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DESCRIPCION
Nuevo anticuerpo anti-PAD4
Ambito técnico
La presente invencion se refiere a nuevos anticuerpos anti-PADA4.
Técnica anterior

Peptidylarginina deiminasa 4 (PAD4) es conocida como una enzima que participa en la citrulinacién de una arginina
en una proteina. Esta citrulinacién implica una reaccion tal que una arginina, que es el aminoacido mas basico entre
los aminoacidos que constituyen una proteina, se convierte en una citrulina neutra. Esto es importante para la
estructura de la proteina y la reaccion mediada por la proteina.

Al parecer, la citrulinaciéon afecta a la artritis reumatoide (AR). Por ejemplo, en la AR, un péptido ciclico citrulinado
(PCC) esta presente como antigeno en la membrana sinovial. De este modo, un anticuerpo anti-CCP esta disponible
comercialmente como agente de diagndstico de la AR.

Existen algunos informes sobre PAD4 y AR. Por ejemplo, la Bibliografia no patentada 1 informa de la asociacion entre
la aparicion de la AR y un polimorfismo de un solo nucledtido del gen PAD4. Ademas, Bibliografia no patentada 2
informa del uso de un anticuerpo anti-PAD4 para el diagndstico de la AR. Asimismo, la Bibliografia de Patentes 1
describe que una mezcla que contiene 4 anticuerpos anti-PAD4 diferentes se administra a ratones para suprimir la AR
(véase el Ejemplo 2 de la Bibliografia de Patentes 1).

Lista de citas

Bibliografia sobre patentes

[Bibliografia sobre patentes 1] WO2012/026309
Bibliografia no patentada

[Bibliografia no patentada 1] "Functional haplotypes of PADI4, encoding citrullinating enzyme peptidylarginine
deiminase 4, are associated with rheumatoid arthritis", Suzuki et al., Nat Genet. 2003 Ago;34(4):395-402.
[Bibliografia no patentada 2] "Two novel sandwich ELISAs identify PAD4 levels and PAD4 autoantibodies in patients
with rheumatoid arthritis”, Ishigami et al., Mod Rheumatol. 2013 Jul;23(4):794-803.

Sumario de la invencion
La presente invencion se refiere al objeto definido en las reivindicaciones adjuntas.
Problema técnico

Desafortunadamente, en la Bibliografia de Patentes 1, la mezcla que contiene 4 anticuerpos anti-PAD4 diferentes tiene
que ser utilizada para suprimir la AR, y ha habido espacio para la mejora. Ademas, no existen anticuerpos anti-PAD4
convencionales eficaces en el tratamiento de la AR.

La presente invencion se ha llevado a cabo teniendo en cuenta las situaciones anteriores. El propésito de la presente
invencioén es proporcionar anticuerpos anti-PAD4 que tengan propiedades excelentes o proporcionar un procedimiento
excelente para el tratamiento de la AR, etc.

Solucién al problema

La presente invencion se dirige a un anticuerpo anti-PAD4, en el que el anticuerpo se une especificamente a un péptido
cuya secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 1, y no se une a un péptido cuya secuencia de
aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 32, 34, 0 35; y en el que el anticuerpo inhibe la actividad de citrulinacion de
PADA4. Los presentes inventores han descubierto que los anticuerpos anti-PAD4 que se unen especificamente a un
epitopo que contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PAD4 ejercen efectos terapéuticos sorprendentemente potentes
sobre la AR como se describe en los Ejemplos descritos a continuacion. Ademas, estos anticuerpos tienen mayor
afinidad hacia PAD4 y mayor funcion inhibidora de la actividad de citrulinaciéon que los anticuerpos anti-PAD4 descritos
en la Bibliografia de Patentes 1.

Ademas, para nuestra sorpresa, cuando se administré una combinacién de un anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor del
TNFa a ratones modelo de artritis reumatoide humana, se observé un beneficio terapéutico sinérgico.

Especificamente, un aspecto de la presente invencién proporciona un anticuerpo anti-PAD4 que se une
especificamente a un epitopo que contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PADA4. El uso de este anticuerpo permite
el tratamiento de la AR.
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Ademas, otro aspecto de la presente invencion proporciona un polinucleétido o vector que codifica el anticuerpo anti-
PAD4 anterior. Ademas, otro aspecto de la presente invencion proporciona una composicion que comprende el
anticuerpo anti-PAD4 anterior. Ademas, otro aspecto de la presente invencion proporciona un inhibidor de la actividad
de citrulinacion de PAD4, que comprende el anticuerpo anti-PAD4 anterior. Ademas, otro aspecto de la presente
invencion proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento de la AR o la artritis, que comprende el
anticuerpo anti-PAD4 anterior. Ademas, otro aspecto de la presente invencion proporciona un proceso para producir
un anticuerpo anti-PAD4, que comprende la etapa de hacer proliferar una célula que contiene el polinucleétido o vector
anterior.

Ademas, en otro aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-PAD4 anterior puede inhibir la actividad de
citrulinacion de PAD4. Ademas, en otro aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-PAD4 anterior puede tener
una KD (M) de 9,0 x 10"° o menos. Ademas, en otro aspecto de la presente invencion, el epitopo del anticuerpo anti-
PAD4 anterior puede identificarse por medio de la exploracion de alanina en la que se sustituye un Unico aminoacido.
Ademas, en otro aspecto de la presente invencién, el anticuerpo anti-PAD4 anterior puede ser un anticuerpo
monoclonal. Ademas, en otro aspecto de la presente invencién, el anticuerpo anti-PAD4 anterior puede ser un
anticuerpo humanizado. Ademas, en otro aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-PAD4 anterior puede
ser un fragmento de unién a antigeno.

Ademas, otro aspecto de la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor de TNFa. Ademas, otro aspecto de la presente invencién proporciona una
composicion farmacéutica que contiene anticuerpo anti-PAD4 utilizada cuando el anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor
de TNFa se utilizan en combinacion. Ademas, otro aspecto de la presente invencion proporciona una composicion
farmacéutica que contiene inhibidor de TNFa utilizada cuando un anticuerpo anti-PAD4 vy el inhibidor de TNFa se
utilizan en combinaciéon. Ademas, otro aspecto de la presente invencion proporciona un kit de tratamiento que
comprende un anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor de TNFa.

Ademas, otro aspecto de la presente invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior como composicion
farmacéutica para el tratamiento de la AR o la artritis. Ademas, en otro aspecto de la presente invencion, el anticuerpo
anti-PAD4 anterior puede ser un anticuerpo humanizado. Ademas, otro aspecto de la presente invencién proporciona
el kit de tratamiento anterior como un kit para el tratamiento de la AR o la artritis.

Efectos ventajosos de la invencion

La presente invencion proporciona anticuerpos anti-PAD4 que tienen propiedades excelentes o un procedimiento
excelente para el tratamiento de la AR o la artritis, etc.

Breve descripcion de los dibujos

[FIG. 1] la FIG. 1 son graficos que muestran los resultados de ELISA.

[FIG. 2] la FIG. 2 son graficos que muestran los resultados de ELISA.

[FIG. 3] la FIG. 3 son graficos que muestran los resultados de ELISA.

[FIG. 4] la FIG. 4 es un grafico que muestra los resultados del ensayo de afinidad.

[FIG. 5] la FIG. 5 es un diagrama que ilustra los resultados de la exploracion con alanina.

[FIG. 6] la FIG. 6 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de la funcion inhibidora de la actividad
de citrulinacion.

[FIG. 7] la FIG. 7 son gréaficos que muestran los resultados de la evaluacion de la funcion inhibidora de la actividad
de citrulinacion.

[FIG. 8] la FIG. 8 ofrece un esquema de las condiciones experimentales durante la evaluacion de la eficacia de los
farmacos.

[FIG. 9] la FIG. 9 son graficos que muestran los resultados de la evaluacién del tamafio de la hinchazén.

[FIG. 10] la FIG. 10 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de una puntuacion de artritis.

[FIG. 11] la FIG. 11 es un gréafico que muestra los resultados de la evaluacion del titulo de un anticuerpo anti-CCP.
[FIG. 12] la FIG. 12 son imagenes que muestran los resultados del analisis histoldgico.

[FIG. 13] la FIG. 13 ofrece un esquema de las condiciones experimentales durante la evaluacion de la eficacia de
los farmacos.

[FIG. 14] la FIG. 14 son graficos que muestran los resultados de la evaluacion del tamafio de la hinchazon.

[FIG. 15] la FIG. 15 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de una puntuacion de artritis.

[FIG. 16] la FIG. 16 muestra la secuencia de aminoacidos de la region constante de cada una de la cadena H
(lgG1) y la cadena L (k) de un anticuerpo humanizado del Ejemplo 6.

[FIG. 17] la FIG. 17 muestra las secuencias de las regiones variables de un anticuerpo humanizado G8.

[FIG. 18] la FIG. 18 muestra las secuencias de las regiones variables de un anticuerpo humanizado H7 (la
secuencia de la cadena H es la misma que la de G8).

[FIG. 19] la FIG. 19 muestra la secuencia completa de aminoacidos de un anticuerpo humanizado derivado de A11
o G8.

[FIG. 20] la FIG. 20 muestra la secuencia completa de aminoacidos de un anticuerpo humanizado derivado de G9
o H7.

[FIG. 21] la FIG. 21 son tablas que muestran los resultados de ELISA.
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[FIG. 22] la FIG. 22 son graficos que muestran los resultados de ELISA.

[FIG. 23] la FIG. 23 son gréaficos que muestran los resultados de ELISA.

[FIG. 24] la FIG. 24 es una tabla y graficos que muestran los resultados de ELISA.

[FIG. 25] la FIG. 25 muestra las secuencias de ADN utilizadas para la construccion de un anticuerpo humanizado
anti-PAD4 (IgG4A).

[FIG. 26] la FIG. 26 muestra las secuencias de aminoacidos del anticuerpo anti-PAD4 (IgG4A) del Ejemplo 6.
[FIG. 27] la FIG. 27 es una tabla y un grafico que muestran los resultados de ELISA.

[FIG. 28] la FIG. 28 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de la funcién inhibidora de la actividad
de citrulinacion.

Descripcion de las realizaciones

A continuacion, se describiran en detalle las realizaciones de la presente invencion. Tenga en cuenta que las
descripciones no se repiten de forma que se eviten redundancias.

Una realizacidon de la presente invencion proporciona un nuevo anticuerpo anti-PAD4 como se define en las
reivindicaciones. Este anticuerpo es, por ejemplo, un anticuerpo anti-PAD4 que se une especificamente a un epitopo
que contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PADA4. El uso de este anticuerpo permite el tratamiento de la artritis
reumatoide (AR) o artritis. Este protocolo de tratamiento es excelente desde el punto de vista de la seguridad, dado
que el uso de un anticuerpo produce un pequefio efecto secundario.

PAD4 es conocida como una enzima que participa en la citrulinacion de una arginina en una proteina. Se puede
consultar informacion detallada sobre la secuencia de aminoacidos de PAD4, etc., en, por ejemplo, la pagina web del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) o del HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee). Entre los
ejemplos del numero de acceso de PAD4 depositado en el NCBI se incluye NP_036519.2. Ejemplos de la secuencia
de aminoéacidos de PAD4 incluyen SEQ ID NO: 2. Los organismos fuente de PAD4 no estan limitados siempre que el
PAD4 tenga dicha actividad. Asp, Trp y Met se encuentran normalmente en las posiciones 345, 347 y 348 de PAD4,
respectivamente.

Como se usa en la presente memoria, los "anticuerpos anti-PAD4" incluyen un anticuerpo que puede unirse a PAD4.
Los ejemplos de un proceso para producir este anticuerpo anti-PAD4 pueden incluir, pero no se limitan particularmente
a, un proceso en el que un mamifero o ave se inmuniza con PAD4. El anticuerpo anti-PAD4 que se une especificamente
a un epitopo que contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PAD4 puede obtenerse seleccionando, por ejemplo, un
anticuerpo anti-PAD4 que muestre uniéon a PAD4 de tipo salvaje pero que no muestre unién a un mutante de PAD4 en
el que un aminoacido en la posicion 345, 347 o 348 se sustituye por alanina.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizaciéon de la presente invencién puede inhibir la actividad de
citrulinacion de PADA4.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacién de la presente invencion puede ser un anticuerpo monoclonal.
El anticuerpo monoclonal puede actuar sobre PAD4 mas eficazmente que un anticuerpo policlonal homélogo. Desde
el punto de vista de la produccion eficiente de un anticuerpo monoclonal anti-PAD4 que tenga un efecto deseado, se
inmuniza preferentemente un pollo con PAD4. A menos que se indique lo contrario, los ejemplos de PAD4 utilizados
como antigeno incluyen PAD4 de longitud completa o fragmentos peptidicos de PAD4.

La clase de anticuerpo de un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion no esta
particularmente limitada. Ejemplos de esta clase pueden ser IgM, IgD, IgG, IgA, IgE e IgY. Ademas, los ejemplos de la
subclase de anticuerpos pueden incluir, pero no se limitan particularmente a, 1gG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacidon de la presente invencion puede ser un fragmento de
anticuerpo que tenga actividad de unidon a PAD4 (en lo sucesivo, denominado a veces "fragmento de unién a
antigeno"). En este caso, se ejercen efectos que implican una mayor estabilidad o eficiencia en la produccion de
anticuerpos.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede ser una proteina de fusion.
Esta proteina de fusion puede producirse uniendo un polipéptido u oligopéptido al extremo N-terminal o C-terminal del
anticuerpo anti-PAD4. Como se utiliza en la presente memoria, el oligopéptido puede ser una etiqueta His. Ademas,
esta proteina de fusion puede crearse al fusionar el anticuerpo anti-PAD4 y una porcion de la secuencia de un
anticuerpo de ratdén, humano o pollo. Dicha proteina de fusion puede incluirse como una forma del anticuerpo anti-
PAD4 de acuerdo con esta realizacion.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacién de la presente invencion puede obtenerse tras una etapa de
inmunizacioén de un pollo con PAD4. El anticuerpo puede ser un anticuerpo que tenga un conjunto de CDR del
anticuerpo obtenido tras una etapa de inmunizacion de un pollo con PADA4. El conjunto CDR es un conjunto que
contiene los CDR de cadena pesada 1,2y 3y los CDR de cadena ligera 1, 2y 3.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede tener una KD (M) de, por
ejemplo, 9.9 x 109, 9.5 x 10, 9.0 x 10, 8.5 x 10, 8.0 x 10, 7.0 x 10°, 6.0 x 10, 5.0 x 10, 4.0 x 10, 3.0 x 107,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2952132 T3

2.0 x 10, 0 menos. El nimero puede estar comprendido entre dos de los valores anteriores. Desde el punto de vista
de la mejora de los efectos del tratamiento de AR, el KD (M) es preferentemente 9,0 x 10 o inferior.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede unirse a PAD4 de tipo salvaje
0 a un mutante de PADA4. El término "mutante" incluye ser responsable de una variacion en la secuencia de ADN, tal
como los SNP, entre individuos. Homologia entre la secuencia de aminoacidos de PAD4 de tipo salvaje o de un mutante
de PAD4 y la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 2 es preferentemente del 80% o superior, mas
preferentemente del 90% o superior, aun mas preferentemente del 95% o superior, y aun mas preferentemente del
98% o superior.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacién de la presente invencién puede ser un anticuerpo que puede
unirse a PAD4 de tipo salvaje pero no puede unirse a un mutante de PAD4 en el que un aminoacido en la posiciéon
345, 347 o 348 se sustituye por Ala. La expresion "no puede vincular a" se refiere a que no hay vinculacion sustancial.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede ser un anticuerpo obtenido
por un proceso de produccion que incluye: la seleccién de un anticuerpo que puede reaccionar significativamente con
PAD4 de tipo salvaje; o la seleccion de un anticuerpo que no puede unirse a un mutante de PAD4 en el que un
aminoacido en la posicion 345, 347 o 348 se sustituye por Ala.

Con respecto a un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion, la union del
anticuerpo a un mutante de PAD4 en el que un aminoacido en la posicidon 345, 347 o 348 se sustituye por Ala puede
ser del 50% o menos que la de un anticuerpo policlonal anti-PAD4. El término "50% o menos" puede significar, por
ejemplo, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 1 0 0%. El numero puede estar comprendido entre dos de los valores
anteriores. La unién puede evaluarse, por ejemplo, por medio de ELISA o Biacore. Como se utiliza en el presente
documento, el término "anticuerpo policlonal anti-PAD4" incluye, por ejemplo, anti-suero. Los términos "unién" o
"reactividad" incluyen la afinidad.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencién puede unirse especificamente a las
posiciones 345, 347 y 348 de PADA4. Este anticuerpo puede unirse a otro residuo de aminoacido dentro del epitopo
siempre que el anticuerpo pueda unirse especificamente a las posiciones 345, 347 y 348 de PAD4. Ejemplos de otro
residuo de aminoacido dentro del epitopo pueden incluir un residuo de aminoacido en la posicién 344 de PAD4. Un
anticuerpo que se une especificamente a un sitio especifico puede ser un anticuerpo que reconoce el sitio especifico.

Un epitopo al que se une un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede
contener, ademas de los residuos de aminoacidos en las posiciones 345, 347 y 348 de PAD4, uno o varios residuos
de aminoacidos distintos de los residuos de aminoacidos en las posiciones 345, 347 y 348. Por ejemplo, el epitopo
anterior puede contener un residuo de aminoacido en la posicion 344. Ademas, este epitopo no puede contener un
aminoacido en la posicion 340, 341, 342, 343, 344, 346, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355 0 356 de PADA4.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacién de la presente invencion puede unirse especificamente a un
epitopo que contiene aminoacidos en las posiciones 6, 8 y 9 de un péptido, cuya secuencia de aminoacidos se
establece en SEQ ID NO: 1.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencién es un anticuerpo que puede unirse
a un péptido, cuya secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 1, pero no puede unirse a un péptido cuya
secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 32, 34 o 35.

