensuada de la cadena kappa se utiliza para designar cebadores para la amplificacion de la PCR de la
cadena kappa de aOPGL-1 en toda su longitud. El cebador 5' aOPGL-1 kappa incorpora un sitio Xbal (TCTAGA) para
la clonaciéon y una secuencia Kozak "CCACC" antes del Met codén de iniciacion. El cebador 3' aOPGL-1 kappa
incorpora un sitio Sa/l (GTCGAC) tras el codén de terminacion para el clonado.

Cebador 5' aOPGL-1 kappa:
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5-CAA CTC TAG A CC ACC ATG GAA ACC CCA GCG-3' (SEQID NO: 7)

SitoXbal Kozak M E T P A (SEQ ID NO: 16)

Cebador 3' aOPGL-1 kappa

5-TTT GAC GTC GAC TTATCAACACTC TCC CCTGTTGAA G - (SEQID NO: 8)

Sitiosat * * C E€ G R N F (SEQIDNO: 17)

El clon de cDNA de la cadena kappa de aOPGL-1 en toda su longitud se obtiene utilizando el cDNA de la primera
cadena de AMG 6.5, anteriormente descrito, mediante la amplificacion de la PCR con los cebadores kappa 5'y 3' de
aOPGL-1. La reaccion PCR genera un fragmento de 738 bp que codifica los 235 residuos de aminoacidos (incluyendo
la secuencia de la sefial de la cadena kappa de 20 aminoacidos) de la cadena kappa de aOPGL-1. (Figura 4, SEQ iD
NO: 4). Tras la purificacion con un kit QIAquick PCR Purification (Qiagen cat. n° 28104), este fragmento se utiliza para
construir el vector de expresion de la cadena ligera kappa.

El fragmento kappa en toda su longitud de 738 bp anteriormente generado se corta con Xbal y Sa/l, se purifica
utilizando el sistema Promega Wizard DNA Clean-Up System (Promega cat. n° A7100), y se clona en pDSRa19 para
generar plasmido aOPGL-1-kappa/pDSRct19 (Figura 5). pDSRa19 se ha descrito anteriormente (véase WO 90/14363
(véase, por ejemplo, la Figura 12)). En resumen, para hacer pDSRa19, pDSRa2 se modifica de (as siguientes maneras:
FSH poliA se reduce en unos 1400 pares de bases, hasta 885 pares de bases, y ahora acaba en el sitio Ndel; el
promotor del dihidrofolato reductasa (DHFR) contiene ahora 209 pares de bases, tras haber sido reducido del 5'
extremo en aproximadamente una kilobase; y se elimina de la secuencia DHFR poliA un fragmento BGIII de unos 550
pares de bases.

El clon de expresion de la cadena ligera kappa de aOPGL-1 es secuenciado para confirmar que se ha codificado para
el mismo péptido identificado en el hibridoma AMG 6.5. El vector de expresion final, aOPGL-1-kappa/pDSRa19, es
5476 bp y contiene las 7 regiones funcionales mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas de aOPGL-1-kappa/pDSRa19

Base del plasmido

Numero de pares

2 a 881 A ftranscription termination/polyadenylation signal from the a-subunit of the bovine pituitary
glycoprotein hormone (a-FSH) (Goodwin, y col, Nucleic Acids Res. 1983 11: 6873-82; G;
Numero de referencia a Genbank X00004)

882 a 2027 A mouse dihydrofolate reductase (DHFR) minigene containing the endogenous mouse DHFR
promoter, the cDNA coding sequences, and the DHFR transcription temination/polyadenylation
signals (Gasser y col, Proc Natl Acad Sci U S A. 1982 79: 6522-6.; Nunberg et at, Cell 1980
19:355-64; Setzer y col, J Biol Chem. 1982 257: 5143-7; McGrogan y col, J Biol Chem. 1985
260: 2307-14)

2031 a 3947 pBR322 sequences containing the ampicillin resistance marker gene and the origin for
replication of the plasmid in E. coli (Nimero de referencia a Genbank J01749)

3949 a 4292 An SV40 early promoter, enhancer and origin of replication (Takebe y col, Mol Cell Biol. 1988 8:
466-72., Numero de referencia a Genbank J02400)

4299 a 4565 A translational enhancer element from the HTLV-1 LTR domain (Seiki y col, Proc Natl Acad Sci
U S A. 1983 80: 3618-22, Numero de referencia a Genbank J02029)

4574 a 4730 An intron from the SV40 16S, 19S splice donor/acceptor signals (Okayama and Berg, Mol Cell
Biol. 1983 3: 280-9, Numero de referencia a Genbank J02400)

4750 a 5476 El cDNA de la cadena ligera kappa del aOPGL-1 entre los sitios Xbal y Sa4

En la Figura 5 se muestra el mapa circular del plasmido del vector.

Clonacion de la cadena pesada del aQPGL-1

La cadena pesada de aOPGL-1 IgG2 se dona del cDNA de cadena doble del hibridoma AMG 6.4 producido con el kit
Clontech Marathon™ cDNA Amplification (cat. n° K1802-1). La amplificacion del cDNA de la cadena pesada de AMG
6.4 se realiza mediante las técnicas de los extremos de cDNA de amplificacion rapida 5' y 3' (RACE) realizadas con
cebadores especificos de la region constante de la cadena pesada de IgG2 de la linea germinal humana (mostrados
a continuacion) y cebadores RACE, y otros materiales y procedimientos proporcionados en el kit de amplificacion
Marathon™ cDNA.

Cebador 5' ligG2 RACE

5'- GGC ACG GTC ACC ACG CTG AG -3' (SEQ ID NO: 9)
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Cebador 3'igG2 RACE
5'- CCT CCA AGG GCC CAT CGG TCT -3' (SEQ ID NO: 10)

El producto de 600 bp 5 RACE y el producto de 1200 bp 3' RACE se clonan en pCR2.1 (Invitrogen) y son
secuenciados. La informacién de esta secuencia se utiliza para disefiar cebadores especificos de la cadena pesada
de aOPGL-1 para el clonado de la secuencia en toda su longitud. El cebador 5' de la cadena pesada (5' aOPGL-1
IgG2 Primer) se dirige contra la cadena homosentido y tiene un sitio Hindlll y una secuencia consensuada Kozak antes
del sitio de inicio natural. El cebador 3' de la cadena pesada (3' aOPGL-1 IgG2 Primer) es un cebador antisentido que
contiene un sitio Sai/ y un codén de terminacion tras El ultimo aminoacido de la secuencia de 1gG2 de la cadena
pesada.

Cebador 5' aOPGL-1 1gG2:

5'- CAGAAGCTTGACCACE ATG GAG TTT GGG CTG AGC TGG CTT TTT CTT GTG GC - 3
(SEQ D NO: 11)
Hindil Kozak M E F G L S W L F L V A
(SEQ 1D NO: 18)

Cebador 3'aOPGL-1 1gG2:

5- GCATGICGAC TTATCA TTT ACC CGG AGA CAG GGA GAG - 3' (SEQ ID NO: 12)
Sah * * K G P S L S8 L (SEQ 1D NO: 19)

El cDNA de cadena doble descrito anteriormente se utiliza para generar el cDNA de cadena pesada en toda su longitud
mediante amplificaciéon PCR con los cebadores 5'- y 3'- aOPGL-1 IgG2. La reaccién PCR genera un fragmento de
1433 bp que codifica los 467 residuos de aminoacidos (incluyendo la secuencia de la sefial de IgG de 19 aminoacidos)
de la proteina de cadena pesada de aOPGL-1 IgG2 (Figura 2, SEQ ID NO: 2). Tras la purificacion con un kit QIAquick
PCR Purification (Qiagen cat. n° 28104), este fragmento se utiliza para construir el vector de expresion de la cadena
pesada como sigue.

El DNA que codifica el fragmento pesado de IgG2 en toda su longitud anteriormente generado se corta con Hindlll'y
Sall, purificado con un kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen cat. n° 28704), y este fragmento se clona en pDSRa19. El
plasmido de expresion resultante se denomina aOPGL-1-IgG2/pDSRoi19 (Figura 6). Todos los componentes del
vector son idénticos al vector aOPGL-1-kappa/pDSRa19, anteriormente descrito, salvo porque ElI cDNA de cadena
pesada de aOPGL-1 IgG2 sustituye al cDNA de cadena ligera kappa aOPGL-1 entre los sitios Xbal y Sal/l. El clon de
expresion de la cadena pesada aOPGL- 1 IgG2 es secuenciado para confirmar que se ha codificado para El mismo
polipéptido identificado en el hibridoma AMG 6.4.

Ejemplo 2
Expresion de aOPGL-1 en células CHO

La expresion estable de un anticuerpo de aOPGL-1 se consigue mediante cotransfeccion de plasmidos aOPGL-1-
kappa/pDSRa19 y aOPGL-1 -IgG2/pDSRa19 a células ovaricas de hamster chino deficientes en reductasa
dihidrofolato (DHFR-) (CHO AM-1/D, patente estadounidense n° 6.210.924), para después aislar y testar los clones
individuales.

En una placa de cultivo de tejidos de 100 mm se colocan células 1.5x108 AM-1/D desarrolladas en un medio CHO d"
(DMEM con alta glucosa, 10% suero bovino fetal, 1% penicilina/ estreptomicina/glutamina, 1X NaPiruvato, 1%
aminoacidos no esenciales (NEAA))(Gibco®) y 1% suplemento ht (Gibco®)) El dia antes de las transfecciones (Dia
0). El dia 1, se alicuotan 400 il de medio RPMI 1640 libre de suero (Gibco®) en un tubo de polipropileno de 12x75 mm.
Se afiaden veinticuatro microlitros del reactivo TransIT®-LT1 (Mirus Corporation) gota a gota al medio y se incuba la
mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacién se afiade un total de 15 ug de DNA del plasmido
linearizado (7,5 ug de aOPGL-1-kappa/pDSRa19 y 7,5 ug de aOPGL-1 -IgG2/pDSRa19, digerido con Pvu1) gota a
gota a la mezcla y se incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se retira el medio CHO d- de las células, que se lavan con 10 ml de tampon fosfato salino Dulbecco (Gibco®). Se
afiaden a las células seis mililitros de medio MEM libre de suero complementado con HT, L-glu , NEAA, y Na piruvato
(Gibco®). Se anade el complejo DNA/LT1 gota a gota a las placas, que se agitan suavemente adelante y atras para
distribuir el DNA de forma uniforme por las células. Después de seis horas en una incubadora de cultivo de tejidos, el
medio es sustituido por un medio CHO d- nuevo. Cuarenta y ocho horas mas tarde las células se dividen en 10 placas
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de cultivo de 100 mm en el medio CHO seleccionado (DMEM con alta glucosa, 10% suero bovino fetal dializado (FBS),
1% penicilina /estreptomicina /glutamina, 1 % aminoacidos no esenciales y 1X Na piruvato) (Gibco®). El medio se
cambia dos veces por semana hasta que aparezcan las colonias.

Después de 10-14 dias, se recogen las colonias utilizando discos de clonado de 5 mm (Labcore®) humedecidos con
1x tripsina-EDTA (Gibco®) y se cultivan en placas de cultivo de tejidos de 24 pocillos con el medio CHO seleccionado.
Cuando las células sean confluentes, se afiaden medios libres de suero (medio CHO seleccionado menos FBS) y se
recogen 48 horas después. Estos medios condicionados son analizados en busca de la expresion del anticuerpo
mediante la prueba de Western-Blot con peroxidasa del rabano (HRP)-anticuerpo de cabra contra IgG Fe humana
conjugada (Pierce, Rockford, IL) para detectar la cadena pesada de aOPGL-1, y anticuerpo de la cadena kappa de
cabra anti-humana (Pierce, Rockford, IL) seguido de anticuerpo IgG(H+L) de conejo anti-cabra conjugado con HRP
(Pierce, Rockford, IL) para detectar la cadena ligera de aOPGL-1. Los clones de mayor expresion se expanden y
almacenan en nitrégeno liquido.

Ejemplo 3
Produccion de aOPGL-1

Preparacion y creacién de la linea celular 125Q

Las células CHO que producen aOPGL-1 se clonan en dos rondas de dilucién limitadora en placas de 96 pocillos en
condiciones libres de suero. Los clones se seleccionan basandose en las caracteristicas de produccion y crecimiento
en diversos vasos de suspension. Se realizan ElAs para seleccionar el clon que produce el maximo nivel de aOPGL-
1. Las caracteristicas de crecimiento, incluyendo los tiempos de duplicado y las densidades se miden entonces
mediante el desarrollo de clones en matraces de agitacion de 100 ml, 250 ml, 500 ml, 11y 3 1, asi como en biorreactores
Aplikon de 3 |. Se selecciona el clon con el tiempo de duplicado menor que alcanza la maxima densidad en el cultivo,
que se denomina Linea celular 125Q. Cuando el clon se ha expandido para producir suficientes células como para
congelar 360 ampollas de unas 1x107 células/ml, las células se suspenden de nuevo en un medio crio preservativo
libre de suero (90% medio VM-Soy Batch (véase la Tabla 3 para mas informacién) complementado con 10 ml/L de
aminoacidos no esenciales y 10 ml/L L-glutamina (Gibco/LTl/Invitrogen), y 10% dimetil sulfoxido (JT Baker)) y se
congelan. Las ampollas se almacenan en un lugar de referencia restringido y se sumergen en nitrégeno liquido en
frascos Dewar para nitrégeno liquido.

Basandose en el crecimiento y la producciéon en matraces de pequefa escala y biorreactores de mayor escala, la linea
celular 125Q se selecciona como la linea celular para la fabricacion de aOPGL-1.

Cultivo de células

aOPGL-1 se produce por expresion en la linea celular 125Q, una linea clonal de células CHO que expresa aOPGL-1
de plasmidos aOPGL-1-kappa/pDSRa19 y aOPGL-1 ~IlgG2/pDSRa19. El proceso de cultivo celular para aOPGL-1 se
muestra en la Figura 19. Para cada ronda de produccion, las células de un vial de la linea celular 125Q se desarrollan
inicialmente en 50 ml de medio VM-Soy Batch (véase la Tabla 3 para ver fa composicién) complementado con 10 ml/I
de aminoacidos no esenciales y 10 ml/L L-glutamina (Gibco/LTl/Invitrogen) (VM-Soy Supp) en matraces de Erlenmeyer
de 125 ml a 100 rpm durante 5 dias. Entonces la totalidad del cultivo se utiliza para inocular VM-Soy Supp en un
matraz de agitacion para 3x10° células viables/ml (3E5 vc/ml), y se centrifuga a 70 rpm durante 3-4 dias. Entonces la
totalidad del cultivo del matraz de agitacion de 500 ml se utiliza para inocular VM-Soy Supp en un matraz de agitacion
de 3 | para 3E5 vc/ml, y se centrifuga a 70 rpm durante 3-4 dias.

El cultivo del matraz de agitacion de 3 | se divide entonces en dos matraces de agitacion de 3 [ a 3E5 vc/ml en VM-
Soy Supp sin fenol rojo y se desarrolla en las mismas condiciones. Entonces se utilizan los cultivos de los matraces
de agitacion para inocular otros cuatro matraces de agitacion a 3E5 vc/ml en VM-Soy Supp sin fenol rojo y se
desarrollan en las mismas condiciones. Se utilizan cuatro litros de cultivo de los matraces de agitacion de 3 | para
inocular 10 | de VM-Soy Supp sin fenol rojo en un biorreactor de 20 |, y se activa El biorreactor en modo de alimentacion
continua (fed-batch) durante 7 a 10 dias. En modo de alimentacion continua, se afiade un nutriente que contiene los
componentes de los medios concentrados («Alimentacion» en la Tabla 3 mas abajo) para mantener el desarrollo
celular y la viabilidad del cultivo.

Todo el cultivo del biorreactor de 20 | se utiliza a continuacién para inocular 70 | de VM-Soy Supp sin fenol rojo en un
biorreactor de 150 I, y se activa el biorreactor en modo de alimentacion continua (fed-batch) durante 9 a 10 dias.
Finalmente, todo el cultivo del biorreactor de 150 | se utiliza para inocular unos 880 i de VM-Soy (sin suplemento ni
fenol rojo) en un biorreactor de 2000 I, y se activa el biorreactor en modo de alimentacion continua. La velocidad de
alimentacién en este modo se determina de forma que el nivel de glucosa del cultivo se mantenga a 0,6 g/l para cada
biorreactor. La densidad celular y la concentracion de glucosa se miden diariamente a la velocidad de alimentacion
convenientemente ajustada.

La produccién en el biorreactor de 2000 | dura unas dos semanas, durante las que se produce constitutivamente
aOPGL-1 por parte de las células y se secreta en el medio de cultivo celular.
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El reactor de produccion se controla al pH, la temperatura y el nivel de oxigeno disuelto seleccionados: el pHes 7.0y
se controla mediante la adicion de gas dioxido de carbono y carbonato sédico; el oxigeno disuelto es 120 mmHg y se
controla mediante flujos de aire, nitrdgeno y oxigeno. Las células se mantienen a 37°C durante todo el proceso. Todos
los gases pasan por filtros de membrana con un tamafio de poros de 0,22 ym o inferior.