Con respecto a un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion, la union del
anticuerpo a un péptido, cuya secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 32, 34 o 35, puede ser del 50%
0 menos que la de un anticuerpo policlonal anti-PAD4. El término "50% o menos" puede significar, por ejemplo, 50,
45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 1 0 0%. El nUmero puede estar comprendido entre dos de los valores anteriores. La
unioén puede evaluarse, por ejemplo, por medio de ELISA o Biacore.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede unirse especificamente a las
posiciones 6, 8 y 9 de un péptido, cuya secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 1. Este anticuerpo
puede unirse a otro residuo de aminoacido dentro del epitopo siempre que el anticuerpo pueda unirse especificamente
a las posiciones 6, 8 y 9 de un péptido cuya secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 1. Ejemplos de
otro residuo de aminoacido dentro del epitopo pueden incluir un residuo de aminoéacido en la posicion 5 de un péptido,
cuya secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 1.

Un epitopo al que se une un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede
contener, ademas de los residuos de aminoacidos en las posiciones 6, 8 y 9 de un péptido, cuya secuencia de
aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 1, un residuo de aminoacido en la posicion 5. Ademas, este epitopo no
puede contener un aminoacido en la posicién 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 17 de un péptido cuya
secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 1.

Un epitopo al que se une un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede ser
un epitopo identificado por medio de, por ejemplo, exploracion de alanina. Como se utiliza en el presente documento,
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el término "exploracion de alanina" se refiere a una técnica en la que un aminoacido de una proteina, por ejemplo, se
sustituye por alanina y se examinan las caracteristicas de la uniéon de un anticuerpo a la proteina. El epitopo
identificado por exploracién de alanina puede ser un epitopo que puede determinarse tras una etapa (i) de sustitucion
de un unico residuo de aminoacido de un antigeno por Ala para crear un mutante Ala; una etapa (ii) de medicion de la
afinidad de un anticuerpo de prueba hacia el mutante Ala; y/o una etapa (iii) de evaluacién, como epitopo, de un
residuo de aminoacido original antes de la sustitucion Ala con respecto al mutante Ala con el que el anticuerpo de
prueba no reacciona significativamente. La etapa (i) anterior puede incluir una etapa de sustitucién de una pluralidad
de residuos de aminoacidos individuales del antigeno por Ala para crear una pluralidad de mutantes Ala. El
procedimiento de evaluacion del epitopo puede incluir una etapa (iv) de medicion de la afinidad de un anticuerpo
policlonal anti-PAD4 hacia cada mutante Ala. El procedimiento de evaluacion del epitopo puede incluir una etapa (v)
de determinar que cuando la afinidad del anticuerpo de prueba hacia el mutante Ala es 50% o0 menos que la afinidad
de un anticuerpo policlonal anti-PAD4 hacia el mutante Ala, el anticuerpo de prueba no muestra reactividad
significativa. El término "50% o menos" puede significar 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 1% o menos, 0 0%. El
numero puede estar comprendido entre dos de los valores anteriores. La exploracion de la alanina puede ejecutarse
sustituyendo un solo aminoacido. Un antigeno utilizado para la exploracion de alanina puede ser PAD4 o un fragmento
peptidico del mismo. La afinidad puede evaluarse, por ejemplo, por medio de ELISA o Biacore.

Como se utiliza en el presente documento, el término "anticuerpo" se refiere a una molécula que puede unirse
especificamente a un epitopo especifico localizado en un antigeno, y también se refiere a una poblaciéon de la
molécula. Ademas, el término "anticuerpo" puede incluir anticuerpos policlonales y monoclonales. Ademas, los
anticuerpos tienen una gran variedad de formas. Los ejemplos pueden incluir al menos una forma seleccionada del
grupo que consiste en un anticuerpo de longitud completa (un anticuerpo que tiene regiones Fab y una regién Fc), un
anticuerpo Fv, un anticuerpo Fab, un anticuerpo F(ab'), , un anticuerpo Fab', un diacuerpo, un anticuerpo de cadena
simple (por ejemplo, un scFv), un dsFv, un anticuerpo multivalente (por ejemplo, un anticuerpo divalente), un péptido
0 polipéptido de unién a antigeno, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo de ratén, un anticuerpo de pollo, un
anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano y sus equivalentes. Ademas, los anticuerpos pueden estar modificados
o no. Con respecto a los anticuerpos modificados, diversas moléculas tales como el polietilenglicol pueden conjugarse
con un anticuerpo. Los anticuerpos modificados pueden obtenerse sometiendo un anticuerpo a una modificacion
quimica mediante el uso de un procedimiento conocido. La secuencia de aminoacidos, clase o subclase del anticuerpo
puede ser la derivada de, por ejemplo, un humano, un mamifero no humano (por ejemplo, un ratén, una rata, un
conejo, una vaca, un mono) o un ave (por ejemplo, un pollo). Ademas, ejemplos del anticuerpo incluyen un anticuerpo
aislado, un anticuerpo purificado y un anticuerpo recombinante. Ademas, el anticuerpo puede utilizarse, por ejemplo, in
vitro o in vivo.

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo policlonal" puede producirse inmunizando, por ejemplo, un
mamifero (por ejemplo, una rata, un raton, una cobaya, un conejo, una vaca, un mono) o un ave (por ejemplo, un pollo)
con un inmundgeno que contenga un antigeno de interés. La inmunizacion puede requerir la coinyeccién de uno o
mas agentes inmunizantes y un adyuvante. El adyuvante puede utilizarse para aumentar la respuesta inmunitaria. El
adyuvante puede incluir el adyuvante de Freund (completo o incompleto), un gel mineral (por ejemplo, hidroxido de
aluminio) y/o un tensioactivo (por ejemplo, lisolecitina). Un protocolo de inmunizacién es publicamente conocido en la
técnica. Cualquier procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria en un organismo huésped seleccionado se
puede llevar a cabo en funcién de la especie huésped seleccionada ("Protein Experiment Handbook", YODOSHA CO.,
LTD. (2003), 86-91).

Como se utiliza en el presente documento, el término "anticuerpo monoclonal" incluye anticuerpos obtenidos cuando
anticuerpos individuales que constituyen una poblacién reaccionan sustancialmente con el mismo epitopo.
Alternativamente, el anticuerpo monoclonal puede obtenerse cuando los anticuerpos individuales que constituyen una
poblacién son sustancialmente iguales (se permiten mutaciones naturales). Los anticuerpos monoclonales son muy
especificos y difieren de los anticuerpos policlonales normales, que suelen contener diferentes anticuerpos que se
unen a diferentes epitopos. Un proceso para producir un anticuerpo monoclonal no tiene ninguna limitacion particular.
Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal puede producirse por medio de un procedimiento similar al procedimiento del
hibridoma divulgado en "Kéhler G y Milstein C, Nature, 1975, Aug. 7, 256 (5517), 495-497". Alternativamente, el
anticuerpo monoclonal puede producirse por un procedimiento similar a la tecnologia recombinante divulgada
en Patente estadounidense n°® 4816567. Ademas, el anticuerpo monoclonal puede aislarse de una biblioteca de
anticuerpos fago por medio de un procedimiento similar a la tecnologia descrita en "Clackson et al., Nature, 1991, 15
de agosto, 352 (6336), 624-628"0 "Marks et al., J Mol Biol., 1991, dic. 5, 222(3), 581-597". Ademas, el anticuerpo
puede generarse mediante un procedimiento divulgado en "Protein Experiment Handbook, YODOSHA CO., LTD.,
(2003), 92-96".

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo Fv" es un fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de
reconocimiento de antigeno. El Fv consiste en un dimero entre un dominio variable de cadena pesada y un dominio
variable de cadena ligera, dominios que estan acoplados por enlaces no covalentes. Con esta estructura, tres CDR
de los respectivos dominios variables pueden interactuar entre si para formar un sitio de union al antigeno en la
superficie del dimero VH-VL.

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo Fab" es un fragmento de anticuerpo producido por digestion,
por ejemplo, de un anticuerpo que contiene regiones Fab y una region Fc por una proteasa papaina, teniendo el
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fragmento la mitad N-terminal de la cadena H y toda la cadena L unidas por un enlace disulfuro. Por ejemplo, puede
obtenerse un Fab digiriendo, por medio de una proteasa papaina, un anticuerpo anti-PAD4 que contenga regiones
Fab y una region Fc de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo F(ab'). " es un fragmento de anticuerpo que contiene dos
regiones Fab derivadas de un fragmento producido por digestién, por ejemplo, de un anticuerpo que contiene regiones
Fab y una region Fc por una proteasa pepsina. Por ejemplo, puede obtenerse un F(ab'), digiriendo, por medio de una
proteasa pepsina, un anticuerpo anti-PAD4 que contenga regiones Fab y una regiéon Fc de acuerdo con una realizacion
de la presente invencién. Ademas, el F(ab'), puede producirse uniendo, por ejemplo, los siguientes Fab por medio de
un enlace tioéter o un enlace disulfuro.

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo Fab™ es un fragmento de anticuerpo producido, por ejemplo,
por escision del enlace disulfuro en la region bisagra de un fragmento F(ab'). . ElI Fab' puede producirse tratando el
F(ab')2 con un agente reductor tal como el ditiotreitol.

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo scFv" es un fragmento de anticuerpo en el que VH y VL
estan unidos por medio de un enlazador peptidico adecuado. El anticuerpo scFv puede producirse obteniendo ADNc
que codifique el VH y el VL de un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion,
construyendo un polinucleétido que codifique un fragmento VH-péptido enlazador-VL, clonando el polinucleétido en
un vector, y mediante el uso de células que expresen el vector para producir un scFv.

Como se utiliza en el presente documento, un "diabodia" es un fragmento de anticuerpo que tiene una actividad de
union a antigenos divalentes. Ambas actividades de union a antigeno pueden ser idénticas, o una de ellas puede ser
una actividad de unién a antigeno distinta. El diacuerpo puede producirse construyendo un polinucleétido que contenga
una secuencia de nucledtidos que codifique, por ejemplo, scFvs unidos mediante el uso de un enlazador peptidico
que tenga una secuencia de aminoacidos de 8 residuos o menos, clonando el polinucleétido resultante en un vector y
mediante el uso de células que expresen el vector para producir un diacuerpo.

Como se utiliza en el presente documento, un "dsFv" es un fragmento de anticuerpo en el que un polipéptido VH que
contiene un residuo de cisteina y un polipéptido VL que contiene un residuo de cisteina estan unidos por medio de un
enlace disulfuro entre los residuos de cisteina mencionados. El residuo de aminoacido sustituido por el residuo de
cisteina puede seleccionarse en base a una prediccion de la conformacion del anticuerpo de acuerdo con un
procedimiento indicado por Reiter et al. (Reiter et al., Protein Eng., 1994, mayo, 7(5), 697-704).

Como se utiliza en el presente documento, un "péptido o polipéptido de unién a antigeno" es un fragmento de
anticuerpo que contiene el VH y/o VL de un anticuerpo o CDRs 1, 2, y/o 3 del mismo. Una pluralidad de péptidos que
contienen una o varias CDR pueden unirse directa o indirectamente por medio de un enlazador peptidico adecuado.

Un proceso para producir el anticuerpo Fv, el anticuerpo Fab, el anticuerpo F(ab')z , el anticuerpo Fab', el anticuerpo
scFv, el diabody, el anticuerpo dsFv, y el péptido o polipéptido de union a antigeno (en lo sucesivo, a veces denominado
"anticuerpo Fv, etc.") anterior no esta particularmente limitado. Por ejemplo, el anticuerpo Fv, etc., puede producirse
clonando un ADN que codifique una region (como un anticuerpo Fv, etc.) de un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con
una realizacion de la presente invencion en un vector de expresion y mediante el uso de células que expresen el vector
para su produccién. Ademas, para su produccion puede utilizarse un proceso de sintesis quimica tal como un proceso
Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonilo) y un proceso tBOC (t-butiloxicarbonilo). Se observa que, como se utiliza en el
presente documento, un fragmento de antienlazamiento puede incluir al menos uno de los anticuerpos Fv
mencionados anteriormente, etc.

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo quimérico" puede producirse, por ejemplo, uniendo regiones
variables de un anticuerpo derivado de una especie a regiones constantes de un anticuerpo derivado de otra especie,
y puede construirse faciimente mediante el uso de tecnologia de recombinacion genética. Los ejemplos incluyen un
anticuerpo quimérico ratén-humano, un anticuerpo quimérico pollo-humano y un anticuerpo quimérico pollo-ratén. Por
ejemplo, un anticuerpo quimérico ratén-humano puede producirse por medio de un proceso divulgado en "Roguska et
al., Proc Natl Acad Sci U S A., 1994, Feb. 1, 91(3), 969-973". Por ejemplo, un procedimiento basico para producir un
anticuerpo quimérico ratén-humano incluye: aislar una secuencia lider de ratéon y una secuencia de regién variable
presente en un ADNc clonado; y unir estas secuencias a una secuencia que codifica una regiéon constante de un
anticuerpo humano, estando la secuencia presente en un vector de expresion de mamifero. Alternativamente, una
secuencia lider de ratén y una secuencia de region variable presente en un ADNc clonado pueden ligarse primero a
una secuencia que codifica una region constante de un anticuerpo humano y la secuencia resultante se liga después
a un vector de expresion de mamifero. Un fragmento de region constante del anticuerpo humano puede ser una region
constante de la cadena H o una region constante de la cadena L de cualquier anticuerpo humano. Ejemplos de la
region constante de la cadena H humana pueden incluir Cy1, Cy2, Cy3 y Cy4. Ejemplos de la region constante de la
cadena L pueden ser CAy Ck.

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo humanizado" tiene, por ejemplo, una o mas CDR derivadas
de una especie no humana, regiones marco (FR) derivadas de inmunoglobulina humana y regiones constantes
derivadas de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado se une a un antigeno deseado. Un anticuerpo puede
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humanizarse mediante el uso de diversas técnicas conocidas en la técnica (Almagro et al., Front Biosci., 2008, Jan. 1,
13, 1619-1633). Ejemplos de estas técnicas pueden ser el injerto de CDR (Ozaki et al., Blood, 1999, Jun. 1, 93(11),
3922-3930), el reasfaltado (Roguska et al., Proc Natl Acad Sci USA., 1994, Feb.1, 91(3), 969-973), y FR shuffling
(Damschroder et al., Mol Immunol., 2007, Abr., 44(11), 3049-3060, Epub 2007, Jan 22). Afin de modificar o mejorar la
union al antigeno, los residuos de aminoacidos de las regiones FR humanas pueden sustituirse por residuos
correspondientes a los del anticuerpo donante CDR. Esta sustitucion de FR puede llevarse a cabo mediante el uso de
un procedimiento bien conocido en la técnica (Riechmann et al., Nature, 1988, Mar 24; 332(6162): 323-327). Por
ejemplo, la interaccion entre CDR y FR puede simularse para identificar los residuos FR que son criticos en la unién
al antigeno. Alternativamente, sus secuencias pueden compararse para identificar los residuos FR que son anormales
en una posicion especifica. Obsérvese que un anticuerpo se humaniza preferentemente por medio del procedimiento
descrito en Nishibori et al., Mol Immunol. 2006 Feb;43(6):634-42.

Como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo humano" tiene, por ejemplo, una regién variable de cadena
pesada y una regién constante y una region variable de cadena ligera y una regiéon constante, todas ellas derivadas
de genes que codifican una inmunoglobulina humana. Los ejemplos de un procedimiento basico para generar un
anticuerpo humano incluyen un procedimiento que utiliza un raton transgénico productor de anticuerpos humanos,
visualizacién de fagos y similares. El procedimiento que utiliza un ratén transgénico productor de anticuerpos humanos
incluye: introducir un gen Ig humano funcional en un ratén endogénico Ig-knockout; y producir, en lugar de anticuerpos
de raton, anticuerpos humanos con capacidades versatiles de union a antigenos. Ademas, si se inmuniza a este raton,
se puede obtener un anticuerpo monoclonal humano mediante el uso de un procedimiento de hibridoma convencional.
Por ejemplo, un anticuerpo humano puede prepararse mediante el uso del procedimiento divulgado en "Lonberg et al.,
Int Rev Immunol., 1995, 13(1), 65-93". La visualizacion de fagos es tipicamente un sistema en el que se hace que un
gen exogeno se exprese como una proteina de fusion en una porcion N-terminal de una proteina de cubierta (por
ejemplo, g3p, g10p) de un fago filamentoso como M13 0 T7, un virus de E. coli, sin perder la infectividad del fago. Por
ejemplo, puede generarse un anticuerpo humano mediante el uso del procedimiento divulgado en "Vaughan et al., Nat
Biotechnol, 1996, Mar., 14(3), 309-314".

Como se utiliza en el presente documento, una "cadena pesada" es tipicamente un componente principal de un
anticuerpo de longitud completa. La cadena pesada suele estar unida a una cadena ligera por medio de un enlace
disulfuro y enlaces no covalentes. El dominio N-terminal de la cadena pesada tiene lo que se denomina una region
variable (VH), cuya secuencia de aminoacidos no es la misma ni siquiera en la misma clase de anticuerpos derivados
de la misma especie. En general, se sabe que el VH contribuye en gran medida a la especificidad y afinidad hacia un
antigeno. Un articulo "Reiter et al., J Mol Biol., 1999, Jul. 16; 290(3): 685-98", por ejemplo, ha informado de que una
molécula que sélo contenia un VH era capaz de unirse a un antigeno con gran especificidad y afinidad. Ademas, un
articulo "Wolfson W, Chem Biol., 2006, dic.; 13(12): 1243-1244" ha informado de que entre los anticuerpos de camello,
esta presente un anticuerpo que solo tiene una cadena pesada, pero no una cadena ligera.