Al final de la produccion, el cultivo celular se introduce en una centrifugadora multidisco y el sobrenadante se separa
de las células. El centrifugado se filtra también con un filtro Cuno 90SP seguido de un filtro Posidyne de 0,2 pm (Pall
Co.). Los medios acondicionados filtrados se concentran después mediante ultrafiliracion (UF) de flujo tangencial
utilizando membranas de 50kD NMWL (Millipore Biomax 50). Los medios acondicionados se concentran entre 15y 30
veces. El medio acondicionado concentrado (CCM) resultante se procesa después mediante purificacion o se congelan
para su purificacion en una fecha posterior. El proceso de produccion se resume en la Figura 19.

Medio para el cultivo de células

El medio para el cultivo de células que se utilizara durante todo el proceso de cultivo se basa en el medio de Eagle
modificado por Dulbecco/Nutriente de Ham F12 (DMEM/F12, 1:1), y contiene niveles complementarios de
aminoacidos, sales y nutrientes adicionales, un hidrolizado de soja e insulina humana recombinante (Nucellin®Zn, Eli
Lilly). Los componentes se recogen en la Tabla 3. Estos medios se denominan VM-Soy. Las soluciones de los medios
se filtran a través de filtros de membrana con un tamaio de poros de 0,2 um antes de su utilizacion.

Tabla 3. Componentes de los medios para el cultivo de células

COMPONENTES PARA EL MEDIO BASAL Y ALIMENTACIONES
COMPONENTE Medio VMSoy (mg/l)| ALIMENTACION (mg/l)
COMPONENTES DMEM/F12
Sales inorganicas
CaCl (anhid.) 116,60 233,2
CuS0..5H:0 0,0026 0,0052
Fe(N03)3.9H20 0,1000 0,2
FeS04.7H20 0,8340 1,668
KCI 311,80 623,6
MgCl> (anhid.) 57,280 114,56
MgS04 (anhid.) 97,680 195,36
NaCl 905,990 1811,98
NaH2P04.H20 125,00 250
NaxHPO4 142,040 284,08
ZnS04.7H20 0,8640 1,728
Otros componentes
D-Glucosa 3151,00 12302
Na Hipoxantina 5,40 10,8
Acido linoleico 0,090 0,18
Acido lipoico 0,2060 0,412
Fenol rojo 8,10 16,2
Putrescina 2HCI 0,1620 0,324
Piruvato de sodio 110,00 220
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(continuacion)

Aminoacidos
L-Alanina 26,70 53,4
L-Arginina HCI 295,00 590
L-Asparagina.H,0 45,00 90
L-acido aspartico 39,90 79,8
L-Cisteina.HCI.Hzo 35,120 70,24
L-Cisteina.2HCI 62,580 125,16
L-acido glutamico 44 10 88,2
L-Glutamina 657,00 1314
Glicina 52,50 105
L-Histidina.HCI.H,O 62,950 125,9
L-Isoleucina 108,940 217,88
L-Leucina 118,10 236,2
L-Lisina HCI 182,50 365
L-Metionina 34,480 68,96
L-Fenilalanina 70,960 141,92
L-Prolina 57,50 115
L-Serina 73,50 147
L-Treonina 106,90 213,8
L-Triptofan 18,040 36,08
L-Tirosina.2Na.2H,0 111,580 223,16
L-Valina 105,70 211,4

Vitaminas

Biotina 0,0073 0,0146
D-Ca-pantotenato 4,480 8,96
Cloruro de colina 17,960 35,92
Acido félico 5,30 10,6
I-Inositol 25,20 50,4
Niacinamida 4,040 8,08
Piridoxal HCI 4,00 8
Piridoxina HCI 0,0620 0,124
Riboflavina 0,4380 0,876
Tiamina HCI 4,340 8,68
Timidina 0,3635 0,727
Vitamina B12 1,360 2,72
COMPONENTES ADICIONALES
Nuceilin Zn, (rhu-insulina) 5,00 15
Acido selenioso 0,0050 0,015
Etanolamina 0,0012 0,0037
Triyodotironina 0,000040 0,00012
Hidrocortisona 0,020 0,06
Citrato férrico 122,450 122,450
Plurénico F-68 1000,00 500
Hidrolizado de soja 6000,00 6000,00
NaHCO3; 3000,00 3000,00
NaCl 3500,00

Proceso de purificacién
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Se secreta aOPGL-1 expresado en células CHO en el medio extracelular. Se pueden seguir varios pasos para generar
material puro. El proceso utiliza induccion de carga hidréfoba, intercambio catidénico y cromatografia de interaccion
hidréfoba junto con un pH bajo y un filtro viral. Estos procedimientos se describen a continuacion.

A. Cromatografia de induccién de carga hidréfoba (HC1C)

Este paso de cromatografia elimina la mayoria del DNA y las proteinas de la célula huésped. Los medios
acondicionados concentrados (CCM) se filtran con un filtro Cuno 30SP, después con un filtro de celulosa cargado
Cuno VRO07 y, a continuacion, se cargan en una resina MEP HyperCel. Después de la carga, la columna se lava con
un tampon de equilibrado (20 mM Tris pH 7,2). El anticuerpo se eluye de la resina con un tampén de pH bajo (20 mM
de acetato sédico, pH 5,0). Cuando se eluye de la columna, el producto se recoge basandose en la absorbancia a 280
nm del efluente de la columna.

B. Inactivacion viral

El depédsito de MEP se ajusta a un pH 3,7 y se espera durante unos 60 minutos para desactivar retrovirus
potencialmente contaminantes. Tras la espera, se ajusta el pH a 6.0 aproximadamente.

C. Filtracion viral

El depdsito de pH ajustado se filtra a través de un filtro Millipore Viresolve NFR o equivalente. El anticuerpo fluye a
través del filtro mientras que se contienen los virus potencialmente contaminantes 250 nm.

D. Cromatografia de intercambio catiénico (CEX)

Posteriormente el anticuerpo se purifica mediante cromatografia de intercambio cationico, utilizando SP Sepharose
HP (Amersham Pharmacia) o equivalente. El paso de la cromatografia de intercambio catidnico elimina otras proteinas
de la célula CHO, DNA, proteinas de bajo peso molecular y formas agregadas de aOPGL-1. El depésito del que se
han filtrado los virus se carga en la resina de intercambio catiénico. Después de la carga, la columna se lava con un
tampon de equilibrado (20 mM NaMES pH 6,2). A continuacion, se eluye el anticuerpo con un gradiente linear o
aumentando la sal (20 mM NaMES pH 6,2, 0 M NaCl a 20 mM NaMES pH 6,2, 0,3 M NaCl). Cuando se eluye de la
columna, el producto se recoge basandose en la absorbancia a 280 nm del efluente de la columna.

E. Cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC)

El anticuerpo se purifica también mediante cromatografia de interaccién hidrofoba utilizando fenil Toyopearl 650S
(Tosoh Biosep) o equivalente. La cromatografia de interaccion hidréfoba se utiliza como paso de perfeccionamiento y
elimina las proteinas adicionales de las células, CHO, DNA, proteinas de bajo peso molecular y formas agregadas de
aOPGL-1. El depdsito de intercambio catidnico se acondiciona antes de la carga en la columna, afiadiendo sulfato
amonico hasta una conductividad de >105 mS/cm a 15-25°C. Después de la carga, la columna se lava con el tampon
de equilibrado (1M fosfato de potasio pH 8). Posteriormente el anticuerpo se eluye con un gradiente lineal de
concentracion de sal decreciente (1M fosfato de potasio, 0OmM Tris pH 8 a OM fosfato de potasio, 20 mM Tris pH 8).
Cuando se eluye de la columna, el producto se recoge basandose en la absorbancia a 280 nm del efluente de la
columna.

F. Concentracion y diafiltracion

El depésito de la columna HIC se concentra y diafilira en el tampdn de formulacién mediante ultrafiltracion de lujo
tangencial, utilizando membranas de 50 kD NMWL (Millipore Biomax 50). El tampén de formulacion incluye 10 mM
acetato, 5% sorbitol, pH 5,2 y aOPGL-1 se encuentra a 30 mg/ml

Filtracién final y almacenamiento

El producto purificado se pasa a través de un futro de 0,22 ym PVDF (Millipore), se toman muestras y se almacena
aproximadamente a -30°C en un frigorifico seguro.

Ejemplo 4
Especificidad de la unién de un aOPGL-1

Los anticuerpos producidos en células CHO que son transfectados con los dos vectores de expresion debatidos en
los Ejemplos 1y 2 se pueden utilizar en los siguientes ejemplos 4, 5y 6.

La OPG humana se une y neutraliza el OPGL en ratas, ratones y monos cangrejeros, asi como en humanos. El
aOPGL-1 se une y neutraliza el OPGL con gran afinidad, pero no se une significativamente al murino (Tabla 4).
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Tabla 4: Afinidad de aOPGL-1 al OPGL expresado en la membrana celular de la secuencia humana, del mono
cangrejero o el raton.

Especies OPGL aOPGL~1 EDso (ng/ml)
Humana 16
Mono cangrejero 19
Ratén Sin unién especifica.

El OPGL de estas especies se expresa en células CHO como la proteina unida a la membrana en su longitud
total. La union del aOPGL-1 al OPGL expresado en la superficie celular se evalia mediante analisis FAC de
células incubadas con aOPGL-1 y un anticuerpo secundario etiquetado FICT de la IgG2 humana, aOPGL-1 se
une al OPGL humano y de mono cangrejero, pero no hay una union especifica al OPG de ratén.

Por otra parte, se ha informado de que la OPG humana muestra una débil unién al ligando que induce la apoptosis
relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL) (Truneh y col, 2000), un miembro relacionado de la familia TNF,
que muestra la homologia de la secuencia del aminoacido y DNA con el OPGL (Lacey y col., 1998). Sin embargo, la
OPG no se une de forma detectable a otras proteinas relacionadas con el TNF, como TNFa, TNF3 o ligando CD40.

aOPGL-1 se une especificamente al OPGL en las placas EIA (Figura 7), El OPGL recombinante soluble (2 ug/ml) esta
revestido en placas EIA de 96 pocillos a temperatura ambiente durante 16 a 24 horas. Después del bloqueo con 1%
BSA en PBS, diversas concentraciones de aOPGL-1 (aproximadamente 2 ng/ml para 1000 ng/ml) diluidas en 1%
BSA/PBS se afiaden a los pocillos y las placas se incuban durante unas dos horas a temperatura ambiente. El
anticuerpo unido se detecta con IgG (Fab')-HRP de cabra anti-humano utilizando el céctel de sustratos TMB-H202
(tetrametilbencidina y perdxido de hidrégeno). La absorbancia se lee a 450nm y 650nm.

aOPGL-1 se une especificamente al OPGL expresado en la superficie de las células transfectadas (Figura 8). aOPGL-
1(100 ng/mi) diluido en un tampoén de FACS (PBS, 0,1%BSA, 0,01% azida de sodio) se preincuba con diversas
concentraciones de ligando de OPGL, TNFa, TNFB, TRAIL, o CD40 (aproximadamente 0,1 ng/ml para 1000 ng/ml) y,
a continuacion, se afiaden aproximadamente 200.000 células CHO REN 218-9, que son células CHO que expresan
de forma estable el OPGL unido a la membrana en la superficie de la célula. Después de una hora a 2-8°C el anticuerpo
no unido se elimina por centrifugacion y lavado. Posteriormente, las células se incuban durante 30 minutos a 2-8°C
con IgG de cabra F(ab')2 anti-humana etiquetada FITC (especifica del fragmento de Fey). Después de la centrifugacion
y el lavado, la fluorescencia de la superficie de la célula se mide utilizando una citometria del flujo. La Figura 8 muestra
que la unién de aOPGL-1 a las células CHO REN 218-9 es especifica y se reduce competitivamente mediante la
adicion de OPGL soluble, pero no mediante la adicion de un ligando de TNFa, TNFB, TRAIL o CD40.

En experimentos de competencia, la union de aOPGL-1 a OPGL en placas EIA se inhibe mediante la adicién de OPGL
exogeno (Figura 9), pero no mediante la adicion de un ligando de TNFa, TNF3, TRAIL o CD40 (Figura 10). Este
procedimiento se realiza fundamentalmente del mismo modo que se ha indicado arriba, para la unién de aOPGL-1 a
OPGL en placas EIA, salvo por que una concentracion constante de aOPGL-1 (100 ng/ml) se preincuba con diversas
concentraciones de OPGL soluble u otros ligandos (aproximadamente 1 ng/ml para 1000 ng/ml para cada uno) antes
de su adicién a las placas revestidas de OPGL.

Ejemplo 5
Actividad neutralizadora del aOPGL

Inhibicion de la formacién de osteoclasto

RAW 264.7 (ATCC n° TIB-71, Manassas, VA) es una linea celular macréfaga murina que se obtuvo del tumor inducido
por un virus de la leucemia murina de Abelson. Las células RAW 264.7 diferenciaran las células tipo osteoclasto en
presencia de OPGL. El ensayo basico para la generacion de osteoclastos en el cultivo de células RAW en presencia
de OPGL se ha descrito con detalle en Simonet y col (1997) Cell 89 p. 309, y Lacey y col (1998) Cell 93 p. 165-.

Las células RAW son estimuladas por el ligando para diferenciar las células tipo osteoclasto y la diferenciacion se
puede medir mediante la actividad TRAP, una propiedad de los osteoclastos. De este modo, se puede medir el efecto
de aOPGL-1 sobre la osteoclastogénesis.

Las células RAW se incuban durante 4 dias en presencia de una cantidad constante de OPGL (40 ng/ml) y diversas
cantidades de aOPGL-1 (6,3 ng/ml para 200 ng/ml) en el medio de cultivo celular (DMEM, 10% FBS, 0,292 mg/ml L-
Glut, 100 unidades/ml penicilina G, 100 ug/ml sulfato de estreptomicina). Al terminar los cuatro dias, se tifien las células
para ver la actividad de la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) mediante permeabilizacion y acidificacion, seguido
del tratamiento con paranitrofenilfosfato durante 5 minutos. Brevemente, se aspira el medio de las células y se afiaden
100 pl de tampédn de citrato (410 ml 0,1M acido citrico, 590 ml 0,1 M citrato, sal de trisodio, 1 ml tritén X-100) en cada
pocillo, para después incubar las placas durante 3 a 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se afiaden
100 microlitros de solucién PNPP (157,8 mg de reactivo de fosfatasa acida (Sigma 104-100), 7,2 ml de solucion de
tartrato (Sigma cat no. 387-3), y 22,8 ml de tampdn de citrato), y las placas se incuban durante 3 a 5 minutos a
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temperatura ambiente. La reaccion se termina mediante la adicién de 50 ul 0,5 M NaOH.

TRAP convertira el paranitrofenilfosfato en paranitrofenol, que se puede cuantificar mediante medicién éptica de la
densidad a 405 nm. La actividad de TRAP, que es un marcador secundario para el desarrollo de osteoclasto, se
correlaciona con la densidad optica a 405 nm. En la Figura 11 se muestra un cuadro de densidad 6ptica frente a la
concentracion de aOPGL-1 y demuestra que el aOPGL-1 inhibe la formacién de osteoclasto en este ensayo.

Inhibicion de la unién de OPGL a su receptor

La potencia de aOPGL-1 esta demostrada por su capacidad para bloquear la union del ligando de OPG a su receptor
cognado, el receptor de diferenciaciéon y activacion del osteoclasto (ODAR, también conocido como RANK). Este
ensayo utiliza la resonancia de fluorescencia de resolucion temporal homogénea (HTRF) para detectar la unién de un
aOPGL-1 al ligando de osteoprotegerina conjugado con europio (Eu-OPGL). Si ctOPGL-1 inhibe la unién de Eu-OPGL
a ODAR, el efecto fluorescente descendera y la cantidad de aOPGL-1 presente estara inversamente relacionada con
la cantidad de fluorescencia.

El OPGL esta etiquetado con europio, que emite luz a 620 nm cuando se excita con luz a 337 nm. ODAR se fusiona
con FLAG y Fe, y la proteina de fusiéon Fc-ODAR-FLAG se etiqueta con un anticuerpo anti-FLAG unido a la
aloficocianina (APC), un fluoréforo que emite luz a 665 nm cuando se excita con luz a 620 nm, Por lo tanto, cuando el
ligando de OPG etiquetado con europio se una al complejo Fc-ODAR-FLAG/anti-FLAG-APC, el complejo terciario
emitira 665 nm de luz cuando se excite con luz a 337 nm.

Eu-OPGL a 0,05 pg/ml se preincuba con diversas concentraciones (0,1 a 150 ng/ml) de oOPGL-1 en tampén de
ensayo (50 mM Tris pH 8, 100 mM NaCl, 0,05% NaNs, 0,1% BSA, y 0,05% Tween 20) a temperatura ambiente durante
aproximadamente una hora (mezcla de preincubacion). También se prepara una mezcla de Fc-ODAR-FLAG (1 ig/ml)
y anti-FLAG-APC (2,5 ug/ml) en tampo6n de ensayo y se incuba a temperatura ambiente durante una hora (mezcla de
fluorocromo). A continuacion se combinan volimenes iguales de la mezcla de preincubacion y fa mezcla de
fluorocromo, y se incuban a temperatura ambiente durante 3 horas. La fluorescencia se mide leyendo las placas en el
analizador de microplacas Packard Discovery HTRF utilizando una longitud de onda de excitaciéon de 337 nm y una
longitud de onda de emision de 665 nm.