Como se utilizan en el presente documento, las "CDR (regiones determinantes de la complementariedad)" son
regiones de anticuerpos que realmente entran en contacto con un antigeno para formar un sitio de unién. En términos
generales, las CDR se localizan en el Fv (regiones variables que incluyen una regién variable de cadena pesada (VH)
y una region variable de cadena ligera (VL)) de un anticuerpo. Ademas, las CDR, en general, incluyen CDR1, CDR2 y
CDR3 que tienen entre 5 y 30 residuos de aminoacidos. En este caso, se sabe que las CDR de la cadena pesada, en
particular, contribuyen a la unién de un anticuerpo a un antigeno. Entre las CDR, se sabe que la CDR3 es la que mas
contribuye a la union de un anticuerpo a un antigeno. Un articulo "Willy et al., Biochemical and Biophysical Research
Communications Volume 356, Issue 1, 27, April 2007, Pages 124-128", por ejemplo, desvela que la modificacion de la
CDR3 de la cadena pesada aumento la capacidad de unién de un anticuerpo. Las regiones Fv distintas de las CDR
se denominan regiones marco (FR). Las regiones FR incluyen FR1, FR2, FR3 y FR4 y estan relativamente bien
conservadas entre los anticuerpos (Kabat et al., "Sequence of Proteins of Immunological Interest" US Dept. Health and
Human Services, 1983).

Diversos informes han divulgado definiciones de CDR y procedimientos para determinar una posicion CDR. Por
ejemplo, la definiciéon de Kabat (Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 ed., Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) o la definicion de Chothia (Chothia et al., J. Mol. Biol., 1987; 196:
901-917). En el presente documento, la definicion de Kabat es la preferente. Sin embargo, la definicion no se limita a
lo anterior. Ademas, los CDR pueden determinarse teniendo en cuenta tanto la definicion de Kabat como la de Chothia.
Por ejemplo, una parte en la que los CDR definidos por cada definicion se solapan entre si puede determinarse como
un CDR. Alternativamente, puede determinarse como CDR una porcion que contenga los dos CDR definidos por cada
definicion. Algunos ejemplos concretos de este procedimiento son el procedimiento de Martin (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1989; 86: 9268-9272) mediante el uso del software de modelizacion de anticuerpos AbM de Oxford Molecular.
El procedimiento de Martin implica una propuesta en la que se comprometen la definicion de Kabat y la definicion de
Chothia.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencién, al menos un anticuerpo anti-PAD4 se selecciona del grupo
que consiste en: (a) un anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos de las CDRs 1 a 3 de cadena pesada
y CDRs 1 a 3 de cadena ligera representadas por los respectivos SEQ ID Nros.: 50 a 55; (b) un anticuerpo que contiene
las secuencias de aminoacidos de las CDR de cadena pesada 1 a 3 y de las CDR de cadena ligera 1 a 3 representadas
por los respectivos SEQ ID Nros.: 56 a 61; ¢) un anticuerpo que contenga las secuencias de aminoacidos de las CDR
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de cadena pesada 1 a 3 y de las CDR de cadena ligera 1 a 3 representadas por los respectivos SEQ ID Nros.: 62 a
67; d) un anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos de las CDR de cadena pesada 1 a 3 y de las CDR
de cadena ligera 1 a 3 representadas por los respectivos SEQ ID Nros.: 68 a 73; (e) un anticuerpo que contiene las
secuencias de aminoacidos de las CDRs 1 a 3 de cadena pesada y CDRs 1 a 3 de cadena ligera representadas por
los respectivos SEQ ID Nros.: 74 a 79; y f) un anticuerpo que contenga las secuencias de aminoacidos de las CDR de
cadena pesada 1 a 3y de las CDR de cadena ligera 1 a 3 representadas por los respectivos SEQ ID Nros.: de 80 a
85. El uso de cada anticuerpo permite tratar la AR o la artritis. En otra realizacion de la presente invencién, un
anticuerpo anti-PAD4 contiene al menos un conjunto seleccionado entre conjuntos de secuencias de aminoacidos de
las CDR de cadena pesada 1 a 3 y las CDR de cadena ligera 1 a 3 enumeradas anteriormente. En el presente
documento, el término "respectivo” tiene el mismo significado que "en secuencia".

Se observa que las secuencias de aminoacidos expuestas en los anteriores (a) a (f) corresponden a las respectivas
secuencias de aminoacidos CDR de los anticuerpos A11, E9, G6, G8, G9, y H7 descritos en los siguientes Ejemplos.
En concreto, las secuencias de aminoacidos de las CDRs 1, 2 y 3 de la cadena pesada y las CDRs 1,2y 3 de la
cadena ligera de A11 son secuencias de aminoacidos representadas por SYGMG (SEQ ID NO: 50),
AIRNDGSWTGYGAAVKG (SEQ ID NO: 51), TTGSRGGSIDA (SEQ ID NO: 52), SGGGRYYYG (SEQ ID NO: 53),
YKRPS (SEQ ID NO: 54), y GSAETSSYV (SEQ ID NO: 55), respectivamente. Ademas, las secuencias de aminoacidos
de las CDR de cadena pesada 1,2y 3y de las CDR de cadena ligera 1, 2 y 3 de E9 son secuencias de aminoacidos
representadas por SYGMG (SEQ ID NO: 56), AIRNDGSWTGYGSAVKG (SEQ ID NO: 57), TSGSSGGSVDA (SEQ ID
NO: 58), SGGGRYYYG (SEQ ID NO: 59), YKRPS (SEQ ID NO: 60), y GSAETSSYV (SEQ ID NO: 61),
respectivamente. Ademas, las secuencias de aminoacidos de las CDR de cadena pesada 1, 2y 3 y de las CDR de
cadena ligera 1, 2 y 3 de G6 son secuencias de aminoacidos representadas por SYGME (SEQ ID NO: 62),
AIRNDGSWTGYGAAVKG (SEQ ID NO: 63), TTGSSGGSIDA (SEQ ID NO: 64), SGGGNYYYG (SEQ ID NO: 65),
YKRPS (SEQ ID NO: 66), y GTADTGKYV (SEQ ID NO: 67), respectivamente. Ademas, las secuencias de aminoacidos
de las CDR de cadena pesada 1, 2y 3 y de las CDR de cadena ligera 1, 2 y 3 de G8 son secuencias de aminoacidos
representadas por TYAMG (SEQ ID NO: 68), AIRNDGSWTGYGAAVKG (SEQ ID NO: 69), YTGSSGGSIGA (SEQ ID
NO: 70), SGGNRNYYYG (SEQ ID NO: 71), YKRPS (SEQ ID NO: 72), y GTADTGKYV (SEQ ID NO: 73),
respectivamente. Ademas, las secuencias de aminoacidos de las CDR de cadena pesada 1, 2y 3 y de las CDR de
cadena ligera 1, 2 y 3 de G9 son secuencias de aminoacidos representadas por TYAMG (SEQ ID NO: 74),
AIRNDGSWTGYGAAVKG (SEQ ID NO: 75), YTGSSGGSIGA (SEQ ID NO: 76), SGGGRYYYG (SEQ ID NO: 77),
YKRPS (SEQ ID NO: 78), y GSAETSSYV (SEQ ID NO: 79), respectivamente. Ademas, las secuencias de aminoacidos
de las CDR de cadena pesada 1, 2y 3y de las CDR de cadena ligera 1, 2 y 3 de H7 son secuencias de aminoacidos
representadas por TYAMG (SEQ ID NO: 80), AIRNDGSWTGYGAAVKG (SEQ ID NO: 81), YTGSSGGSIGA (SEQ ID
NO: 82), SGGSGRYYYG (SEQ ID NO: 83), SSTHRPS (SEQ ID NO: 84), y GTADSSSYV (SEQ ID NO: 85)),
respectivamente.

El anticuerpo anterior (a) puede contener las secuencias de aminoacidos de los FR de cadena pesada 1 a 4 y de
cadena ligera 1 a 4 representadas por los respectivos SEQ ID Nros.: 86 a 93. El anticuerpo anterior (b) puede contener
las secuencias de aminoacidos de los FR de cadena pesada 1 a 4 y de cadena ligera 1 a 4 representadas por los
respectivos SEQ ID Nros.: 94 a 101. El anticuerpo anterior (c) puede contener las secuencias de aminoacidos de los
FR de cadena pesada 1 a 4 y de cadena ligera 1 a 4 representadas por los respectivos SEQ ID Nros.: 102 a 109. El
anticuerpo anterior (d) puede contener las secuencias de aminoacidos de los FR de cadena pesada 1 a 4 y de cadena
ligera 1 a 4 representadas por los respectivos SEQ ID Nros.: 110 a 117. El anticuerpo anterior (e) puede contener las
secuencias de aminoacidos de los FR de cadena pesada 1 a 4 y de cadena ligera 1 a 4 representadas por los
respectivos SEQ ID Nros.: 118 a 125. El anticuerpo anterior (f) puede contener las secuencias de aminoacidos de los
FR de cadena pesada 1 a 4 y de cadena ligera 1 a 4 representadas por los respectivos SEQ ID Nros.: 126 a 133. Se
observa que estas secuencias de aminoacidos FR corresponden a las respectivas secuencias de aminoacidos FR de
los anticuerpos A11, E9, G6, G8, G9 y H7 descritos en los siguientes Ejemplos. En otra realizacién de la presente
invencion, un anticuerpo anti-PAD4 contiene al menos un conjunto seleccionado de conjuntos de secuencias de
aminoacidos de los FR de cadena pesada 1 a4 y los FR de cadena ligera 1 a 4 enumerados anteriormente.

Siempre que el anticuerpo anterior (a) ejerza los efectos deseados, su cadena pesada CDR3 puede contener la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 70 en lugar de SEQ ID NO: 52; y su cadena ligera CDR3 puede
contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 67 en lugar de SEQ ID NO: 55. Siempre que el
anticuerpo (b) anterior ejerza los efectos deseados, su cadena pesada CDR2 puede contener la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 51 en lugar de SEQ ID NO: 57; su cadena pesada CDR3 puede contener la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 70 en lugar de SEQ ID NO: 58; y su cadena ligera CDR3 puede
contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 67 en lugar de SEQ ID NO: 61. Siempre que el
anticuerpo (c) anterior ejerza los efectos deseados, su cadena pesada CDR1 puede contener la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 50 en lugar de SEQ ID NO: 62; su cadena pesada CDR3 puede contener la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 70 en lugar de SEQ ID NO: 64; su cadena ligera CDR1 puede
contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 53 en lugar de SEQ ID NO: 65; y su cadena ligera
CDR3 puede contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 55 en lugar de SEQ ID NO: 67.
Siempre que el anticuerpo anterior (d) ejerza los efectos deseados, su cadena ligera CDR1 puede contener la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 53 en lugar de SEQ ID NO: 71; y su cadena ligera CDR3 puede
contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 55 en lugar de SEQ ID NO: 73. Siempre que el
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anticuerpo anterior (e) ejerza los efectos deseados, su cadena ligera CDR3 puede contener la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 67 en lugar de SEQ ID NO: 79. Siempre que el anticuerpo (f) anterior ejerza
los efectos deseados, su cadena ligera CDR1 puede contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID
NO: 53 en lugar de SEQ ID NO: 83; su cadena ligera CDR2 puede contener la secuencia de aminoacidos establecida
en SEQ ID NO: 54 en lugar de SEQ ID NO: 84; y su cadena ligera CDR3 puede contener la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO: 55 0 67 en lugar de SEQ ID NO: 85.

Siempre que un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion ejerza los efectos
deseados, su CDR1 de cadena pesada puede contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 50,
56, 62, 68, 74 u 80; su CDR2 de cadena pesada puede contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID
NO: 51, 57, 63, 69, 75 u 81; su CDR3 de cadena pesada puede contener la secuencia de aminoacidos establecida en
SEQ ID NO: 52, 58, 64, 70, 76 u 82; su CDR1 de cadena ligera puede contener la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO: 53, 59, 65, 71, 77 u 83; su CDR2 de cadena ligera puede contener la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 54, 60, 66, 72, 78 u 84; y su cadena ligera CDR3 puede contener la secuencia
de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 55, 61, 67, 73, 79 u 85.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede tener una forma de scFv. En
este caso, puede proporcionarse un enlazador entre una cadena pesada y una cadena ligera. Ejemplos
representativos del enlazador incluyen, pero no se limitan a, una secuencia que contiene de 0 a 5 aminoacidos
consistentes en G y P. El enlazador puede tener, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID
NO: 134. El enlazador es prescindible y puede no estar presente.

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacién de la presente invencion puede ser al menos un anticuerpo
anti-PAD4 seleccionado del grupo que consiste en: un anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos de una
region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera como se establece en SEQ ID NO: 186 y
187, respectivamente; un anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos de una regioén variable de cadena
pesada y una regién variable de cadena ligera segun se establece en SEQ ID NO: 188 y 189, respectivamente; un
anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos de una region variable de cadena pesada y una region variable
de cadena ligera segun se establece en SEQ ID NO: 190 y 191, respectivamente; un anticuerpo que contiene las
secuencias de aminoacidos de una regién variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera segun
se establece en SEQ ID NO: 192 y 193, respectivamente; y un anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos
de una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera segun se establece en SEQ ID NO:
194 y 195, respectivamente. Dado que este anticuerpo tiene secuencias FR derivadas de un anticuerpo humano, es
preferente desde el punto de vista de la seguridad. Tenga en cuenta que el término "respectivamente" tiene el mismo
significado que "en secuencia".

Un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede ser al menos un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste en: un anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos de una cadena
pesada y una cadena ligera como se establece en SEQ ID NO: 170 y 171, respectivamente; un anticuerpo que contiene
las secuencias de aminoacidos de una cadena pesada y una cadena ligera segun se establece en SEQ ID NO: 172y
173, respectivamente; un anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos de una cadena pesada y una cadena
ligera segun se establece en SEQ ID NO: 174 y 175, respectivamente; un anticuerpo que contiene las secuencias de
aminoacidos de una cadena pesada y una cadena ligera segun se establece en SEQ ID NO: 176 y 177,
respectivamente; y un anticuerpo que contiene las secuencias de aminoacidos de una cadena pesada y una cadena
ligera segun se establece en SEQ ID NO: 196 y 197, respectivamente. Debido a que este anticuerpo tiene secuencias
FR y secuencias de region constante derivadas de un anticuerpo humano, el anticuerpo es preferente desde el punto
de vista de la seguridad. Tenga en cuenta que el término "respectivamente" tiene el mismo significado que "en
secuencia".

Siempre que un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion ejerza los efectos
deseados, su region variable de cadena pesada puede contener la secuencia de aminoacidos establecida en 186,
188, 190, 192, 194, 155, 156, 157, 162, 163, o 164; la region variable de cadena ligera puede contener la secuencia
de aminoacidos establecida en 187, 189, 191, 193, 195, 158, 159, 160, 161, 165, 166, 167, 168, o 169. En este
momento, la combinacion de la region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera no tiene
ninguna limitacion particular, y puede permitirse cualquier combinacion. Dado que este anticuerpo tiene secuencias
FR derivadas de un anticuerpo humano, es preferente desde el punto de vista de la seguridad.

Siempre que un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con una realizaciéon de la presente invencién ejerza los efectos
deseados, su cadena pesada puede contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 170, 172, 174,
176, o 196; y su cadena ligera puede contener la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 171, 173,
175, 177 0 197. En este momento, la combinacion de la cadena pesada y la cadena ligera no tiene ninguna limitacion
particular, y puede permitirse cualquier combinacion. Debido a que este anticuerpo tiene secuencias FR y secuencias
de regién constante derivadas de un anticuerpo humano, el anticuerpo es preferente desde el punto de vista de la
seguridad.

Siempre que el anticuerpo anti-PAD4 ejerza el efecto deseado, su secuencia de aminoacidos enumerada
anteriormente puede ser al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: (i)
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secuencias de aminoacidos que tengan una o varias deleciones, sustituciones, inserciones o adiciones de aminoacidos
en las secuencias de aminoacidos anteriores; (ii) secuencias de aminoacidos que tengan un 90% o mas de homologia
con las secuencias de aminoacidos anteriores; y (iii) secuencias de aminoacidos codificadas por polinucleétidos
especificamente hibridizados, en condiciones estrictas, con polinucleétidos que tengan secuencias de nucleétidos
complementarias a las secuencias de nucleétidos que codifican las secuencias de aminoacidos anteriores. Los puntos
(i) a (iii) anteriores son aplicables a las secuencias de aminoacidos enumeradas en el listado de secuencias. Cuando
las secuencias se refieren a acido nucleico, las secuencias de aminoacidos pueden convertirse y leerse como
secuencias de nucledtidos.

Como se utiliza en el presente documento, el término "varios" puede significar que el niumero es, por ejemplo, 10, 8,
6, 5, 4, 3 0 2. El numero puede ser igual o menor que cualquiera de los valores anteriores. Se sabe que un polipéptido
cuya secuencia de aminoacidos ha sido modificada por una o varias supresiones, adiciones, inserciones o
sustituciones de residuos de aminoacidos por otros aminoacidos puede mantener su actividad bioldgica (Mark et al.,
Proc Natl Acad Sci US A., 1984, Sep., 81(18), 5662-5666; Zoller et al., Nucleic Acids Res., 1982, 25 de octubre, 10(20),
6487-6500y Wang et al., Science, 1984, Jun. 29, 224(4656), 1431-1433). Por ejemplo, el anticuerpo que tiene tales
deleciones, etc., puede producirse mediante el uso de mutagénesis especifica de sitio, mutagénesis aleatoria o
biopanning mediante el uso de una biblioteca de fagos de anticuerpos. En la mutagénesis de sitio especifico, puede
utilizarse, por ejemplo, un kit de mutagénesis KOD-Plus (TOYOBO CO., LTD.). A fin de seleccionar un anticuerpo que
tenga sustancialmente la misma actividad que el tipo salvaje a partir de anticuerpos mutantes que tengan deleciones,
etc., se pueden llevar a cabo varios tipos de caracterizacion por medio de analisis FACS, ELISA, etc.

Como se utiliza en el presente documento, el término "90% o mas" puede significar que el numero es, por ejemplo,
90, 95, 96, 97, 98, 99% o0 mas, o 100%. El numero puede estar comprendido entre dos de los valores anteriores. El
término "homologia" puede referirse a una relacion entre el nimero de aminoacidos idénticos entre dos o entre una
pluralidad de secuencias de aminodacidos y el numero total de aminoacidos, calculado de acuerdo con un
procedimiento conocido en la técnica. Antes de calcular la proporcién, se alinean las secuencias de aminoacidos
seleccionadas del grupo de secuencias de aminoacidos comparadas. Si se requiere optimizar la proporcion de
aminoacidos idénticos, se insertan huecos en algunas partes de la secuencia de aminoacidos. Los procedimientos de
alineacion, los procedimientos de calculo de proporciones, los procedimientos de comparacion y los programas
informaticos relacionados son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, BLAST, GENETYX). Como se utiliza en el
presente documento, a menos que se indique lo contrario, el término "homologia" puede representarse por medio de
un valor determinado por el programa BLAST del NCBI. Blastp puede utilizarse por defecto como algoritmo cuando se
utiliza BLAST para comparar secuencias de aminoacidos. Los valores numéricos de los resultados medidos se
designan como "Positivos" o "ldentidades".

Las siguientes condiciones, por ejemplo, pueden utilizarse como la "condicién estricta" anterior. (1) Se utiliza una
solucion de baja fuerza ionica para el lavado a alta temperatura (por ejemplo, una solucion a 50°C que contenga 0,015
M de cloruro sédico/0,0015 M de citrato sédico/0,1% de dodecil sulfato sédico); (2) se utiliza un agente desnaturalizante
tal como la formamida durante la hibridacion (por ejemplo, una solucion a 42°C que contiene formamida al 50% (v/v),
albumina de suero bovino al 0,1%/0,1% Ficoll/0,1% polivinilpirrolidona/tampdn fosfato sédico 50 mM a pH 6,5, cloruro
sédico 750 mM y citrato sodico 75 mM); o (3) se incuba un filtro durante la noche a 37°C en una solucién que contiene
formamida al 20%, 5 x SSC, fosfato sédico 50 mM (pH 7.6), 5 x soluciéon de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano y
20 mg/ml de ADN de espermatozoide de salmon desnaturalizado, y a continuacion se lava el filtro con 1 x SSC a una
temperatura de 37 a 50°C aproximadamente. Obsérvese que la concentracién de formamida puede ser del 50% o
mas. El tiempo de lavado puede ser de 5, 15, 30, 60, 120 minutos o mas. Una pluralidad de factores, tales como la
temperatura y la concentracion de sal, parecen afectar a la rigurosidad de una reaccion de hibridacion. Los detalles
pueden encontrarse en el documento Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience
Publishers, (1995).

Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido" significa el término general para un compuesto
organico que tiene un grupo amino y un grupo carboxilo. Cuando un anticuerpo de acuerdo con una realizacion de la
presente invencién contiene una "secuencia de aminoacidos especifica", cualquiera de los aminoacidos de la
secuencia de aminoacidos puede modificarse quimicamente. Ademas, cualquiera de los aminoacidos de la secuencia
de aminoacidos puede implicar la formacion de una sal o un solvato. Ademas, cualquiera de los aminoacidos de la
secuencia de aminoacidos puede ser un aminoacido de forma L o de forma D. Incluso en tal caso, puede decirse que
un anticuerpo de acuerdo con una realizacion de la presente invencion contiene la "secuencia especifica de
aminoacidos" mencionada anteriormente. Ejemplos conocidos de modificaciones quimicas in vivo de aminoacidos en
una proteina incluyen: Modificaciones N-terminales (por ejemplo, acetilacién, miristilacion); modificaciones C-
terminales (por ejemplo, amidacion, adicion de glucosilfosfatidilinositol); y modificaciones de la cadena lateral (por
ejemplo, fosforilacion, glucosilacion).

Una realizacion de la presente invencion proporciona un polinucleétido o vector que codifica un anticuerpo anti-PAD4
de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion. Este polinucleétido o vector puede introducirse en una
célula para generar un transformante. Los transformantes pueden ser células derivadas de un mamifero humano o no
humano (por ejemplo, una rata, ratén, cobaya, conejo, vaca, mono, etc.). Ejemplos de células de mamifero incluyen
células de ovario de hamster chino (CHO), células de mono COS-7 y células de rifidn embrionario humano (por
ejemplo, células HEK293). Ademas, los transformantes pueden ser células de Escherichia coli, levaduras, etc. El
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polinucleétido o vector anterior puede construirse para permitir la expresién de un anticuerpo anti-PAD4. El
polinucleétido o vector anterior puede contener, por ejemplo, un promotor, un potenciador, un origen de replicacion y/o
un gen de resistencia a antibiéticos, que son componentes esenciales para la expresion de proteinas. El polinucleétido
o vector anterior puede tener una secuencia de nucleotidos extrafia. La secuencia de nucleétidos extrafia puede
contener secuencias de nucledtidos derivadas de al menos dos organismos seleccionados del grupo que consiste en
organismos humanos y no humanos (por ejemplo, bacterias, arqueas, levaduras, insectos, aves, virus, mamiferos
excluyendo un humano).

Algunos ejemplos del vector anterior que pueden utilizarse son: Plasmidos derivados deE. coli(p. ej., pET-Blue);
plasmidos derivados de Bacillus subtilis (p. €j., pUB 110); plasmidos derivados de levaduras (p. €j., pSH19); plasmidos
de expresion para células animales (p. e€j., pA1-11, pcDNAS3.1-V5/His-TOPO); bacteriéfagos tales como el fago A; y
vectores derivados de virus. El vector anterior puede ser un vector de expresion y puede ser circular.

Los ejemplos de un procedimiento para introducir el polinucleétido o vector anterior en una célula incluyen un
procedimiento de fosfato de calcio, lipofeccion, electroporacion, un procedimiento mediado por adenovirus, un
procedimiento mediado por retrovirus, microinyeccién y similares ("Genetic Engineering Handbook", 42 edicién,
YODOSHA CO., LTD. (2003): 152-179). Cada procedimiento descrito en, por ejemplo, "Protein Experiment Handbook",
YODOSHA CO., LTD., (2003), 128-142 puede utilizarse como proceso para producir un anticuerpo mediante el uso de
células.

Una realizacidon de la presente invencidn proporciona un proceso para producir un anticuerpo anti-PAD4, que
comprende la etapa de hacer proliferar una célula que contiene un polinucleétido o vector de acuerdo con la realizacion
anterior de la presente invencion. La etapa de proliferacion anterior incluye una etapa de cultivo. Ademas, este proceso
de produccioén puede incluir una etapa de recogida de un anticuerpo anti-PAD4. Ademas, este proceso de produccion
puede incluir una etapa de preparacion de un medio de cultivo celular. Ademas, este proceso de produccion puede
incluir una etapa de purificacion de un anticuerpo anti-PADA4.

Como se utilizan en el presente documento, los ejemplos de un procedimiento para purificar un anticuerpo incluyen:
precipitacion con sulfato de amonio; precipitacion con etanol; cromatografia de filtracion de proteina A, proteina G o
gel; cromatografia de intercambio aniénico o cationico; cromatografia de fosfocelulosa; cromatografia de interaccion
hidrofébica; cromatografia de afinidad; cromatografia de hidroxiapatita; cromatografia de lectina; y similares ("Protein
Experiment Handbook", YODOSHA CO., LTD., 2003, 27-52).

Una realizacion de la presente invencion proporciona una composicion que contiene un anticuerpo anti-PAD4 de
acuerdo con la realizaciéon anterior de la presente invencion. La utilizacion de esta composicion permite detectar
eficazmente la PAD4. Ademas, se puede inhibir eficazmente la citrulinacion de PAD4. Ademas, se puede tratar la AR
o la artritis. Esta composicién puede contener cualquier componente sin limitacion, y puede contener, por ejemplo, un
tampon. Al menos una de las diversas formas de realizacion (por ejemplo, puede incluirse un portador) de los
inhibidores y composiciones farmacéuticas descritos a continuacion es aplicable a esta composicion.

Una realizacion de la presente invencion proporciona un inhibidor de la actividad de citrulinacion de PAD4, que
comprende un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion. Este inhibidor
puede inhibir eficazmente la citrulinacion de PAD4. El inhibidor anterior puede disminuir la actividad de citrulinacion en
un 20, 30, 40, 60 u 80% o mas. La disminucion puede estar comprendida entre dos de los valores anteriores. Esta
disminucion puede expresarse en un porcentaje relativo, mientras que una disminuciéon cuando se utiliza PBS se
establece en 0%. Como se utiliza en el presente documento, el término "agente (por ejemplo, un inhibidor)" incluye,
por ejemplo, una composicion utilizada para la investigacion o el tratamiento. El inhibidor mencionado incluye, por
ejemplo, un agente terapéutico para la AR o la artritis. El inhibidor anterior puede utilizarse, por ejemplo, in vitro o in
vivo. El inhibidor anterior puede contener una composicion de acuerdo con la realizacion anterior de la presente
invencion. Una realizaciéon de la presente invencion proporciona un procedimiento para inhibir la actividad de
citrulinacion de PAD4, que comprende una etapa para hacer que un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion
anterior de la presente invencion entre en contacto con PAD4. Una realizacion de la presente invencion proporciona
un procedimiento para inhibir la actividad de citrulinacion de PAD4, que comprende una etapa de administrar a un
paciente un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion. El procedimiento de
inhibicion anterior incluye un protocolo de inhibicién para investigacion o tratamiento. Una realizacion de la presente
invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente
invencion para producir un inhibidor de la actividad de citrulinacion de PADA4.

Una realizaciéon de la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo
anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion. El uso de esta composicion farmacéutica
permite el tratamiento de la AR o la artritis. La composicion farmacéutica anterior puede contener al menos un portador
farmacologicamente aceptable. La composicién farmacéutica anterior contiene, por ejemplo, una composicion
farmacéutica para el tratamiento de la AR o la artritis. La composicion farmacéutica anterior puede contener una
composicion de acuerdo con la realizacidn anterior de la presente invencion. Una realizacion de la presente invencion
proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad, que comprende una etapa de administrar a un paciente un
anticuerpo anti-PAD4 (o una composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo anti-PAD4) de acuerdo con la
realizacién anterior de la presente invencion. La enfermedad mencionada incluye, por ejemplo, la AR o la artritis. Una
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realizacion de la presente invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizaciéon
anterior de la presente invencién para producir una composicion farmacéutica.

De acuerdo con un informe, el numero de pacientes con AR asciende a 70 millones en todo el mundo. Algunos
farmacos estan actualmente disponibles en el mercado, pero en un determinado porcentaje de pacientes, los
medicamentos existentes son ineficaces. Puede decirse que entre el 60 y el 80% de los pacientes no han recibido un
tratamiento satisfactorio. Ademas, se ha sefialado que los farmacos existentes también pueden presentar un problema
de efectos secundarios. El uso de un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente
invencion permite tratar la AR por medio de un nuevo mecanismo de accion.

Una realizacion de la presente invencion proporciona un agente de diagnostico para AR o artritis, que comprende un
anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion. El uso de este agente diagndstico
permite diagnosticar eficazmente la AR o la artritis. Una realizacion de la presente invencion proporciona un
procedimiento para diagnosticar AR o artritis, que comprende una etapa de hacer que la muestra de un paciente entre
en contacto con un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion. Una
realizacion de la presente invencion proporciona un reactivo para detectar PAD4, que comprende un anticuerpo anti-
PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion. El uso de este reactivo permite una deteccion
eficaz de PAD4. Una realizacién de la presente invencion proporciona un procedimiento para detectar PAD4, que
comprende una etapa de hacer que una muestra de ensayo entre en contacto con un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo
con la realizacién anterior de la presente invencion. Una realizaciéon de la presente invencién proporciona un kit que
comprende un anticuerpo anti-PAD4 de acuerdo con la realizacion anterior de la presente invencion. El uso de este kit
permite tratar y diagnosticar una enfermedad o detectar PAD4. Este kit puede incluir, por ejemplo, una composicion,
un inhibidor, una composicién farmacéutica, un agente de diagnéstico o un reactivo de deteccién de acuerdo con las
realizaciones anteriores de la presente invencion. Este kit también puede incluir un prospecto, un tampon, un recipiente
(por ejemplo, un vial o una jeringa) o un envoltorio.

Una realizaciéon de la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo
anti-PAD4 y un inhibidor de TNFa. El uso de esta composicion farmacéutica permite el tratamiento de la AR o la artritis.
La combinacion del anticuerpo anti-PAD4 y el inhibidor del TNFa puede ejercer un efecto terapéutico sinérgico sobre
la AR o la artritis. En vista de lo anterior, puede decirse que esta combinacion de dos componentes es muy excelente
como farmaco de dos componentes seleccionado cuando se utiliza la terapia combinada para el tratamiento de la AR
o la artritis. Ademas, el efecto terapéutico sinérgico permite reducir la dosis, con lo que se consigue un tratamiento
muy seguro.

Cuando un anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor de TNFa se utilizan en combinacion, los tipos del anticuerpo anti-PAD4
no tienen ninguna limitacion particular. Los ejemplos pueden incluir: un anticuerpo anti-PAD4 que se une
especificamente a un epitopo que contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PAD4; anticuerpos establecidos en los
anteriores (a) a (f); y anticuerpos que contienen las CDR de cadena pesada 1 a 3 y las CDR de cadena ligera1a 3
derivadas de un pollo. Ademas, el anticuerpo anti-PAD4 de interés puede ser un anticuerpo de acuerdo con la
realizacién anterior de la presente invencién. Ademas, también pueden utilizarse anticuerpos anti-PAD4 disponibles
en el mercado o anticuerpos anti-PAD4 descritos en publicaciones. Es preferente utilizar un anticuerpo anti-PAD4
humanizado como anticuerpo anti-PAD4 desde el punto de vista de la seguridad y del aumento de los efectos
sinérgicos cuando el anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor del TNFa se utilizan en combinacion para tratar la AR o la
artritis.

Cuando un anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor de TNFa se usan en combinacién, ejemplos del tipo del inhibidor de
TNFa pueden incluir, pero no se limitan particularmente a, un anticuerpo anti-TNFa, una proteina de fusion de receptor
de TNF, un mutante dominante negativo del TNFa, y una molécula de ARNi, molécula de miARN, o acido nucleico
antisentido contra el TNFa, y polinucledtidos que codifican la molécula de ARNi, molécula de miARN, o &cido nucleico
antisentido contra el TNFa. Ejemplos del anticuerpo anti-TNFa pueden ser infliximab, adalimumabm, golimumab,
certolizumab pegol, ozoralizumab y ABT0122 (anticuerpo biespecifico anti-IL-17/anti-TNFa). Ejemplos de la proteina
de fusion del receptor TNF pueden incluir etanercept. La forma de la molécula de RNAi puede ser siRNA o shRNA 'y
su fabricacion puede llevarse a cabo como un servicio de una empresa de servicios (por ejemplo, TAKARA BIO INC.).
Cualquiera de estos preparados bioldgicos puede utilizarse como inhibidor del TNFa utilizado. Es preferente utilizar
un anticuerpo anti-TNFa o una proteina de fusion del receptor del TNF como inhibidor del TNFa desde el punto de
vista del aumento de los efectos sinérgicos cuando un anticuerpo anti-PAD4 y el inhibidor del TNFa se utilizan en
combinacion para tratar la AR o la artritis. Es preferente especialmente una proteina de fusion del receptor del TNF.

Una realizacion de la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que contiene anticuerpo anti-
PAD4 utilizada cuando el anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor de TNFa se utilizan en combinacion. El uso de esta
composicion farmacéutica permite el tratamiento de la AR o la artritis. Obsérvese que un prospecto adjunto a la
composicion farmacéutica anterior puede indicar el uso de la combinacion.

Una realizacion de la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que contiene inhibidor de TNFa
utilizada cuando un anticuerpo anti-PAD4 y el inhibidor de TNFa se utilizan en combinacion. El uso de esta composicion
farmacéutica permite el tratamiento de la AR o la artritis. Obsérvese que un prospecto adjunto a la composicion
farmaceéutica anterior puede indicar el uso de la combinacion.
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Una realizacion de la presente invencién proporciona un producto que comprende una composicion farmacéutica que
contiene anticuerpo anti-PAD4 y un envase o prospecto que indica el uso de una combinacion del anticuerpo anti-
PAD4 y un inhibidor del TNFa. Una realizacion de la presente invencion proporciona un producto que comprende una
composicion farmacéutica que contiene inhibidor de TNFa y un envase o prospecto que indica el uso de una
combinacion de un anticuerpo anti-PAD4 y el inhibidor de TNFa. El uso de este producto permite el tratamiento de la
AR o la artritis.

Una realizacion de la presente invencién proporciona un kit de tratamiento que comprende un anticuerpo anti-PAD4 y
un inhibidor de TNFa. El uso de este kit permite el tratamiento de la AR o la artritis. Este kit puede contener ademas,
por ejemplo, un tampdn, un prospecto que describa informacion sobre un principio activo, un recipiente para almacenar
el principio activo o un envase.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "utilizado en combinacion” significa que un anticuerpo anti-
PAD4 y un inhibidor del TNFa pueden administrarse simultaneamente o por separado. Ademas, la expresién "utilizado
en combinacién" incluye una forma de dosificacion en la que un anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor del TNFa se
administran como combinacion. Ademas, la expresion "utilizado en combinaciéon” incluye el uso durante la terapia
combinada. Mientras tanto, en cuanto al orden de administracion, se puede administrar primero un anticuerpo anti-
PAD4 o un inhibidor del TNFa. Una realizacién de la presente invencion proporciona una combinacion que comprende
un anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor de TNFa. Una realizacion de la presente invencion proporciona el uso de un
anticuerpo anti-PAD4 en la fabricacion de una composicion farmacéutica utilizada cuando el anticuerpo anti-PAD4 y
un inhibidor de TNFa se utilizan en combinacion. Una realizacion de la presente invencion proporciona el uso de un
inhibidor de TNFa en la fabricacion de una composicion farmacéutica utilizada cuando un anticuerpo anti-PAD4 y el
inhibidor de TNFa se utilizan en combinacion.