Cuando se preincuba aOPGL-1 con el ligando Eu-OPG y a continuacién se mezcla con Fc-ODAR-FLAG/anti-FLAG-
APC, la intensidad de fluorescencia a 665 nm desciende de forma dependiente de la dosis, como se muestra en la
Figura 12, demostrando que aOPGL 162 puede inhibir efectivamente la union de OPGL a ODAR.

Ejemplo 6
Farmacocinética en monos cangrejeros

Seis machos y seis hembras de monos cangrejeros, no mayores de 4,5 afios y peso de 2 a 4 kg se asignan a 4 grupos
de dosis. El grupo 1 consta de 3 machos y 3 hembras. Los grupos 2, 3 y 4 constan de un macho y una hembra cada
uno. A los animales del grupo 1 se les administra una tnica dosis SC de 1 mg/kg aOPGL-1, mientras que a los animales
de los grupos 2, 3 y 4 se ies administra una Unica dosis IV de 0,1, 1,0 o 10,0 mg/kg de aOPGL-1, respectivamente.

A los animales se les administra aOPGL-1 expresado de células de ovario de hamster chino (CHO) transfectadas. Se
toman muestras séricas para determinar los niveles de aOPGL-1, el analisis del anticuerpo y el analisis del N-
telopéptido sérico marcador de la renovacion de hueso (N-Tx sérico), fosfatasa alcalina (ALP) y calcio sérico (Ca
sérico). También se recoge orina para el andlisis de N-telopéptido (N-Tx en orina) y creatinina.

Los perfiles de tiempo-concentraciéon sérica tras la administracion IV se caracterizan por una distribucién trifasica
(Figura 13). Inicialmente se produce una fase de distribucion rapida, seguida de una fase de estancamiento
significativamente inferior, que parece ser dependiente de la concentracion. La tercera fase observada es una fase de
eliminacion rapida.

El analisis no compartimental de los perfiles completos de tiempo-concentracién sérica utilizando WinNonlin
Professional (v1.5), y el analisis exponencial de los datos hasta 14 dias después de la administracion de articulo de
prueba y por encima de 10.000 ng/ml utilizando SAAM 1l (v1.1.2) se utilizan para investigar la farmacocinética de
aOPGL-1 en monos. El volumen inicial de la distribucion de todas las dosis IV es de 28,9 ml/kg de media, similar al
volumen de plasma. El volumen de estado constante (Vss) de distribucion es de 39 ml/kg de media en todas las dosis
IV. El analisis exponencial indica que aOPGL-1 tiene una vida media de distribucion (t12q) de 6,02 horas, una fase
secundaria extendida con una vida media (t128) que aumenta con la dosis de 86,9 horas a una dosis de 0,1 mg/kg
hasta un maximo de 444 horas a una dosis de 10,0 mg/kg. La vida media de eliminacion terminal (t12,) estimada de
forma no compartimental es de 31 horas en todos los grupos de dosis IV. Se ha descubierto que la eliminacion (CL,
CL/F) de aOPGL-1 no es lineal, con los animales que reciben dosis IV de 10 mg/kg con una eliminaciéon media (0,120
ml/hr/kg) que es 3,3 veces inferior a la de los que reciben 0,1 mg/kg (0,401 ml/hr/kg).

Tras la administracion subcutanea, la absorcién es lenta, con concentraciones maximas (Cmax) medias de 11.600
ng/ml a 132 horas. Existe una gran variabilidad en el rango de exposicion tras la administracion SC, resultante en una
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eliminacion media de 0,387 + 0,281 ml/hr/kg y un tiempo de residencia medio de 202 + 80,1 horas. La biodisponibilidad
media es de 89%.

Los datos precedentes se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Parametros farmacocinéticos no compartimentales medios (x SD)? en monos cangrejeras tras la

administracion de una unica dosis de qOPGL-11Vy SC

Calculos del parametro no compartimental
Parametro Unidad 1,0 mg/kg 0,1 mg/kg 1,0 mg/kg 10 mg/kg
SC (n=6) IV (n=2) IV(n*2) IV (n=2)
Medio SD Medio Medio Medio
Tmax hora 132 60,2 0 0 0
Crnax ng/ml 11600 3410 4330 38200 326000
hora 34,9 11,1 30,7 31,4 NDP
AUC (0-) pg*hr/ml 3520 1750 253 3950 99900
CL, CL/F ml/hr/kg 0,387 0,281 0,401 0,256 0,120
MRT hora 202 80,1 84,8 124 519
Vss ml/kg N/A® N/A 33,7 31,7 55,9
aSe recogen los valores de 3 cifras importantes.
bMuestras PK resistentes a la fase de estancamiento (p) no determinadas por lo que no se ha observado
la fase terminal.
°No aplicable.

aOPGL-1 causa un descenso rapido de los niveles séricos de N-Tx en las 24 horas siguientes a la dosis (Figura 14).
El tiempo medio de efecto maximo se observa entre las 12 horas y los 7 dias siguientes a la dosis, dado que las dosis
IV aumentan de 0,1 a 10 mg/kg, y entre 12 horas y 11 dias en los animales que reciben una dosis SB de 1,0 mg/kg.
El efecto maximo aumenta con la dosis de aproximadamente 80 a 91 % sobre un rango de dosis de 0,1 a 1 mg/kg. No
obstante, a dosis mayores no se observa una mayor supresion con una inhibicion maxima del 91%. Los niveles medios
de N-Tx sérico regresan a la linea de base para el dia 28 después de la administracion de 0,1 mg/kg IV y para el dia
70 tras la administracion de 1 mg/kg SC. N-Tx en la orina muestra tendencias similares al N-Tx sérico, salvo porque
todos los grupos regresan a los valores de la linea de base para el dia 105 del estudio (Figura 15).

La supresion de Ca sérico aumenta con la dosis hasta un nadir medio de 31,6% por debajo de la media de la linea de
base, siete dias después de la administracion IV de 10,0 mg/kg. Todos los demas grupos de dosis registran descensos
medios de Ca sérico inferiores al 26,4% con respecto a fas medias de la linea de base. Para el dia 17 iodos los niveles
de Ca sérico en los animales tratados regresaron al rango del 10% de las medias de su linea de base (Figura 20).

Dado que la reabsorcion y la formacion 6seas estan intimamente ligadas a los cambios en los marcadores de la
formacién de hueso (ALP) también se observan con un descenso mucho menor de los niveles de ALP y una supresion
mas prolongada que el marcador de formacion, N-Tx (Figura 21). Observando el descenso de los marcadores de
reabsorcion dsea antes que los marcadores de formacion de hueso (ALP) tras la dosis de OPGL-1 se confirma que el
aOPGL-1 es un agente anti-reabsorcion del hueso.

La mayoria de los animales (9 de 12) desarrollan anticuerpos de aOPGL-1. La incidencia de los anticuerpos de
aOPGL-1 no depende de la dosis ni de la via. No es posible evaluar el efecto de los anticuerpos de aOPGL-1 sobre
la farmacocinética de aOPGL-1 por encima de 0,1 mg/kg cuando ningun grupo de dosis tiene animales de anticuerpo
tanto negativo como positivo. A 0,1 mg/kg IV, la mayor parte de aOPGL-1 se elimina antes del desarrollo del anticuerpo
y, por lo tanto, los efectos sobre la disposicién de aOPGL-1 no se observan (Figura 16).
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<160> 20