Una realizacion de la presente invencion proporciona un procedimiento de tratamiento que comprende una etapa de
administrar, a un sujeto, un anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor de TNFa. El uso de este procedimiento de tratamiento
permite tratar la AR o la artritis. La combinacion del anticuerpo anti-PAD4 y el inhibidor del TNFa puede ejercer un
efecto terapéutico sinérgico en la AR o artritis. En vista de lo anterior, puede decirse que esta combinacién de dos
componentes es muy excelente como farmaco de dos componentes seleccionado cuando se utiliza la terapia
combinada para el tratamiento de la AR o la artritis. Ademas, una realizacion de la presente invencién proporciona un
procedimiento de tratamiento que comprende una etapa de administrar, a un sujeto, un anticuerpo anti-PAD4 y/o un
inhibidor de TNFa. Ademas, una realizacion de la presente invencién proporciona el uso de un anticuerpo anti-PAD4
y/o un inhibidor de TNFa en la fabricacién de una composicidon farmacéutica. El sujeto puede ser un paciente que ya
ha recibido un anticuerpo anti-PAD4 o un inhibidor del TNFa.

Como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento" incluye ejercer un efecto profilactico, un efecto
inhibidor o un efecto de mejora de los sintomas sobre una enfermedad de un paciente o sobre uno o mas sintomas
relacionados con la enfermedad. Como se utiliza en el presente documento, el "farmaco terapéutico" puede ser una
composicion farmacéutica que contiene un principio activo y al menos un portador farmacolégicamente aceptable.
Como se utiliza en el presente documento, la "composicion farmacéutica" puede producirse por medio de cualquier
proceso conocido en la técnica de la formulacion de farmacos. Ejemplos del proceso incluyen: mezclar un ingrediente
activo con el portador anterior. Ademas, la forma de dosificacion de la composicién farmacéutica no esta limitada
siempre que la composicion farmacéutica pueda utilizarse para el tratamiento. La composicion farmacéutica puede ser
un principio activo solo o una mezcla de un principio activo y cualquier componente. Ademas, los ejemplos de la forma
de dosificacion del portador anterior incluyen, pero no se limitan particularmente a, un soélido y un liquido (por ejemplo,
un tampon). El contenido del soporte anterior puede ser, por ejemplo, una dosis farmacéuticamente eficaz. Esta dosis
eficaz puede ser una cantidad suficiente desde el punto de vista de la administracién o de la seguridad farmacéutica
del principio activo. Por ejemplo, un tampon es eficaz para estabilizar el principio activo en un vial.

Para la composicién farmacéutica se utiliza preferentemente una via de administracion eficaz en el tratamiento.
Ejemplos de la via de administracion incluyen la administracién intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal
y oral. Ejemplos de la forma de dosificacion pueden incluir una inyeccion, una capsula, una tableta y granulos. Cuando
se administra un anticuerpo, el uso de una inyeccion es eficaz. Una solucion acuosa para una inyeccion puede
almacenarse, por ejemplo, en un vial o en un recipiente inoxidable. Ademas, la soluciéon acuosa para una inyeccion
puede formularse, por ejemplo, con una solucién salina, un azucar (por ejemplo, trehalosa), NaCl o NaOH. Ademas,
la composicion farmacéutica puede formularse con cantidades eficaces de, por ejemplo, un tampdn (por ejemplo, un
tampon fosfato), un modificador del pH y/o un estabilizador.

Los ejemplos de la dosis incluyen, pero no estan particularmente limitados a, 0,01 a 200 mg/kg de peso corporal por
dosificacion. El intervalo de administracion no esta particularmente limitado, y el farmaco puede dosificarse, por
ejemplo, una o dos veces cada 1 a 28 dias. Ademas, la dosis, el intervalo de administracion y el procedimiento de
administracion pueden seleccionarse adecuadamente en funcion de la edad, el peso corporal, el sintoma, el 6rgano
afectado, etc., de un paciente. Ademas, la composicion farmacéutica contiene preferentemente una cantidad
terapéuticamente eficaz o una dosis, que es eficaz para ejercer un efecto deseado, de un principio activo. Cuando un
anticuerpo anti-PAD4 y un inhibidor del TNFa se utilizan en combinacion, la dosis de cada farmaco puede ser inferior
a la cantidad terapéuticamente eficaz cuando estos farmacos se dosifican por separado.
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El efecto terapéutico de la composicion farmacéutica puede evaluarse mediante el uso de, por ejemplo, una puntuacion
de artritis, una puntuacién de AR, un tamafio de inflamacion, imagenes diagndsticas, una puntuacién Total Sharp
modificada o un marcador de enfermedad. Cuando se utiliza el tamafio de la hinchazén para la evaluacion, puede
determinarse que existe un efecto terapéutico cuando la disminucién del tamafio de la hinchazén de un lugar afectado
durante la administracion de la composicidon farmacéutica es significativamente mayor que la disminucion del tamafio
de la hinchazoén en el caso sin administracion. Alternativamente, puede determinarse que existe un efecto terapéutico
cuando la disminucion del tamafio de la hinchazén de un lugar afectado durante la administracion de la composicién
farmacéutica es significativamente mayor que la disminucion del tamario de la hinchazén de un lugar afectado durante
la administracion de una sustancia de control negativa. La disminucién anterior puede ser, por ejemplo, del 40, 50, 60,
70, 80, 90 0 100%. El numero puede estar comprendido entre dos de los valores anteriores.

Como se utiliza en el presente documento, los ejemplos de "paciente" incluyen mamiferos humanos y no humanos
(por ejemplo, al menos uno de un ratén, un conejillo de indias, un hamster, una rata, un ratén, un conejo, un cerdo,
una oveja, una cabra, una vaca, un caballo, un gato, un perro, un titi, un mono y un chimpancé). Mientras tanto, el
paciente puede ser un paciente al que se le diagnostica AR o artritis. Ademas, el paciente puede ser un paciente al
que se le ha diagnosticado una enfermedad cuyo tratamiento puede conseguirse por medio de la inhibicién de la
citrulinacion.

Una realizacion de la presente invencion proporciona un procedimiento para promover un efecto de tratamiento o una
funcion inhibidora de la actividad de citrulinacion de una composicion, que comprende una etapa para aumentar la
proporcion composicional de un anticuerpo anti-PAD4 que se une especificamente a un epitopo que contiene las
posiciones 345, 347 y 348 de PAD4. Una realizacion de la presente invencion proporciona una composicion que
contiene anticuerpos anti-PAD4 en la que al menos el 90% del anticuerpo anti-PAD4 de la composicion es un
anticuerpo anti-PAD4 que se une especificamente a un epitopo que contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PADA4.
Una realizacion de la presente invencién proporciona una poblacidon que contiene anticuerpos anti-PAD4 en la que al
menos el 90% del anticuerpo anti-PAD4 es un anticuerpo anti-PAD4 que se une especificamente a un epitopo que
contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PADA4. El término anterior "al menos 90%" puede significar que el nimero
es, por ejemplo, 90, 95, 96, 97, 98, 99% o mas, o 100%. El niumero puede estar comprendido entre dos de los valores
anteriores.

Como se utiliza en el presente documento, el término "enlace" puede ser un enlace covalente o un enlace no covalente,
y entre los ejemplos de enlace se incluyen un enlace idnico, un enlace de hidrégeno, una interaccion hidrofébica y una
interaccion hidrofilica.

Como se utiliza en el presente documento, el término "significativamente" puede incluir un caso de p < 0,05 o p < 0,01
cuando se utiliza la prueba t de Student (unilateral o bilateral), por ejemplo, para evaluar una diferencia
estadisticamente significativa. Asimismo, el término puede incluir un estado en el que exista una diferencia sustancial.

Como se utiliza en el presente documento, el término "0" puede utilizarse cuando puede emplearse "al menos una"
materia enumerada en el texto de la especificacion. Lo mismo ocurre con el término "o0". Como se utiliza en el presente
documento, cuando se indica la expresion "entre dos valores cualesquiera de los anteriores", los dos valores son
inclusivos en el intervalo. Como se utiliza en el presente documento, la frase "de A a B" significa "A o mas y B o menos".

Como se ha descrito anteriormente, se han ilustrado las realizaciones de la presente invencion. Estas realizaciones
son ejemplos de la presente invencion. Por consiguiente, pueden adoptarse otras configuraciones distintas de las
anteriores. Ademas, también pueden emplearse combinaciones entre las realizaciones descritas anteriormente.

Ejemplos

En adelante en la presente memoria, la presente invencion se ilustra con mas detalle haciendo referencia a los
Ejemplos. Sin embargo, la presente invencién no se limita a ellos.

<Ejemplo 1> Generacion de anticuerpos anti-PAD4

En primer lugar, tres pollos Boris Brown de 3 meses de edad fueron inmunizados por via intraperitoneal con 333 ug
de TA0096 modificado con KLH (SEQ ID NO: 1). TAO096 es un antigeno peptidico que corresponde a las posiciones
340 a 356 de PAD4 (SEQ ID NO: 2). Junto con el antigeno, se utilizé adyuvante de Freund completo (Wako, 014-
09541) para la primera inmunizacién y adyuvante de Freund incompleto (Wako, 011-09551) para la segunda y tercera
inmunizacién. En la cuarta inmunizacion, se inyecto por via intravenosa el antigeno diluido en PBS (solucion salina
tamponada con fosfato). Se extrajo sangre de la vena del ala cada dos semanas y se utilizé ELISA para determinar el
titulo de anticuerpos. Tres pollos fueron inmunizados tres veces y el pollo con el titulo de anticuerpos mas alto fue
inmunizado cuatro veces. Esta cuarta inmunizacion fue la ultima. Tres dias después de la inmunizacién final, se recogié
el bazo del pollo. A continuacion, se llevé a cabo una centrifugacion en gradiente de densidad mediante el uso de Ficoll
paque PLUS (GE Healthcare, 17-1440-03) para aislar los linfocitos, de los que se extrajo el ARN mediante el uso de
un reactivo TRIzole (Life Technologies, 15596026). EI ARN extraido se sometié a RT-PCR mediante el uso de un kit
PrimeScript Il 1st Strand cDNA Synthesis (TAKARA, 6210A) para sintetizar ADNc y a continuacion se construyd una
biblioteca de fagos scFv. Se utilizd un vector de expresion pPDS en el que se insertd una secuencia de nucleétidos
que codifica una cadena A de pollo en lugar de una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena k de raton. La
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biblioteca de fagos scFv se construyé de acuerdo con el procedimiento descrito en un documento de referencia:
"Nakamura et al., J Vet Med Sci., 2004, julio, 66(7), 807-814".

La biblioteca de anticuerpos fago scFv se utilizo para el paneo mediante el uso de una placa en la que se inmovilizod
un antigeno peptidico modificado con BSA. El paneo se realiz6 de acuerdo con el procedimiento descrito en un
documento de referencia: "Nakamura et al., J Vet Med Sci., 2004, julio, 66(7), 807-814". Tras el quinto paneo, se
examino la reactividad de la biblioteca por medio de ELISA mediante el uso de una placa en la que se inmovilizd un
antigeno peptidico modificado con BSA. La biblioteca con mayor reactividad se sometié al cribado de fagos. En el
cribado, E. coli se infecté con fagos y se sembré en placas de 2 x YT Agar con 50-ug/ml de ampicilina (nacalai, 02739-
32). La colonia resultante se cultivd en un medio liquido 2 x YT que contenia ampicilina. Tras la infeccion con fagos
ayudantes, los fagos de interés se indujeron en un medio liquido 2 x YT que contenia 50 pg/ml de ampicilina, 25 pg/ml
de kanamicina (Meiji Seika Pharma Co., Ltd., GS1-RSS) y 100 ug/ml de IPTG (nacalai, 19742-94). La reactividad de
cada anticuerpo fago scFv en el sobrenadante de cultivo resultante se determiné por medio de ELISA mediante el uso
de una placa inmovilizada con antigeno. Los clones positivos resultantes se secuenciaron con un secuenciador de
ADN (Applied Biosystems, ABI PRISM 3100-Genetic Analyzer) para determinar sus secuencias.

Con respecto a cada uno de los clones con secuencias diferentes, se utilizé una cadena de ADN que codifica su
anticuerpo scFv como molde para amplificar por PCR el gen que codifica una regién variable de la cadena H y una
regién variable de la cadena L de un anticuerpo de pollo. A continuacion, los productos de la PCR se digirieron con las
enzimas de restriccion Sacll (BioLabs Inc., Cat#R0157S) y Nhel (BioLabs Inc., Cat#R0 131S). Asimismo, los vectores
de expresion de anticuerpos quiméricos de raton (IgG 1) (vector de expresion de la cadena H: pcDNA4/myc-His; vector
de expresioén de la cadena L: pcDNA3/myc-His, Invitrogen) fueron digeridos por las enzimas de restriccion para clonar
las respectivas secuencias de la region variable de la cadena H y de la cadena L en los vectores respectivos. Una vez
transfectadas las células CHO con las construcciones de cadena H y cadena L preparadas, se examiné la reactividad
de cada sobrenadante de cultivo por medio de ELISA mediante el uso de una placa en la que se inmovilizé un antigeno
peptidico modificado con BSA o una proteina PAD4 recombinante de longitud completa. Como vector de expresion de
anticuerpos quiméricos de raton, se utilizé el vector descrito en Tateishi et al., J Vet Med Sci. 2008 Abr;70(4): 397-400.
De los clones de anticuerpos obtenidos de este modo, A11, E9, G6, G8, G9 y H7 se utilizaron en los experimentos
siguientes. Con respecto a A11, E9, G6, G8, G9 y H7, las secuencias de aminoacidos de sus regiones variables de
cadena pesada se exponen en SEQ ID Nros.: 3 a 8; y las secuencias de ADN se establecen en SEQ ID Nros.: de 9 a
14 afos. Las secuencias de aminoacidos de sus regiones variables de cadena ligera se exponen en SEQ ID Nros.: 15
a 20; y las secuencias de ADN se exponen en SEQ ID Nros.: del 21 al 26. En adelante en la presente memoria, estos
anticuerpos se denominaran en general "A11, etc."

Para la produccién en masa de cada uno de los clones de anticuerpos como A11, etc., los vectores de expresion de
cadena H y cadena L construidos se transfectaron mediante el uso de un sistema de Expresion Expi293 (Invitrogen,
A14635). A continuacion, el anticuerpo expresado se purificd mediante el uso de Proteina G Sepharose 4 Fast Flow
(GE healthcare, 17-018-02). El Ejemplo 2 demuestra la reactividad de cada anticuerpo purificado frente a PAD4.

<Ejemplo 2> Evaluacion de la reactividad de cada anticuerpo anti-PAD4
(1) ELISA

La prueba ELISA se llevé a cabo en las siguientes condiciones para evaluar la reactividad de cada uno de los A11,
etc. hacia la PAD4 humana o de raton.

(1-1) Materiales
. Antigeno: PAD4 humano o de ratén recombinante de longitud completa

. Anticuerpos: un anticuerpo anti-dinitrofenilo (DNP) (control negativo), L207 (un anticuerpo anti-PAD4 L207-
11 descrito en los Ejemplos de W0O2012/026309), A11, E9, G6, G8, G9 y H7

(1-2) Condiciones experimentales

Tabla 1
1 | Inmovilizaciéon de antigenos en | 50 OIN, a | 5 yg/mL de PAD4 humano o PAD4 de raton
fase solida: pl/pocillo 4°C
2 | Bloqueo: 250 60 min, a | 25% Bloque Ace/PBS
pl/pocillo 37°C
3 | Anticuerpo primario: 50 60 min, a | 1 pg/mL de cada anticuerpo se diluy6 4 veces/
pl/pocillo 37°C 10% Block Ace
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4 | Anticuerpo secundario: 50 60 min, a | IgG anti-raton marcada con HRP (H + L) en
pl/pocillo 37°C 10% Block Ace/PBS (1:1000)

5 | Sustrato cromogénico: 50 30 min, a | Solucién OPD
pl/pocillo RT

6 | Solucién Stop: 50 2 N H2SOq4
pl/pocillo

7 | Medicion: Longitud de onda de 490 nm/630 nm

Tablas 2 y 3y FIGS. 1 a 3 muestran los resultados de ELISA. Como se desprende de los resultados, cualquiera de
A11, etc., mostré una afinidad mayor que L207.

[Tabla 2]
Afinidad con PAD4 humano (ELISA)
Concentracion de | A11 E9 G6 G8 G9 H7 L207 Anticuerpo
anticuerpos (pg/mL) anti-DNP
1 2,154 | 2,108 | 2,113 2,120 | 2,05 | 2,107 | 2,157 | 0,020
0,25 2,107 | 2,085 | 2,068 | 2,098 | 2,083 | 2,113 2,143 | 0,025
0,0625 2,150 | 2,123 | 2,120 | 2,125 | 2,110 2,118 2,099 | 0,023
0,015625 2,084 | 2,080 |2012 | 2,082 |2,070 | 2,066 1,272 | 0,027
0,0039063 1,307 1,356 1,164 1,340 1,359 1,354 | 0,399 | 0,026
0,0009766 0,511 0,489 | 0,437 | 0544 | 0,534 |0,537 | 0,116 0,023
0,0002441 0,206 | 0,176 | 0,166 | 0,184 | 0,187 | 0,217 | 0,055 | 0,024
6.104E-05 0,063 | 0,070 | 0,075 | 0,100 | 0,082 | 0,111 0,042 | 0,009

[Tabla 3]
Afinidad con PAD4 de raton (ELISA)
Concentracion de | A11 E9 G6 G8 G9 H7 L207 Anticuerpo
anticuerpos (ug/mL) anti-DNP
1 2,242 | 2,235 | 2275 |2,264 | 2304 |2,304 |2.28 0,028
0,25 2,246 | 2,231 2,27 2,252 | 2,252 | 2308 |2,094 | 0,023
0,0625 2,243 | 2,185 | 2,158 | 2,221 2,236 | 2,292 1,236 | 0,020
0,015625 2,017 1,859 1,353 | 2,255 | 2,208 | 2,264 | 0,459 | 0,018
0,0039063 1,072 | 0,956 | 0,550 1,417 1,385 1,414 | 0,137 | 0,024
0,0009766 0,386 | 0,416 | 0,200 | 0,555 | 0,542 | 0,550 | 0,066 | 0,021
0,0002441 0,152 | 0,122 | 0,071 0,205 | 0,181 0,224 | 0,043 | 0,034
6.104E-05 0,045 | 0,051 0,044 |0,122 | 0,079 | 0,103 | 0,029 | 0,011

(2) Ensayo de afinidad

Biacore (GE Healthcare, Biacore T200) se llevé a cabo para evaluar la afinidad de A11 etc., hacia PAD4 humano. Para
el ensayo de afinidad se utilizé un kit de captura de anticuerpos de raton (GE Healthcare, BR-1008-38).
Especificamente, de acuerdo con el protocolo estandar proporcionado por la fabricacién, se utilizoé NHS/EDC y un
procedimiento de acoplamiento de amina, en el que se fija un grupo carboxilo libre en una superficie de un chip CM5,
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para inmovilizar un anticuerpo policlonal de conejo anti-raton en la superficie de un chip CM5. A continuacion, A11,
etc., fueron capturados cada uno por el anticuerpo policlonal de conejo anti-ratén. L207 también fue capturado. A
continuacion, la PAD4 humana a cada concentracion se sometido a la medicion Biacore T200 para crear un
sensorgrama cinético.

Tabla 4 y FIG. 4 muestran los resultados del ensayo de afinidad. Como se desprende de los resultados, cualquiera de
A11, etc., mostré una afinidad mayor que L207. Cuando se determiné la KD (M) de la misma, en particular, cualquiera
de A11 etc. tenia una alta afinidad de 9,0 x'°° 0 menos.

[Tabla 4]

Afinidad hacia PAD4 humano (ensayo Biacore)

kd (1/s) ka (1/Ms) | KD (M)

A1 5.66E-04 1.29E+05 | 4.37E-09

E9 8.37E-04 1.52E+05 | 5.52E-09

G6 3.89E-04 | 4.45E+04 8.74E-09

G8 2.43E-04 1.04E+05 | 2.34E-09

G9 2.84E-04 | 9.00E+04 | 3.16E-09

H7 7.91E-04 1.05E+05 | 7.56E-09

L207 | 1.35E-03 1.29E+05 1.04E-08

<Ejemplo 3> Evaluacién de epitopos

El epitopo de cada uno de los A11, etc., se identificO mediante escaneo de alanina. Concretamente, se llevaron a cabo
los siguientes procedimientos (i) a (iii). (i) Cada residuo de aminoacido de la secuencia de antigeno (SEQ ID NO: 1)
se sustituy6 por otro aminoacido de uno en uno, y 17 mutantes Ala diferentes (SEQ ID Nros.: 27 a 43). (ii) Se evalud
la reactividad de cada uno de los mutantes Ala frente a un anticuerpo de prueba (ELISA). (iii) Con respecto a cada uno
de los mutantes Ala con los que el anticuerpo de prueba no reacciond significativamente, se determiné un residuo de
aminoacido original antes de la sustitucion Ala como parte de un epitopo.

La Tabla 5 muestra las condiciones experimentales de ELISA. El "96 pAb" designado en la tabla se refiere al antisuero
obtenido inmunizando un pollo con TA0096 (SEQ ID NO: 1). El 96 pAb, que es un anticuerpo policlonal anti-PAD4,
puede mantener sustancialmente la afinidad hacia PAD4 incluso si se sustituye alguno de los aminoacidos individuales
de PAD4. Cuando la afinidad del anticuerpo de prueba hacia un mutante Ala era del 50% o menos que la afinidad del
96 pAb hacia el mutante Ala, se determiné que el anticuerpo de prueba no presentaba reactividad significativa.

[Tabla 5]
1 | Inmovilizaciéon de antigenos | 50 pl/pocillo | O/N, a | 10 yg/mL de un péptido
en fase solida: 4°C
2 | Bloqueo: 250 60 min, a | 25% Bloque Ace/PBS
pl/pocillo 37°C
3 | Anticuerpo primario: 50 pl/pocillo | 60 min, a | 1 pg/mL de cada anticuerpo se diluy6 4 veces/
37°C 10% Block Ace (96 pAb fue una excepcion)
96 pAb (antisuero) se diluyd 1000 veces/ 10%
Block Ace
4 | Anticuerpo secundario: 50 pl/pocillo | 60 min, a | IgG anti-ratén marcada con HRP (H+L) en 10%
37°C Block Ace/PBS (1: 1000) Anti-pollo marcado con
HRP
1gG (H+L) en 10% Block Ace/PBS (1: 1000)
5 | Sustrato cromogénico: 50 pl/pocillo | 30 min, a | Solucion OPD
RT
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6 | Solucién Stop: 50 pl/pocillo 2 N H2SOq4

7 | Medicion: Longitud de onda de 490 nm/630 nm

La Tabla 6 muestra los resultados de ELISA y FIG. 5 muestra los resultados de la exploracién de alanina. Como se
desprende de los resultados, A11 etc. no reaccionaron significativamente con los mutantes Ala, cada uno de los cuales
tenia una mutacién en una posicién correspondiente a la posicién 345, 347 o 348 de PADA4. Esto reveld que A11 etc.
se unen especificamente a un epitopo que contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PAD4.

Por el contrario, L207 no reacciond significativamente con los mutantes Ala, cada uno con una mutaciéon en una
posicion correspondiente a la posicion 350, 354, o 355 de PAD4. Es decir, se revelé que L207 reconoce un epitopo
diferente al de A11, etc.

Obsérvese que, como experimentos adicionales, 6 mutantes Ala diferentes con sustitucion de 3 aminoacidos (SEQ ID
Nros.: 44 a 49) también se examinaron en los experimentos. Los resultados demostraron que todos los A11 etc. no
reaccionaban significativamente con los mutantes Ala, cada uno de los cuales tenia una mutacion(es) en una(s)
posicion(es) correspondiente(s) a la posicion 345, 347, y/o 348 de PADA4.

[Tabla 6]
SNAImEQ | A1 E9 G6 G8 G9 H7 L207 96 pAb | Anticuerpo
ID O de a AntiDNP
utant
27 1,954 1,892 | 1,913 1,955 | 1,926 | 1,900 1,418 1,922 0,007
28 2,001 1,995 | 1,987 1,941 1,963 | 1,952 1,552 1,965 0,001
29 2,054 1,922 | 1,951 1,907 1,944 | 1,904 1,570 1,970 0,001
30 2,030 1,914 | 1,922 1,927 | 2,034 | 1,952 1,409 1,868 0,009
31 1,667 1,381 1,774 1,854 1,479 | 0,462 1,485 | 1,890 0,004
32 0,628 | 0,177 | 0,035 | 0,083 | 0,039 | 0,033 1,530 1,833 0,012
33 2,086 1,925 | 1,978 1,975 | 1,981 1,871 1,486 1,949 0,011
34 0,021 0,047 | 0,042 | 0,040 | 0,038 | 0,066 1,320 1,497 0,017
35 0,023 | 0,017 | 0,015 |0,233 | 0,253 |0,065 | 1325 | 1,552 0,011
36 1,907 1,904 | 1,849 1,918 1,874 | 1,867 1,534 1,938 0,008
37 1,799 1,201 1,846 1,878 1,878 | 1,857 | 0,025 | 1,939 0,010
38 1,885 | 1,910 | 1,915 | 1,906 1,955 | 1,990 1,269 1,976 0,012
39 1,893 1,771 1,835 | 1,875 | 1,874 | 1,810 1,437 1,905 0,008
40 1,855 | 1,819 | 1,861 1,892 1,883 | 1,859 1,485 | 1,902 0,011
41 1,853 1,804 | 1,866 1,847 1,887 | 1,828 | 0,010 1,938 0,010
42 1,875 | 1,833 | 1,871 1,860 1,852 | 1,851 0,143 1,963 0,017
43 1,924 1,877 | 1,871 1,918 1,881 1,874 1,350 1,878 0,057
44 1,984 1,903 | 1,919 1,896 1,919 | 1,904 1,522 1,910 0,054
45 0,039 | 0,022 | 0,018 |0,065 | 0,019 | 0,016 1,504 1,294 0,061
46 0,043 | 0,027 | 0,083 |0,178 | 0,131 0,044 | 0,094 1,720 0,052
47 1,253 1,336 | 1,729 1,856 1,849 | 1,667 | 0,031 1,878 0,052
48 1,870 1,815 | 1,852 1,883 1,885 | 1,867 | 0,014 1,867 0,052
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49 1,886 1,852 1,880 1,862 1,918 1,864 0,934 1,896 0,065

1 1,806 1,794 1,866 1,877 1,855 1,818 1,341 1,889 0,052

<Ejemplo 4> Evaluacion de la funcién inhibidora de la actividad de citrulinacion.

Se utilizaron las siguientes condiciones para evaluar la capacidad de cada uno de los A11 etc. para inhibir la actividad
de citrulinacién de PADA4.

(1) Materiales

Proteina recombinante: PAD4 humana o de ratén recombinante de longitud completa
Sustrato: BAEE (hidrocloruro de éster etilico de Na-benzonil-L-arginina)

. Anticuerpos: una IgG de raton (control negativo), un anticuerpo anti-DNP (control negativo), L207, A11, E9,
G6, G8, G9y H7

(2) Condiciones experimentales

Para cada uno de los anticuerpos anti-PAD4 (L207, A11, E9, G6, G8, G9 y H7) generados, la IgG de ratén (control
negativo) y el anticuerpo anti-DNP (control negativo), se prepard una solucién de anticuerpo 40-nM. Esta solucion de
anticuerpo se mezclé con 5 pl de 3,75 ng/ul (50 nM) de PAD4 humana o de ratén en una solucion tampoén Tris-HCI 20
mM (pH 7,6) que contenia 1 mM de EDTAy 1 mM de DTT, de forma que el volumen total fuera de 44 pl. La solucion
resultante se dejé reposar toda la noche. A continuacion, se afiadieron 5 ul de 100 mM BAEE (éster etilico de benzoilo
arginina) bajo agitacion y 1 ul de CaCl, 0,5 M y se agitd bien (el volumen total: 50 pL; la concentracioén final de BAEE:
10 mM; la concentracion final de ion calcio: 10 mM). Esta solucién se dejé reposar (en un bafio de agua caliente) a
37°C durante 3 h. Después, se afiadieron 12,5 ul de acido perclérico 5 M para detener la reaccion. Esta solucion se
dejo reposar 5 min en hielo y se centrifugé a 4°C durante 5 min (a 15.000 rpm). Por ultimo, el BAEE citrulinado incluido
en el sobrenadante se sometio a un ensayo cuantitativo colorimétrico.

Tabla 7 y FIG. 6 muestran los resultados de la evaluacion de la funcion inhibidora de la actividad de citrulinacion. Los
valores de FIG. 6 indican la actividad de citrulinacion de cada anticuerpo cuando el valor en el caso de utilizar PBS se
fij6 en 100. Cualquiera de los A11, etc., mostré una mayor funcion inhibidora de la actividad de citrulinacién que el
L207.

[Tabla 7]
Actividad relativa de citrulinacion
IgG de raton | 106
L207 92
A11 64
E9 59
G6 69
G8 63
G9 68
H7 35
PBS 100

La FIG. 7 muestra los resultados obtenidos al cambiar la concentracion de anticuerpos en condiciones experimentales
sustancialmente idénticas a las anteriores. Los valores de FIG. 7 indican cada uno la actividad de citrulinacion de G8
0 H7 cuando el valor en el caso de utilizar el anticuerpo anti-DNP se fijé6 en 100. G8 y H7 mostraron una funcién
inhibidora de la actividad de citrulinacion dependiente de la concentracion.

<Ejemplo 5> Evaluacién de la eficacia
(1) Evaluacién de empeines y articulaciones

Se utilizaron ratones modelo de artritis inducida por anticuerpos de colageno (CAIA) para evaluar la eficacia de G8. El
ratén modelo CAIA es un modelo de ratén para la artritis reumatoide (AR) y la artritis. El procedimiento para generar
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un ratén modelo CAIA se ajusté a un protocolo que utiliza un céctel de anticuerpos (Chondrex Inc., 53040) para
desencadenar la artritis en ratones. La FIG. 8 muestra un esquema de las condiciones experimentales. En el dia 0, se
inyectd una mezcla de anticuerpos anticolageno (1,5 mg) en una vena de la cola de ratones Balb/c hembra de 8
semanas de edad (5 a 7 ratones/grupo). El dia 3, se administraron por via intraperitoneal 37,5 ug de LPS (sustancia
inductora de la inflamacion). En los dias 0, 2, 4, 6 y 8, se administrd por via intraperitoneal G8, el anticuerpo anti-DNP,
o0 PBS como sustancia de ensayo (a 1 mg/ratén). Entre los dias 1y 10, se midi6 el tamafo de la hinchazén de cada
empeine (almohadilla del pie) o de cada articulacion (tobillo). El valor numérico del tamario de la inflamacion se designé
como la media de los valores de las extremidades izquierda y derecha. Entre los dias Oy 10, la artritis de la extremidad
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posterior se puntud de acuerdo con la Tabla 8 (el valor maximo fue 8/ratén).

Tabla 8

Signo de artritis (observado macroscopicamente)

Puntuacion de artritis

Habia hinchazones de 1 a 2 dedos.

1

Habia hinchazones de 3 a 5 dedos.

Se observé hinchazén moderada en todas las extremidades.

Se observé hinchazén severa en todas las extremidades.

2
3
4

Tablas 9 a 10 y FIG. 9 muestran los resultados de la evaluacion del tamafo de la hinchazén. Tabla 11 y FIG. 10
muestran los resultados de la evaluacion de la puntuacion de artritis. Como se desprende de los resultados, el G8
ejercié un mayor efecto terapéutico sobre la AR. Obsérvese que los presentes inventores demostraron, en otro
experimento, que el L207 no ejercia ningun efecto terapéutico significativo sobre la AR.

[Tabla 9]

El tamafo de la hinchazén de un empeine (PBS: n = 5; el anticuerpo anti-DNP y G8:n = 7)

Media (mm)

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

PBS 2,37 | 2,36 | 2,39 2,48 | 245 | 2,72 | 3,09 | 3,23 | 3,25 | 3,36 | 3,37

Anticuerpo anti-DNP 2,39 | 244 | 2,43 245 1228 | 25511299 | 3,12 | 3,10 | 3,15 | 3,15

G8 2,31 | 2,39 | 2,31 2,41 | 2,27 | 2,62 | 2,76 | 2,77 | 2,75 | 2,61 | 2,66

SEM

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

PBS 0,04 | 0,06 | 0,12 | 0,19 | 0,23 | 0,26 | 0,27 | 0,31 | 0,34 | 0,32 | 0,33

Anticuerpo anti-DNP 0,06 | 0,05 | 0,08 | 0,04 | 0,06 | 0,12 | 0,19 | 0,27 | 0,27 | 0,31 | 0,29

G8 0,04 | 0,03 | 0,04 | 0,06 | 0,05 | 0,16 | 0,17 | 0,21 | 0,18 | 0,14 | 0,22
[Tabla 10]

El tamario de la inflamacién de una articulacion (PBS: n = 5; el anticuerpo anti-DNP y G8: n=7)

Media (mm)

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

PBS 3,23 | 324 |332 3,37 3,35 | 357 |372 |387 |4,01 |4,03 |4,08

Anticuerpo | 3,27 | 3,35 | 3,31 3,25 320 |33 |363 |375 |390 |39 |395

anti-DNP

G8 3,31 [323 | 3,31 3,22 3,21 | 337 |348 |341 |352 |344 |353
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SEM
Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PBS 0,02 | 0,03 |006 |0,08 |007 |01 0,16 | 0,14 | 0,20 | 0,145 | 0,15

Anticuerpo anti-DNP | 0,04 | 0,06 | 0,04 |0,02 | 005 (002 |006 (008 |00 |0,09 | 0,09

G8 0,03 | 002 |003 (004 |004 (005 |005 |005 |0,07 |0,08 |O0,08

[Tabla 11]

Puntuacion de artritis (PBS: n = 5; el anticuerpo anti-DNP y G8: n = 7)

Media

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PBS 0,00 | 0,00 | 0,20 | 0,40 | 1,00 | 2,20 | 4,40 | 4,80 | 5,20 | 5,40 | 5,40
Anticuerpo anti-DNP 0,00 | 0,00 | 0,14 | 0,00 | 0,43 | 2,00 | 3,86 | 4,71 | 4,57 | 5,00 | 5,14
G8 0,00 | 0,00 | 0,00 0,14 (0,14 | 143 |2,71 | 2,14 | 1,57 | 1,71 | 1,71
SEM

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PBS 0,00 | 0,00 | 0,20 | 0,24 | 0,55 | 0,49 | 0,75 | 0,73 | 0,97 | 0,87 | 0,87
Anticuerpo anti-DNP 0,00 | 0,00 | 0,14 | 0,00 | 0,20 | 0,58 | 0,51 | 0,42 | 0,43 | 0,49 | 0,46
G8 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,14 | 0,14 | 0,43 | 0,61 | 0,51 | 0,65 | 0,52 | 0,42

(2) Evaluacioén del titulo del anticuerpo anti-CCP

Bajo las mismas condiciones experimentales que en el caso anterior (1), se extrajo sangre en los dias 0, 2, 5, 8 y 10,
y se midi6 el titulo de anticuerpos anti-CCP en el suero. En ese momento, se utilizé G8 o el anticuerpo anti-DNP como
5 sustancia de ensayo.