<170> Patentln version 3.1

<210> 1
<211> 1426
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 1
aagcttgacc accatggagt ttgggctgag ctggottttt. cttgtggcta ttttaaaaqg 60
tgtocagtgt gaggtgocagce tgttggagte tgagggagge ttggracagc ctggggggte 120
cctgagactc tectgtgecag ccotetggatt cacctttage agetatgeoca tgagetgggt 180
ccgecagget ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt attactggga gtgatggtag 240
tacatactac gcagacteceg tgaaaggceg gttcaccate tccagagaca attecaagaa 300
cacgctgtat ctgcaaatga acagectgag agccgaggac acggecgtat attactgtge 360
gaaagatcca gggactacgg tgattatgag ttggttcgac ccctggggcc agggaaccct 420
ggtcaccgtc tcetcagecet ccaccaaggg cccatcggte ttoceccctgg cgecctgete 480
caggagcacc tccgagageca cagoggccoct gggctgectg gtocaaggact acttocccga 540
accggtgacg gtgtegtgga actcaggege tcetgaccage ggogtgcaca ceticccage 600
tgtcctacag tcctcaggac tctactocct cageagcgtg gtgaccgtge cciccagcaa 660
cttcggeace cagacctaca cctgcaacgt agatcacaag cccagcaaca ccaaggigga 720
caagacagtt gagcgca‘aat gttgtgtcga gtgcccaccg tgoccagcac cacctgtgge 780
aggaccgtca gtcttcctet tccccccaaa acccaaggac accetcatga tcetecoggac 840
cectgaggte acgtgegtgg tggtggacgt gagecacgaa gacccegagy tecagtteaa a00
ctggtacgtyg gacggeogtgg aggtgcataa tgccaagaca.aagci:acggg aggagcagtt 9640
caacagcacg ttecqgtgigg tcagegtect caccgttgtg caccaggact ggetgaacgg 1020
caaggagtac aagtgcaagyg tctccaacaa aggoctccca gecccecatog agaaaaccat 1080
ctccaaaace aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac accctgecce catccoggga 1140
ggagatgacc aagaaccagy tcagectgac ctgecctggtc aaaggettet accccagega 1200
catcgcegtg gagtgggaga gcaatgggca gocggagaac aactacaaga ccacacetcec 1260
catgcetggac tcocgacgget ccttcttect ctacagcaag cfcaccgtgg acaagagcag 1320
gtggcagcag gggaacgtct tctcatgetc cgtgatgeat gagactotge acaaccacta 1380
cacgecagaag agectctecc tgteteeggg taaatgétaa gtecgac 1426
<210> 2
<211> 467
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2
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tctagaccac catggaaace ccagegeage ttctottcct coctgotactc tggetcoccag 60
ataccaccgg agaaattgtg ttgacgcagt ctecaggcac cctgtetttg teotecaggge 120
aaagagccac cctctcecotgt agggccagtc agagtgtteg cggcaggtac ttageetggt 180
accagcagaa acctggcecag gcoctcccagge tcectcatcta tggtgeatce agcagggeca 240
ctggecatcee agacaggtic agtggecagtg ggtctgggac agacttcact ctcaccatca 300
gecagactgga gccotgaagat tttgcagkgt tttactgtea gocagtatggt agttcaeccte 360
ggacgttcegyg ccaagggace aaggtggaaa tcaaacgaac tgtggetgca ccatctgtet 420
tcatettcoe geocatctgat gagecagttga 2atctggaac tgcctctgtt gtgtgeocige 480
tgaataactt ctatcccaga gaggccaaag tacagtggaa ggtggataac goccctccaat 540
cygggtaacte ccaggagagt gtcacagage aggacagcaa ggacagcacc tacagectca 600
gcagcaccct gacgctgagc aaagcagact acgagaaaca caaagtctéc geetgegaag 660
tcacceatea gggectgage tegeccgtca caaagagett caacagggga gagtgttgat 720
aagtcgac 728
<210>4
<211> 235
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 4
Met Glu Thr Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leun Trp Leu Pro
1 5 10 15
Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser
20 25 30
Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
as 40 45
Val Arg Gly Arg Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
50 55 60
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Rla Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro
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<220>

Gly

85

Pro

Arg

Ala

Gly

Ala

165

Gln

Ser

Tyr

Ser

<223> Cebador 5’ kappa RACE

<400> 5

gatgacccag tctccagcca ccctg

<210>6
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

25

<223> Cebador 3’ kappa RACE

<400> 6

aagggtcaga ggccaaagga tgg

<210>7
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

23

ES 2342 820 TS5

70

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

150

Lys

Glu

Ser

Phe
230

Gly

Asp

Phe

Ser

135

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

21%

Asn

Ser Gly

Phe Ala
105

Gly Gln
120

Val Fhe

Ser Val

Gln Trp

val Thr

i85

Leu Thr
200

Glu val

Axg Gly

39

Thr

20

Val

Gly

Ile

Val

Lys

170

Glu

Leu

Thr

Glu

75

Asp

Phe

Thr

Phe

Cys

155

Val

Gln

Ser

His

Cys
235

Phe

Tyr

Lys

Pro

140

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
220

Thr

Cys

Val

125

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

Leu

Gln

110

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

190

Asp

205

Gly

Leu

Thr
95
Gln

Ile

Asp

Leu
175
Asp

Tyrx

Ser

80

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

160

Gln

Ser

Glu

Ser
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<220>
<223> Cebador 5’ anti-OPGL-1 kappa

<400>7
caactctaga ccaccatgga aaccccagcg 30

<210> 8

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 3’ anti-OPGL-1 kappa

<400> 8
tttgacgtcg acttatcaac actctccect gttgaag 37

<210>9

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5’ IgG2 RACE

<400> 9
ggcacggtca ccacgctgct gag 23

<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 3’ IgG2 RACE

<400> 10
cctccaccaa gggceccateg gtct 24

<210> 11

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5’ anti-OPGL-1 1gG2

<400> 11
cagaagcttg accaccatgg agtttgggct gagctggctt tttcttgtgg c

<210> 12

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 3’ anti-OPGL-1 IgG2

<400> 12
gcatgtcgac ttatcattta cccggagaca gggagag 37

<210> 13

<211>122

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

40

51
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Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Gly
50

Lys Gly
65

Leu Gln
Ala Lys

Gly Gln

<210> 14
<211>108

<212> PRT

<213> Mus muscull

<400> 14

Glu Ile
1

Glu Arg
Tyr Leu

Ile Tyrx
50

Gly Ser
65

Pro Glu

Arg Thr

<210> 15
<211> 24
<212> ADN

Gln Leu

Arg Leu
20

Ser Trp

35

Ile Thr

Arg Phe

Met Asn

Asp Pro
100

Gly Thzx
115

us
Val Leu
Ala Thr
20

Ala Trp
35

Gly Ala
Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
1900

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

l.eu

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

ES 2342 820 TS5

Glu Ser

Cys Rla

arg Gln

Ser Gly

55

Ile Ser
70

Leu Arg

Thr Thr

Val Thr

Gln Ser

Ser Cys

Gln Gln

Ser Arg

55

Thr Asp

Val Phe

Gly Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Val

Val
120

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Sexr

25

Pro

Ser

hsp

Glu

Ile

105

Ser

Gly

Pro

Thr

™hr

Val

Ala
25

Cys

Giy
10

Gly
Gly
Thy
Agn
Asp
90

Met

Ser

10

20

105

41

Leu Val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60

Ser Lys

5

Thr Ala

Ser Trp

Thr Leu

Ser Gln

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

15

Gln Gln

Glu Ile

45

Ser

Ser

Pro

lle

Tyr

Lys

Gln Pro

Phe Ser

30

Leu Glu
éla Asp
Asn Thr
Val Tyr

Phe Asp

110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Pro

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp

Lev Ser Pro Gly
15

Val Arg

30

Pro Arg

45

Asp Arg

Ser Arg

Gly Ser

Gly Arg

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

80

Ser Pro

95
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<223> cebador aleatorio

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(23)
<223>NesA,C,G,oT

<400> 15
ggccggatag gectcacnnn nnnt - 24

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> traduccion de la porcién del cebador 5" anti-OPGL-1 kappa

<400> 16

Met Glu Thr Pro Ala

1 5

<210> 17

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> traduccion de la porcién del cebador 3’ anti-OPGL-1 kappa

<400> 17

Cys Glu Gly Arg Asn Phe
1 : 5

<210> 18

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> traduccion de la porcion del cebador 5’ anti-OPGL-1 1gG2

<400> 18

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

1 5

<210> 19

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> traduccion de la porcion del cebador 3’ anti-OPGL-1 1gG2

<400> 19

Lys Gly Pro Ser Leu Ser Leu
1

5
<210> 20

<211>10
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido antagonista de LHRH

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es Ac-D-Nal, donde Nal es 3-(2-naftil)alaninil

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa es (4’-clorofenil)alaninil

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa es D-Pal, donde Pal es 3-(3’-piridil)alaninil

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa es N-metil tirosina

<220>

<221> MISC_FEATORE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa es D-asparagina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(B)

<223> Xaa es N-épsilon-2-propil-lisinil

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa es D-alanina-NH2

<400> 20

Xaa Xaa Xaa Ser Xaa ¥aa Leu Xaa Pro ¥aa

5

43
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo, que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, donde:

la cadena pesada comprende:

una secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 13;y

la cadena ligera comprende:

una secuencia de aminoacidos recogida en SEQ ID NO: 14; y donde el anticuerpo se une a un ligando de
osteoprotegerina (OPGL) e inhibe la unién del OPGL a un receptor de diferenciacion y activacion de osteoclasto
(ODAR).

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde la cadena pesada y la cadena ligera estan conectadas mediante un
enlace flexible para formar un anticuerpo de cadena simple.

3. El anticuerpo de la reivindicacién 2, que es un anticuerpo Fv de cadena simple.
4. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que es un anticuerpo Fab.

5. El anticuerpo de la reivindicacién 1, que es un anticuerpo Fab'.

6. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que es un anticuerpo (Fab')2.

7. El anticuerpo de la reivindicacién 1, que es totalmente humano.

8. Un anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena
pesada comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2 del residuo 20 al residuo 467, y donde la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4 del residuo 21 al residuo 235.

9. Un anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena
pesada comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID IMO:2 del residuo 20 al residuo 467, y donde la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4 del residuo 21 al residuo 235.

10. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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FIGURA 1

ES 2342 820 TS5

cDNA de cadena pesada del aOPGL-1

Secuencia de DNA del plasmido de expresion que comienza en el sitio Hindlll, hasta el sitio
Sall. El codén de comienzo empieza en nt 14, el codén de terminacion empieza en nt 1415.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
. 781
841
901
S61
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

AAGCTTGACC
TGTCCAGTGT
CCTGAGACTC
CCGCCAGGCT
TACATACTAC
CACGCTGTAT
GAAAGATCCA
GGTCACCGTC
CAGGAGCACC
ACCGGTGACG
TGTCCTACAG
CTTCGGCACC
CAAGACAGTT
AGGACCGTCA
CCCTGAGGTC
CTGGTACGTG
CAACAGCACG
CAAGGAGTAC
CTCCAAAACC
GGAGATGACC
CATCGCCGTG
CATGCTGGAC
GTGGCAGCAG
CACGCAGAAG

ACCATGGAGT
GAGGTGCAGC
TCCTGTGCAG
CCAGGGAAGG
GCAGACTCCG
CTGCAAATGA
GGGACTACGG
TCCTCAGCCT
TCCGAGAGCA
GTGTCGTGGA
TCCTCAGGAC
CAGACCTACA
GAGCGCAAAT
GTCTTCCTCT
ACGTGCGTGG
GACGGCGTGG
TTCCGTGTGG
AAGTGCAAGG
AAAGGGCAGC
AAGAACCAGG
GAGTGGGAGA
TCCGACGGCT
GGGAACGTCT
AGCCTCTCCC

TTGGGCTGAG
TGVTGGAGTC
CCTCTGGATT
GGCTGGAGTG
TGAAGGGCCG
ACAGCCTGAG
TGATTATGAG
CCACCAAGGG
CAGCGGCCCT
ACTCAGGCGC
TCTACTCCCT
CCTGCAACGT
GTTGTGTCGA
TCCCCCCAAA
TGGTGGACGT
AGGTGCATAA
TCAGCGTCCT
TCTCCAACAA
CCCGAGAACC
TCAGCCTGAC
GCAATGGGCA
CCTTCTTCCT
TCTCATGCTC
TGTCTCCGGG

45

CTGGCTTTTT
TGGGGGAGGC
CACCTTTAGC
GGTCTCAGGT
GTTCACCATC
AGCCGAGGAC
TTGGTTCGAC
CCCATCGGTC
GGGCTGCCTG
TCTGACCAGC
CAGCAGCGTG
AGATCACAAG
GTGCCCACCG
ACCCAAGGAC
GAGCCACGAA
TGCCAAGACA
CACCGTTGTG
AGGCCTCCCA
ACAGGTGTAC
CTGCCTGGTC
GCCGGAGAAC
CTACAGCAAG
CGTGATGCAT
TAAATGATAA

CTTGTGGCTA
TTGGTACAGC
AGCTATGCCA
ATTACTGGGA
TCCAGAGACA
ACGGCCGTAT
CCCTGGGGCC
TTCCCCCTGG
GTCAAGGACT
GGCGTGCACA
GTGACCGTGC
CCCAGCAACA
TGCCCAGCAC
ACCCTCATGA
GACCCCGAGG
AAGCCACGGG
CACCAGGACT
GCCCCCATCG
ACCCTGCCCC
AAAGGCTTCT
AACTACAAGA
CTCACCGTGG
GAGGCTCTGC

TTTTAAAAGG
CTGGGGGGTC
TGAGCTGGGT
GTGGTGGTAG
ATTCCAAGAA
ATTACTGTGC
AGGGAACCCT
CGCCCTGCTC
ACTTCCCCGA
CCTTCCCAGC
CCTCCAGCAA
CCAAGGTGGA
CACCTGTGGC
TCTCCCGGAC
TCCAGTTCAA
AGGAGCAGTT
GGCTGAACGG
AGAAAACCAT
CATCCCGGGA
ACCCCAGCGA
CCACACCTCC
ACAAGAGCAG
ACAACCACTA

GTCGAC (SEQ ID NO: 1)
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FIGURA 2

61
121
181
241
301
361
421

Secuencia de aminoéacidos de cadena pesada del aOPGL-1

El péptido sefial de IgG2 esta subrayado, la region variable esta en mayusculas y
no est4 subrayada, y la region constante esta en minusculas.

MEFGLSWLFL VAILKGVQCE
GKGLEWVSGI TGSGGSTYYA

TTVIMSWFDP WGQGTLVTVS
swnsgaltsg vhtfpaviqs
rkccvecppc pappvagpsv
gvevhnaktk preeqfnstf
oqprepgvyt l1ppsreemtk
dgsfflyskl tvdksrwgqg

VQLLESGGGL
DSVKGRFTIS
Sastkgpsvf
sglysissvv
f1fppkpkdt
rvvsvltvvh
nqvsitcivk
nvfscsvmhe

46

VQPGGSLRLS CAASGFTFSS YAMSWVRQAP
RONSKNTLYL QMNSLRAEDT AVYYCAKDPG
plapcsrsts estaalgclv kdyfpepvtv
tvpssnfgtg tytcnvdhkp sntkvdktve
Imisrtpevt cvvvdvshed pevqfnwyvd
qdwlngkeyk ckvsnkglipa piektisktk
gfypsdiave wesnggpenn ykrtppmlds
athnhytgks islispgk (SEQ ID NO: 2)



FIGURA 3

Secuencia de DNA de la secuencia del plasmido de expresién de la cadena kappa desde el sitio Xbal hasta

ES 2342 820 TS5

cDNA de cadena ligera kappa del aOPGL-1 .

el sitio Sall. El cod6n de comienzo empieza en nt 12; el codén de terminacién empieza en nt 717

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

TCTAGACCAC
ATACCACCGG
AAAGAGCCAC
ACCAGCAGAA
CTGGCATCCC
GCAGACTGGA
GGACGTTCGG
TCATCTTCCC
TGAATAACTT
CGGGTAACTC
GCAGCACCCT
TCACCCATCA

CATGGAAACC
AGAAATTGTG
CCTCTCCTGT
ACCTGGCCAG
AGACAGGTTC
GCCTGAAGAT
CCAAGGGACC
GCCATCTGAT
CTATCCCAGA
CCAGGAGAGT
GACGCTGAGC
GGGCCTGAGC

CCAGCGCAGC TTCTCTTCCT
TTGACGCAGT CTCCAGGCAC
AGGGCCAGTC AGAGTGTTCG
GCTCCCAGGC TCCTCATCTA
AGTGGCAGTG GGTCTGGGAC
TTTGCAGTGT TTTACTGTCA
AAGGTGGAAA TCAAACGAAC
GAGCAGTTGA AATCTGGAAC
GAGGCCAAAG TACAGTGGAA
GTCACAGAGC AGGACAGCAA
AAAGCAGACT ACGAGAAACA
TCGCCCGTCA CAAAGAGCTT

AAGTCGAC (SEQ ID NO: 3)

47

CCTGCTACTC
CCTGTCTTTG
CGGCAGGTAC
TGGTGCATCC
AGACTTCACT
GCAGTATGGT
TGTGGCTGCA
TGCCTCTGTT
GGTGGATAAC
GGACAGCACC
CAAAGTCTAC
CAACAGGGGA

TGGCTCCCAG
TCTCCAGGGG
TTAGCCTGGT
AGCAGGGCCA
CTCACCATCA
AGTTCACCTC
CCATCTGTCT
GTGTGCCTGC
GCCCTCCAAT
TACAGCCTCA
GCCTGCGAAG
GAGTGTTGAT
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FIGURA 4

Secuencia de aminoacidos de cadena ligera kappa del aOPGL-1

El péptido sefal kappa esta subrayado, la region variable esta en mayusculas y no esta
subrayada, y la region constante esta en minusculas