Tabla 12 y FIG. 11 muestran los resultados de la medicion del titulo del anticuerpo anti-CCP. Como se desprende de
los resultados, G8 suprimié el aumento del titulo de anticuerpos anti-CCP. Es decir, G8 inhibi6 la actividad de
citrulinacion de PADA4.

[Tabla 12]

Titulo de anticuerpos anti-CCP (anticuerpos anti-DNP y G8: n = 7)

Media (unidad/mL)

Dia 0 2 5 8 10

Anticuerpo anti-DNP 3,27 4,39 7,62 9,11 8,53

G8 242 | 327 | 343 |6,81 |5,23
SEM
Dia 0 2 5 8 10

Anticuerpo anti-DNP 0,45 0,46 1,35 1,12 0,93

G8 0,15 | 0,38 | 0,49 | 0,66 | 0,53

10 (3) Analisis histolégico
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Bajo las mismas condiciones experimentales que en el caso anterior (1), una extremidad posterior extraida en el dia
10 se fij6 en formaldehido al 4%, se deshidraté y luego se incrustd en parafina. Se realizé una tincion con
hematoxilina/eosina para examinar la inflamacién de una articulacion. En ese momento, se utilizé G8, el anticuerpo
anti-DNP, o PBS como sustancia de ensayo.

La FIG. 12 muestra los resultados del analisis histologico. Los paneles izquierdos de la FIG. 12 son fotografias en o
cerca de una articulacion del dedo. En cuanto al grupo de administracion de PBS o anticuerpos anti-DNP, células
inflamatorias tales como neutréfilos y/o macrofagos invadieron la articulacién y sus alrededores, de forma que la
membrana sinovial resulté dafiada. Por el contrario, en el caso de G8, las células inflamatorias no invadieron. Los
paneles de la derecha son vistas ampliadas de las regiones recuadradas de las fotografias anteriores y muestran la
superficie de una capa de cartilago. Como indican las cabezas de flecha, la superficie estaba dafiada y mellada en el
grupo de administracion de PBS o de anticuerpos anti-DNP. Por el contrario, en el caso del grupo de administracion
de G8, se mantuvo una capa de cartilago lisa. En vista de lo anterior, se demostré que el G8 ejerce un efecto
terapéutico en la AR.

<Ejemplo 6> Evaluacion de la eficacia

Se utilizaron ratones modelo de artritis inducida por anticuerpos de colageno (CAIA) para evaluar la eficacia de G8 o
H7. El raton modelo CAIA es un modelo de ratén para la artritis reumatoide (AR) y la artritis. El procedimiento para
generar un raton modelo CAIA se ajustd a un protocolo que utiliza un céctel de anticuerpos (Chondrex Inc., 53040)
para desencadenar la artritis en ratones. La FIG. 13 muestra un esquema de las condiciones experimentales. En el
dia 0, se inyecté una mezcla de anticuerpos anticolageno (1,5 mg) en una vena de la cola de ratones Balb/c hembra
de 8 semanas de edad (5 a 7 ratones/grupo). El dia 3, se administraron por via intraperitoneal 37,5 ug de LPS
(sustancia inductora de la inflamacién). En los dias 0, 2, 4, 6 y 8, se administré por via intraperitoneal G8, H7 o el
anticuerpo anti-DNP como sustancia de ensayo (a 1mg/ratén). Entre los dias 1y 10, se midi6 el tamafio de la hinchazon
de cada empeine (almohadilla del pie) o de cada articulacion (tobillo). El valor numérico del tamafo de la inflamacion
se designd como la media de los valores de las extremidades izquierda y derecha. En los dias 0 a 10, la puntuacion
de la artritis se determind de acuerdo con los siguientes puntos (i) a (iii). (i) Los lugares de evaluacion incluian cada
uno de los dedos, empeines y articulaciones de las extremidades posteriores izquierda y derecha. (ii) La artritis se
puntud de acuerdo con la Tabla 13. (iii) La puntuacion de artritis (el valor maximo fue 28/ratén) se obtuvo promediando
la puntuacion total de los dedos, empeines y articulaciones de las extremidades posteriores izquierda y derecha.

[Tabla 13]

Signo de artritis (observado macroscépicamente) | Puntuacion de artritis

Hinchazén moderada 1

Hinchazon severa 2

Tablas 14 a 15 y FIG. 14 muestran los resultados de la evaluacion del tamafo de la hinchazon. Tabla 16 y FIG. 15
muestran los resultados de la evaluacion de la puntuacion de artritis. Como se desprende de los resultados, G8 y H7
ejercieron un mayor efecto terapéutico sobre la AR.

[Tabla 14]

El tamafo de la hinchazén de un empeine (el anticuerpo anti-DNP: n = 5; G8: n=7; H7: n = 5)

Media (mm)

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Anticuerpo  anti- | 290 | 293 | 3,13 |3,15 | 3,18 | 3,07 | 3,45 | 3,41 342 3,34 |344
DNP

G8 290 |29 |304 |308 |313 |31 3,13 | 3,06 |3,02 |293 | 3,05
H7 285 |298 |300 |304 |307 |291 294 (288 |294 |295 |3,08
SEM

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Anticuerpo  anti- | 0,02 | 0,02 | 0,07 | 0,11 0,10 | 0,09 | 0,11 0,07 | 0,15 | 0,08 | 0,13
DNP

G8 0,02 | 002 |006 |005 |004 |006 (0,13 |0,290 |0,42 |0,10 | 0,11
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H7 0,02 | 0,03 |0,02 |0,03 |O0,01 0,06 |0,13 |006 |0,09 |0,08 |0,08

[Tabla 15]

El tamafio de la inflamacion de una articulacion (el anticuerpo anti-DNP: n =5; G8: n=7; H7: n = 5)

Media (mm)

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Anticuerpo anti-DNP | 3,5 | 36 | 3,65 | 3,69 | 3,79 3,83 4,31 455 |48 (49 | 4,88
7 3 5 2

G8 35 |36 |361 |359 | 3,66 3,62 380 |376 |38 |37 |382
4 3 0 4

H7 35 |36 |364 |376 | 3,83 3,59 3,80 |387 |38 |39 |4,02
7 7 9 7

SEM

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Anticuerpo anti-DNP | 0,0 | 0,0 | 0,02 | 0,04 | 0,03 0,09 0,18 | 0,19 |02 |02 |0,24
1 3 4 4

G8 0,0 {0,0 | 0,04 | 0,04 |0,04 0,05 0,10 | 0,11 0,11 { 0,1 | 0,15
2 2 6

H7 0,0 {00 |0,01 |005 |0,05 |0,04 0,17 |0,19 |02 |0,2 | 0,27
2 1 2 7

[Tabla 16]

Puntuacion de artritis (el anticuerpo anti-DNP: n=5; G8: n=7; H7: n =5)

Media

Dia 0 (1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Anticuerpo anti-DNP 0 [30 |54 |58 46 |70 | 128 |17,2 | 146 | 16,2 ;6,
G8 0 |36 |60 |51 46 | 7,1 |89 104 | 10,1 |96 11,9
H7 0 |38 |54 |58 26 |54 |66 8,0 7,4 8,0 8,8
SEM

Dia 0 (1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Anticuerpo anti-DNP 0 |06 |04 |05 09 |05 |14 1,9 1,5 1,8 2,1
G8 0 |08 |04 |06 02 |04 |14 2,4 2,6 2,4 2,6
H7 0 [10 [0,7 |11 06 [ 09 |16 1,9 2,0 2,1 2,3

<Ejemplo 7> Evaluacién de anticuerpos humanizados anti-PAD4
(1) Generacién de anticuerpos humanizados anti-PAD4 (IgG1k)

Los anticuerpos se humanizaron con referencia a Nishibori et al., Mol Immunol. 2006 Feb;43(6):634-42. Cuando se
utilizaron G8 y H7 para generar anticuerpos humanizados anti-PAD4, se utilizb para cada cadena H la plantilla de 4,00,
4,15 o0 4,32 descrita en las bibliografias anteriores. En cuanto a la cadena L de G8, se utilizé una plantilla de 4,00,
4,06, 4,17 0 4,29. En cuanto a la cadena L del H7, se utilizé una plantilla de 4,00, 4,06, 4,15, 4,17 0 4,29. Las regiones
variables de los anticuerpos humanizados se disefiaron de forma que con respecto a las secuencias de las CDR 1, 2
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y 3 de las cadenas H y L de cada anticuerpo, las CDR respectivas se insertan en sitios correspondientes a cada
plantilla. Las regiones variables disefiadas se sintetizaron mediante el uso de un servicio de Invitrogen, Inc. Las
secuencias de nucledtidos que codifican las regiones variables del G8 o H7 asi disefiadas se exponen en los
respectivos SEQ ID Nros.: del 135 al 146. Las secuencias de la region variable sintetizadas se amplificaron por PCR
mediante el uso de: los cebadores (1) y (2) para amplificar cada region variable de la cadena H; y los cebadores (3) y
(4) para amplificar cada regién variable de la cadena L.

Cebador directo de la cadena H (1)
5'-ATATAGGCGCGCCGAGGTGCAGCTGTTGGAG-3' (SEQ ID NO: 147)
Cebador inverso (2)

5-TATATGGATCCTCACCTGAGGAGACGGTGA-3' (SEQ ID NO: 148)
Cebador directo de la cadena L (3)
5'-ATATAGGCGCGCCAGCTATGAGCTGACTCAGCCA-3' (SEQ ID NO: 149)
Cebador inverso (4)

5'- TATATGGATCCACTCACCCAGGACGGTCAG-3' (SEQ ID NO: 150)

Cada producto de amplificacion PCR vy los vectores de expresiéon en los que se clond una region constante IgG1
humana fueron digeridos por Ascl y BamHI (R0558S, R0136S) y se utilizaron para subclonacién. Los vectores de
expresion que tienen una secuencia de regiéon constante de cadena H o de cadena L se divulgaron en JP-A-2005-
245337. Las construcciones finales se secuenciaron para confirmar que cada una tenia una secuencia de interés. En
estas construcciones, la secuencia de la cadena H se convirtié en la forma IgG1 y la secuencia de la cadena L se
convirtio en la forma k. Asimismo, se construyeron las construcciones correspondientes para A11 y G9. La secuencia
de nucledtidos que codifica la regién variable de la A11 o G9 asi disefiada se expone en SEQ ID NO: 151 (A11-H4.00)
0 152 (G9-L4.29), respectivamente. Finalmente, todos los anticuerpos de tipo IgG1k tenian una cadena H con
estructura H4.00 y una cadena L con estructura L4.29. Obsérvese que A11 y G9 comparten la secuencia de la cadena
L y G8, G9 y H7 comparten la secuencia de la cadena H.

La figura 16 muestra las secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de la cadena H (IgG1) y la cadena L
(k) de un anticuerpo humanizado. La FIG. 17 muestra las secuencias de las regiones variables de un anticuerpo
humanizado G8. La FIG. 18 muestra las secuencias de las regiones variables de un anticuerpo humanizado H7 (la
secuencia de la cadena H es la misma que la de G8). Las FIGS. 19 y 20 muestran las secuencias de aminoacidos de
longitud completa de anticuerpos humanizados derivados de G8, H7, A11 y G9. Las secuencias de aminoacidos de la
cadena pesada de cada uno de los anticuerpos humanizados derivados de G8, H7, A11 y G9 son las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID Nros.: 172, 176, 170 y 174, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos
de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID Nros.: 173, 177, 171 y 175,
respectivamente.

Los respectivos vectores de expresion de anticuerpos humanizados anti-PAD4 obtenidos por medio de los
experimentos anteriores se utilizaron para preparar anticuerpos purificados. En cuanto a la técnica, los vectores de
expresion de las cadenas H y L se transfectaron en células de cultivo de mamiferos mediante el uso de un sistema de
Expresion Expi293 (Thermo Fisher Scientific, A14635). A continuacion, cada anticuerpo expresado se purifico
mediante el uso de rProtein A Sepharose Fast Flow (GE healthcare, 17-127-902). El anticuerpo purificado resultante
se utilizé para ELISA mediante el uso de PAD4 humano como antigeno para examinar su reactividad.

(2) Reactividad de cada anticuerpo humanizado anti-PAD4 frente a PAD4 humano

Los anticuerpos humanizados anti-PAD4 derivados de G8 y H7 se utilizaron cada uno para ELISA para examinar su
reactividad. En aquella época, se utilizaban tres tipos de cadena H y cuatro tipos de cadena L (Tabla 17). La clase de
cada anticuerpo era IgG1k. El cuadro 18 muestra las condiciones experimentales. Los resultados experimentales se
muestran en las FIGS. del 21 al 23. Cualquiera de los anticuerpos humanizados anti-PAD4 mostrd una alta afinidad
hacia el PAD4 humano.

[Tabla 17]
G8
VH VL
H4.00 L4.00
H4.00 L4.06
H4.00 L4.17
H4.00 L4.29
H4.15 L4.00
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H4.15 L4.06
H4.15 L4.17
H4.15 L4.29
H4.32 L4.00
H4.32 L4.06
H4.32 L4.17
H4.32 L4.29
H7
VH VL
H4.00 L4.00
H4.00 L4.06
H4.00 L4.15
H4.00 L4.17
H4.15 L4.00
H4.15 L4.06
H4.15 L4.15
H4.15 L4.17
H4.32 L4.00
H4.32 L4.06
H4.32 L4.15
H4.32 L4.17
[Tabla 18]
1 | Inmovilizacién de antigenos en | 50 pl/pocillo | O/N a4°C | 5 yg/mL PAD4 humano
fase solida:
2 | Bloqueo: 250 60 min a | 25% Bloque Ace/PBS
pl/pocillo 37°C
3 | Ab. primario 50 pl/pocillo | 60 min a | Cada anticuerpo a 1ug/mL se diluy6 2 veces/
37°C 10% Bloque Ace
4 | Secundaria Ab: 50 pl/pocillo | 60 min a | IgG antihumana marcada con HRP (H+L) en
37°C 10% Block Ace/PBS (1:1000)
5 | Sustrato cromogénico: 50 pl/pocillo | 30 min a | Solucion OPD
RT
6 | Solucién Stop: 50 pl/pocillo 2 N H2SOq4
7 Longitud de onda 490
nm/630 nm

(3) Reactividad del anticuerpo humanizado anti-PAD4 frente a PAD4 humano

Los anticuerpos humanizados anti-PAD4 derivados de G8, H7, A11 y G9 se utilizaron cada uno para ELISA para
examinar su reactividad. En aquel momento, la combinacién de los marcos de la region variable era tal que el marco
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de la cadena H era H4.00 y el marco de la cadena L era L4.293. La clase de cada anticuerpo era IgG1k. La tabla 19
muestra las condiciones experimentales. Los resultados experimentales se muestran en la FIG. 24. Cualquiera de los
anticuerpos humanizados anti-PAD4 mostré una alta afinidad hacia el PAD4 humano.

[Tabla 19]
1 | Inmovilizaciéon de antigenos en | 50 ul/pocillo | O/N a4°C | 5 ug/mL PAD4 humano
fase solida:
2 | Bloqueo: 250 60 min a | 25% Bloque Ace/PBS
pl/pocillo 37°C
3 | Ab. primario 50 pl/pocillo | 60 min a | Cada anticuerpo a 1ug/mL se diluyé 5 veces/
37°C 10% Bloque Ace
4 | Secundaria Ab: 50 pl/pocillo | 60 min a | IgG antihumana marcada con HRP (H+L) en
37°C 10% Block Ace/PBS (1:1000)
5 | Sustrato cromogénico: 50 pl/pocillo | 30 min a | Solucion OPD
RT
6 | Solucién Stop: 50 pl/pocillo 2 N H2SOq4
7 Longitud de onda 490
nm/630 nm

(4) Generacion del anticuerpo humanizado anti-PAD4 (IgG4A) y evaluacion de su reactividad

Se utilizd el mismo procedimiento que el anterior "(1) Generacion de anticuerpos anti-PAD4 humanizados (IgG1k)"
para generar un anticuerpo anti-PAD4 humanizado (IgG4A) derivado de H7. A este respecto, sin embargo, las cadenas
de ADN mostradas en la FIG. 25 se sintetizaron para la construccion de vectores. La FIG. 26 muestra las secuencias
de aminoacidos de la region variable y la regidon constante de la cadena H y la regién variable y la regién constante de
la cadena ligera.

A continuacién, el anticuerpo humanizado anti-PAD4 derivado de H7 (IgG4A) se utilizé para ELISA para examinar su
reactividad. En ese momento, la combinacién de los marcos de la region variable era tal que el marco de la cadena H
era H4.00 y el marco de la cadena L era L4.29. La clase del anticuerpo era IgG4A. El cuadro 20 muestra las condiciones
experimentales. Los resultados experimentales se muestran en la FIG. 27. El anticuerpo humanizado anti-PAD4
derivado del H7 (IgG4A) mostré una gran afinidad por el PAD4 humano.