1 METPAQLLFL LLLWLPDTTG EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVR
51 GRYLAWYQQK PGQAPRLLIY GASSRATGIP DRFSGSGSGT DFTLTISRLE

101 PEDFAVFYCQ QYGSSPRTFG QGTKVEIKrt vaapsvfifp psdeqlksgt
151 asvvclinnf ypreakvgwk vdnalqsgns qesvteqdsk dstyslsst]
201 tlskadyekh kvyacevthq glsspvtksf nrgec (SEQ ID NO: 4)
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FIGURA 5

Mapa circular del plasmido de aOPGL-1-kappa/pDSRa19

Sak (5472)
aOPGL-1 Kappa.
Xbd (4750)
Hirdill (4745),
Aceptor SV40 16s .. EcdR] (351)
Sv401vs B aFSH PoliA
BanHl (4641) Ndd (883)
SVv40 16s, 195 Promotor
Donante DHFR
SV40 profor aOPGL-1-Kappa/pDSRa19 Sed (1195)
5476 DHFR
EcdR} (3948) . \ ;
Sedd (3435) / DHFR PoliA
Pvil (3325) g Nhd (2028)
A S
pBR3IZ22
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FIGURA 6

Mapa circular del plasmido de aOPGL-1-lgG2/pDSRa19

Hindl (6167
Sah (6165) _EcdRl (351)
aOPGL-1 I3G2 aFSH PoliA
Hirdl1l (4745) " Promotor
DHFR

Aceptor SV40 1 é;

SV40 IVS _ Scal (1195)
Barti(4641) M. 0pGL.1-4gG2UpDSRat9 DHFR
SV4016s,19s i | |
Donante 6 1 6 9
Hind} (4599) ‘ - Bgli (1739
R DHFR
SV40 pro/oni - \' PoliA
Ecd] (3948) T
Hind\ (3496)
Sed (3435) ]
Pvid (3325) ¢ pBR322
Amp
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FIGURA 7

aOPGL-1 se une al ligando de OPG soluble revestido en la placa EIA de forma
dependiente de la dosis

2,50

et

: 2,00 4
' }/‘——{
; 1,50 / .
" /

0,50

1 10 100 1000
i aOPGL-1 ng/ml

450-660 nm

L

Las placas EIA de 96 pocillos estan revestidas con OPLG soluble recombinante.
Se afiaden concentraciones variables de aOPGL-1 a los pocillos y se incuba
durante aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. El anticuerpo unido
se detecta con IgG de cabra anti-humana (Fab’)-Peroxidasa de rabano picante.
La absorbancia se lee a 450 nm y 650 nm.
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FIGURA 8

aOPGL-1 se une especificamente al OPGL unido a la membrana

©
E jg i ]
£ as { |—e—OPGL |
£ as |
i 230 % | —@— TNF-alfa l
‘g‘ 25 | | —A— TNF-beta |
< 20| ' | - TRAIL
o p e
5 151 i | —x— cDaoL
i S 10 A
(2]
§ 51 . e———
£ o0 :
01 1 10 100 1000

ligando de OPG [ng/ml]

aOPGL-1 se une a OPGL expresado en una superficie celular de células
CHO REN 218-9 células de una forma dependiente de la dosis. La unién
se completa mediante la adicion exégena de OPGL humano pero no
mediante ligando de TNF-a, TNF-8 o CD40. aOPGL-1 (100 ng/ml) se
preincuba con concentraciones variables de OPGL soluble u otros
lugandos y después se incuba con células CHO REN 218-9 que expresan
OPGL en la superficie. Las células se incuban después a 30 minutos a 2-
8 °C con F(ab') marcado con FITC en cabra de anti-lgG humana,
especifico de fragmento Fcy. Después de la centrifugacion y el lavado se
mide la fluorescencia de la superficie celular usando citometria de flujo.
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FIGURA 9
aOPGL-1 se une a OPGL soluble
1,2
1 ] j d\\
f 0,8
b 3 ’
i 2 os X
. “w
<
LT k :
' 02 :
0 \I"ﬂ
1 10 100 1000]
OPGL ng/m! :
L

La unién de aOPGL-1 a OPGL en una placa EIA se reduce competitivamente mediante
OPGL soluble afiadido ex6genamente
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Figura 10

aOPGL-1 no se une a los miembros de la familia TNF: ligando de TNFa, TNFB, TRAIL o CD40

1,5

05

A450-650

0,1 1 10 100 1000|
ng/mi !

! 4 TNFa/aOPGL-) 8 TNFg/ cOPGL-1 i
A TRAIL/ aOPGL-1 O CD40L/ aOPGL-}

La unién de aOPGL-1 a OPGL en una placa EIA no se reduce mediante el ligando
de TNF-a, TNF-, TRAIL o CD40 afadido exégenamente
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FIGURA 11

Inhibicién dependiente de la dosis mediante aOPGL-1 de la actividad TRAP
inducida por el ligando de OPG en las células RAW 264.7

I [Ligando de OPG] = 50 ng/ml
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FIGURA 12

Inhibicién dependiente de la dosis por aOPGL-1 de la unién del ligando de OPG marcado
con europio a ODAR-FLAG/anti-FLAG-APC

1100 [ligando de OPG] = 9,4 ng/ml

1000 x Ratio A/B del canal
N ©
8 8
T 1

l.-.l . N PR

[ 4
———

L . !
1 10
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FIGURA 13

Perfiles de media (t D'I") de concentracion sérica-tiempo tras la administracion de la dosis
unica de aOPGL-1 a monos cangrejeros a dosis de 0,1, 1y 10,0 mg/kg IV (n=2/dosis) y 1,0
mg/kg SC (n=6/dosis)

1000000 !
100000
10000
1000

100

-—0— 1,0 mgmg SC
—— 0,1 mgg IV
—a— 1,0 mgfxg IV
- 10,0 mgmg IV

10

Concentracion sérica (ng/ml)

[} 14 28 a2 56 70 B‘l 98 112 126
Tiempo (dias)
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FIGURA 14

Cambio porcentual medio (+ DT) en la concentracion sérica de N-Tx tras la
administracién de una dosis Unica de aOPGL-1 IV (n=2/dosis) o SC (n=6) a monos
cangrejeros a dosis de 0,1, 1y 10,0 mg/kg.

—&— 0,1 mgikg IV
—o— 1,0 mgikg IV
—&— 10,0 mgrkg IV
~O~— 1,0 mpfkg SC

(e — —— — — —

-40
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FIGURA 15

Cambio porcentual medio (+ DT) en la concentracion en orina de N-Tx tras la
administracion de una dosis unica de aOPGL-1 IV (n=2/dosis) o SC (n=6) a monos
cangrejeros a dosis de 0,1, 1y 10,0 mg/kg.
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FIGURA 16

Perfiles de concentracidn sérica-tiempo en animales con anticuerpo positivo (simbolos negros
abiertos) y negativo (simbolos rojos cerrados) tras la administraciéon de una dosis tnica IV de
0aOPGL-1 a monos cangrejeros a una dosis de 0,1 mg/kg
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FIGURA 17

Secuencia de aminoacidos de la regidn variable de cadena pesada de aOPGL-1

1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA
41 PGKGLEWVSG ITGSGGSTYY ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY
81 LQMNSLRAED TAVYYCAKDP GTTVIMSWFD PWGQGTLVTV

121 SS (SEQ ID NO: 13)

61



ES 2342 820 TS5

FIGURA 18

Secuencia de aminoacidos de la regidn variable de cadena ligera de dOPGL-1

1 EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVR GRYLAWYQQK
41 PGQAPRLLIY GASSRATGIP DRFSGSGSGT DFTLTISRLE
81 PEDFAVFYCQ QYGSSPRTFG QGTKVEIK (SEQ ID NO: 14)
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FIGURA 19

Diagrama de flujo del procedimiento de cultivo celular
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FIGURA 20

Porcentaje medio de cambio de calcio sérico desde la linea de base
después de administrar una unica dosis de dOPGL-1 a monos cangrejeros
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FIGURA 21

Porcentaje medio de cambio de fosfatasa alcalina sérica desde la linea de base
después de administrar una unica dosis de AOPGL-1 a monos cangrejeros

—o— 0,1 mg/kg vV l
20 —v— 1,0mg/Rg IV |
a —=— 10,0 mgrkg IV |
8 1 —O— 1,0 mgfkg SC !
S !
© [} ————— — —— —— T F._____._.
© T b
£ r I [
8
o -20 3
° T
[}
£ |
o :
X 40 Y
= /
3
o l
2 60 1
£
©
(&)
w
o
3 -80 ¢ - - v T v — —_—— v v
0 9 28 42 56 70 84 og 112 128

Tiempo (Dia)

65



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