[Tabla 20]
1 | Antigeno en fase sélida | 50 pl/pocillo O/Na4°C 5 pg/mL PAD4 humano
inmovilizacion:
2 | Bloqueo: 250 pl/pocillo | 60 min a | 25% Bloque Ace/PBS
37°C
3 | Ab. primario 50 pl/pocillo 60 min a | Cada anticuerpo a 1ug/mL se diluyo 5 veces/ 10%
37°C Bloque Ace
4 | Secundaria Ab: 50 pl/pocillo 60 min a | IgG antihumana marcada con HRP (H+L) en 10%
37°C Block Ace/PBS (1:1000)
5 | Sustrato cromogénico: | 50 ul/pocillo 30 min a RT | Solucion TMB
6 | Solucién Stop: 50 pl/pocillo Solucién de parada TMB
7 Longitud de onda 450 nm/650
nm

(5) Ensayo de afinidad

Los anticuerpos humanizados anti-PAD4 derivados de G8 y H7 se sometieron al ensayo Biacore (GE Healthcare,
Biacore T200) para evaluar su afinidad. En aquel momento, la combinacion de las estructuras era tal que la estructura
de la cadena H era H4.00 y la estructura de la cadena L era L4.29. La clase de cada anticuerpo utilizado fue IgG1k.
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Se utilizé como antigeno PAD4 humano recombinante de longitud completa. Para el ensayo de afinidad se utilizé un
kit de captura de anticuerpos humanos (GE Healthcare, BR-1008-39). Concretamente, de acuerdo con el protocolo
estandar proporcionado por la fabricacion, se utilizé NHS/EDC y un procedimiento de acoplamiento con aminas, en el
que se fija un grupo carboxilo libre en una superficie de un chip CM5, para inmovilizar un anticuerpo policlonal
antihumano de conejo en la superficie de un chip CM5. A continuacion, cada uno de los anticuerpos humanizados anti-
PAD4 fue capturado por el anticuerpo policlonal de conejo anti-humano. La PAD4 humana a cada concentracion se
sometié a la medicion Biacore T200 para crear un sensorgrama cinético.

La Tabla 21 muestra los resultados del ensayo de afinidad. Como se desprende de los resultados, cualquiera de los
anticuerpos humanizados anti-PAD4 derivados de G8 y H7 mostré una alta afinidad. Cuando se midi6 la KD (M) de
los mismos, en particular, cualquiera de ellos tenia una alta afinidad de 9,0 x 10 o menos.

[Tabla 2 1]

kd (1/s) ka (1/Ms) KD (M)
Ab humanizado #G8-H4.00/L4.29 2.00E-04 1.03E+05 1.95E-09
Ab humanizado #H7-H4.00/L4.29 5.07E-04 6.13E+05 8.28E-09

(6) Evaluacion de la funcién inhibidora de la actividad de citrulinacion.

Se utilizaron las siguientes condiciones para evaluar la capacidad de cada uno de los anticuerpos humanizados anti-
PAD4 derivados de A11 etc. para inhibir la actividad de citrulinacion de PAD4.

(6-1) Materiales

Proteina recombinante: PAD4 humana recombinante de longitud completa
Sustrato: BAEE (hidrocloruro de éster etilico de Na-benzonil-L-arginina)

. Anticuerpos: un anticuerpo humanizado anti-DNP (control negativo), clones de anticuerpos humanizados anti-
PAD4 derivados de A11, G8, G9 y H7 (la combinacién de todos los marcos de cada anticuerpo era H4.00-
L4.29; la clase de cada anticuerpo era IgG1k)

(6-2) Condiciones experimentales

Se prepard una solucion de anticuerpo que contenia 120, 60, 30, 15 o 7,5 nM de cada uno de los anticuerpos
humanizados anti-PAD4 generados (derivados de A11, G8, G9 y H7) y el anticuerpo anti-DNP (control negativo). Esta
solucién de anticuerpo se mezclo con 5 ul de 3,75 ng/ul (50 nM) de PAD4 humano en una solucién tampén Tris-HCI
20 mM (pH 7,6) que contenia 1 mM de EDTAy 1 mM de DTT, de forma que el volumen total fuera de 44 pl. La solucion
resultante se dejo reposar a 37°C durante 30 min. A continuacion, se afiadieron 5 pl de 100 mM BAEE (éster etilico
de benzoilo arginina) bajo agitacion y 1 ul de CaCl; 0,5 M y se agité bien (el volumen total: 50 uL; la concentracion
final de BAEE: 10 mM; la concentracion final de ion calcio: 10 mM). Esta solucién se dejé reposar (en un bafio de agua
caliente) a 37°C durante 3 h. Después, se afiadieron 12,5 ul de acido perclérico 5 M para detener la reaccion. Esta
solucién se dejo reposar 5 min en hielo y se centrifugé a 4°C durante 5 min (a 15.000 rpm). Por ultimo, el BAEE
citrulinado incluido en el sobrenadante se sometié a un ensayo cuantitativo colorimétrico.

(6-3) Condiciones experimentales

La FIG. 28 muestra la actividad relativa cuando la cantidad (4,9 nmol/16 uL de una solucién de reaccion) de produccion
de citrulina mediante el uso de 0 nM del anticuerpo anti-DNP se fijé en el 100%. Cada anticuerpo humanizado anti-
PAD4 mostré una funcién inhibidora de la actividad de citrulinacién dependiente de la concentracion.

<Ejemplo 8> Estudio sobre la administracion combinada de anticuerpo humanizado anti-PAD4 e inhibidor de
TNFa

(1) Materiales

El anticuerpo humanizado anti-PAD4 (IgG1k) clon derivado de H7 y un inhibidor de TNFa Etanercept se utilizaron para
llevar a cabo un experimento para probar un efecto inhibidor de la artritis en ratones D1CC (un mamifero no humano
transgénico en el que se puede reproducir la patologia de la artritis reumatoide humana; W02005/085438).

(2) Condiciones

Como primera inmunizacion, se administré a cada ratén adyuvante completo de Freund que contenia colageno bovino
de tipo Il (10 ng). Como segunda inmunizacion, se administré adyuvante incompleto de Freund que contenia el mismo
colageno bovino de tipo Il (10 ng). Tras la segunda inmunizacion, se administré cada una de las sustancias de ensayo
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mencionadas por via intraperitoneal dos veces por semana durante 8 semanas. Tras la administracion, se observo
macroscopicamente la hinchazén de una porcion articular y se puntud.

(3) Grupos de prueba

aDNP Ab: 500 pg/ratén (25 mg/kg)

aPAD4 Ab. 100ug: 100 pg (5 mg/kg)

aPAD4 Ab. 500 paginas: 500 pg (25 mg/kg)
ETN. 100 pags: 100 ug (5 mg/kg)

ETN. 500ug: 500 ug (25 mg/kg)

Combinacién: aPAD4 Ab. 100 ug + ETN. 100 pg

(4) Resultados

Se observé que la administracion combinada del anticuerpo humanizado anti-PAD4 y el inhibidor del TNFa proporciona
un beneficio terapéutico significativamente mayor que la dosificaciéon de un solo farmaco (p < 0,05). Ademas, también
se observd que esta administracion combinada ejercia un efecto terapéutico sinérgico en comparacion con la
dosificacién de un solo farmaco. Esto demostré que el uso combinado del anticuerpo humanizado anti-PAD4 y el
inhibidor del TNFa permitia una configuracion de dosis baja y posibilitaba un tratamiento con una seguridad y eficacia
excelentes. Ademas, no se observaron efectos secundarios claros debidos a la administracion del anticuerpo.

<Discusion>

Los Ejemplos anteriores han revelado que los anticuerpos anti-PAD4 que se unen especificamente a un epitopo que
contiene las posiciones 345, 347 y 348 de PAD4 ejercen potentes efectos terapéuticos sobre la AR. Ademas, estos
anticuerpos tienen mayor afinidad hacia PAD4 y mayor funcién inhibidora de la actividad de citrulinacion que el
conocido anticuerpo convencional L207.

Se revelé ademas que la administracion combinada del anticuerpo anti-PAD4 y el inhibidor del TNFa ejercia un efecto
terapéutico sinérgico sobre la AR.
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REIVINDICACIONES

. Un anticuerpo monoclonal anti-PAD4 (peptidylarginina deiminasa 4), en el que el anticuerpo se une

especificamente a un péptido cuya secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 1, y no se une a un
péptido cuya secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID NO: 32, 34, o 35; y en el que el anticuerpo inhibe
la actividad de citrulinacién de PADA4.

. El anticuerpo monoclonal anti-PAD4 de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo

humanizado.

. El anticuerpo monoclonal anti-PAD4 de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo es:

un anticuerpo monoclonal en el que las CDRs 1 a 3 de la cadena pesada y las CDRs 1 a 3 de la cadena ligera
comprenden secuencias de aminoacidos establecidas en los respectivos SEQ ID Nros.: de 50 a 55 afios;

un anticuerpo monoclonal en el que las CDRs 1 a 3 de la cadena pesada y las CDRs 1 a 3 de la cadena ligera
comprenden secuencias de aminoacidos establecidas en los respectivos SEQ ID Nros.: 56 a 61;

un anticuerpo monoclonal en el que las CDRs 1 a 3 de la cadena pesada y las CDRs 1 a 3 de la cadena ligera
comprenden secuencias de aminoacidos establecidas en los respectivos SEQ ID Nros.: 62 a 67;

un anticuerpo monoclonal en el que las CDRs 1 a 3 de la cadena pesada y las CDRs 1 a 3 de la cadena ligera
comprenden secuencias de aminoacidos establecidas en los respectivos SEQ ID Nros.: 68 a 73;

un anticuerpo monoclonal en el que las CDRs 1 a 3 de la cadena pesada y las CDRs 1 a 3 de la cadena ligera
comprenden secuencias de aminoacidos establecidas en los respectivos SEQ ID Nros.: 74 a 79; o

un anticuerpo monoclonal en el que las CDRs 1 a 3 de la cadena pesada y las CDRs 1 a 3 de la cadena ligera
comprenden secuencias de aminoacidos establecidas en los respectivos SEQ ID Nros.: del 80 al 85.

. El anticuerpo monoclonal anti-PAD4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el anticuerpo

es un fragmento de unién a antigeno.

. Un polinucleétido o vector que codifica el anticuerpo monoclonal anti-PAD4 de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4.

. El anticuerpo monoclonal anti-PAD4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en el

tratamiento de la AR o la artritis.
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[Fig.2]
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[Fig.7]
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[Fig.8]
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[Fig.10]
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[Fig.12]

Imagenes de seccion en o cerca de la istas magnificadas en o cerca de una capa de
rliculacién de un dedo ndrocitos
5

G8

Anticuerpo anti-DNP

PBS

&

g Hueso de j
~articulacidn del dedo |

41



ES2952132 T3

[Fig.12]
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[Fig.14]
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[Fig.15]
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[Fig.16)

=Cadena-Hregidn constante (SEQ 1D Mro. 153
ASTRGPSYFPLAPSSKSTSGATAALGCL VKD YFPEPVTVSHNSGALT SGVHTFPAVLOSSGLY SLESVVTVPSSSLGTATY ICNVNHKPSN
TEVDRKVEPK SCDKTHTGPPCPAPELL GGP SYFLFPPRPHDTLMISRTPEVTCVVVDY SHEDFEVEFNIYVDGYEVHNAK TRPREEQYNST
YRVVEVL TYLHODWLNGKE YKCKVENKALPAP [EKT | SKAKGOPREPOVY TLPPSRDEL TKHOVSLTCLVEGFYPSD | AVERESNGOPENN
YKTTPPVLDSDEEFFLY SKL TVDKSAWOOGNYF SCEVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

=Cadena-L regidn constante (SEQID Mro: 154

GTYAAPSVF [FPPSDECLECSGTASVYCLLNNFYPREAK VORKYDNALOSGNSOESVTEODSKDSTYSLSSTLTLEKADYEKHEVYACEVTH
OGLSSPYTHSFHRGEG
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[Fie17]

>GEHT-H4. 0 SEQID ND:155)

EVOLLESGEGELVOPGGSLRLSCAASGFTFST Y AMGRVRGAPGKGLEFVAA | RNDGSWT GYGAAVEGRF T [ SRONSKNTLYLOMNSLRAEDT
AVYYCAKYTGSSGGS | GANGIETLVTVES

FGBHT-H4. 15 SEQID NO:1EG]
EVOLLESGGELVOPGGSLRLSCAMSGF TFST Y AMGRYROAPGKGLEFVSA L RNDGEWT GYGAAVKGRF T [ SROMSKNTVYLOMNSLRAEDT
ANYYGAKYTGSSGAS | GANGAGTLYTVSS

2GEHT-H4. 32 SEQID NO:157)
EVOLLESGEGLYOPGGILRLSCAASGE TFST Y AMGKYRUAPGRGLEF VAA I RRDGEWTGYGAAVKGRYT [ SRONSKNTVYLCUNSLRAEDT
AVYTCAKY TESSGGS | GANGRGTLVTVSS

»GE-L4. 00 SEQID NOIBE)
SYELTOPFSVSVSPGOTAR] TCSGENRNY VY GAYOOKPGOARVLY I YANDKRPSG | PERFSGESSGTTYTLT | SGYOAEDEADYYCETADT
GRYYFGRETELTVL

>GB-L4. 06 (SEQID NOJ59)

SYELTQPPSVEVSPGATAR I TCSGGNRNY VY GAYORKPGOAPYTY ] YANDKRPSG I PERFSGEYSGNTTTLT 1 SGYOAEDEADYYGETADT
GEYVFGRETKLTVL

SEE-L4. 17 BEQID MO:160)

SYELTORPSVEVSPGAT AR TCAGENRNY Y Y EYOUKPGOAFYTV ] Y ANDKRPSG I PERFSGSTSGNT TTLT | SGVOREDEADY YGETADT
GHYVFGEGTHLTVL

»G8-L4. 29 BEQIDMO:161)

SYELTOPPSVEVSPGAT AR TCSGENRNY Y Y GAYOCKPGOARPYTY 1Y ANDRRPSG IPERFSGENSGATTTLT 1 SGVOAEDEADYYOGTADT
GKYVFGGETRLTVL

Las CDR estan subrayadas.
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[Fig.18]

»GEHT-HY, 00 (BEQID MO:152)
EVOLLESGGOLVOPGGSLRLSCAASGF TR ST YAMGHVROAPGRGLEFVAAT RRDGENT Y EAAVKGRF T I SRONSKRTLYLOMNSLRAEDT
AVYYCAEYTGSSGGS | GARGOGTLYTYSS

>GEHT-HA. 15 (SEq 1D NO:163)
EVOLLESGGELVOPGGSLRLSCARSGF TFST MANGWVROAPGKGLEF VEA LRNDGSRT G Y GAAVKGRFT | SRONSKNTYYLOMNSLRAEDT
AVYYCAKYTGSSGGS | GARGOGTLYTVSS SEQ D NO:

HGEBHT-H4, 32 (SEQID NO:164)

EVOLLESGGELYOPGESLRLSCAASGFTF ST YAMGWVROAPCRGLEFYAAT RRDGSNTGY EAAVEGRYT [ SRONSKNTVYLOMNSLRAEDT
AVYYCAKYTGSSGES | GARGDGTLVTVSS

SHT=L4. 00 (SEQ D NO:1EE)

SYELTOPPSVEVEPGOTAR ] TCEGGEGRY Y Y GRYOOK PGOAPVLY I YSSTHRPEG I PERFSGESEGTTVILT [ SGVOAEDEADYYCGTADS
SEYVFGEGTELTYL

>HI-L4, 06 (SEQID NO:1GG)

SYELTOFPSYSYEPGOTAR ] TCEGESERYY Y GWYOOKPGOAPY TVIYSSTHRPSG I PERF SGEYSGNTTTLT I SGVOAEDEADY YCGTADS
SEYVFGGEETHLTVL

»HI-L4.15 (sEQID MO:16T)

SYELTOPPSVSVSPGOTAR ] TCSGESARY Y Y GNYGOKPGOAPY TYI Y SSTHRPSG I PERF SGSNSGNTTTLT | SGYGAEDEADYYCETADS
SSYWFGEGTRLTVL

2HI-L4.17 (sEQ D Wo:16A)
SYELTOPPSYSYEPGOTAR 1 TCEGGSGRYY Y GHYOOKPGOAPYTY 1Y SETHRPSG I PERFSGSTSGNTTTLT [ SGYOAEDEADY YCGTADS
SEYVFGGGTRLTVL

>HI-L4. 29 (SEQID HO:160)

SYELTOPPSVSVSPGOTAR 1 TCSGESERY Y GWYOOK PGOAPYTY I YSSTHRPSG I PERFSGENSGSTTTLT [SGVOAEDEADYYCGTADS
SSYVFGEGTKLTVL

Las CDR estan subrayadas.
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[Fig.19]

Al

Tipo-lgG1 longitud total (H4, 00} SEQ 1D Nro .2 170

EVOLLESGGELVOPGGSLRL SCARSGF TFSSY GGHVROAPGEGLEFVAA | RNDGEWTGYGAAVKGRIT | SRONSKNTLYLOMNSLRAEDT
AVIYCAKTTGERGES [ DARGOGTLVTVSSASTEGPSYF PLAPSSKSTSGE T AAL GCLVEDYFPEPY TVSKNEGALTSCVHTFPAVLOSSEL
YELAEVWTVPESSLATOTY | CNVNHKRSNTEVDKKYEFK SCOKTHTCFPCPAPELL GEPEVFL FPREPEDTLM I SRTFENTCVVVDVEHED
PEVEFNRYVDGVEVHNAK TKPREECYNS TYRVVEVL TYLHODWLNGKE Y KCKY SNRALPAP TEXT 1 SKAKGOPREPQVY TLPPSRDELTKMN
QVELTCLVEGFYPSD [ AVEWESHGOPENNYKT TPPYLDEDGSFFLYSKL TYDESRNOQGNVFSCEVEHEALHNIYT QR SLEL SP 6K =
Cadenaltipo-Klongitudtotal (L4.29) (la secuenciade lacadenal eslamismaqueGS)SEQ ID MNro.: 171
SYELTOPPSYSYSPGOTAR | TCIGEGRY Y YGHY 0K PGOAPYTY I Y ANDKRPSG [ PERFSGSNSGSTTTLT I SGYIACDEADY YCGSAETS
SYVFGGRTELTVLGTVAAPENF IFPPEDEQLKSGTASVYCLLNNFYPREAKNVORKYDNAL OSGHNEQESVTEQDEKDETYSLESTLTLEKAD
YERHEVYACEY THOGL S5PYTHSFNRGE G+

Ga

TipolgG1longitud total (H4.00)(lasecuencadela cadenaH es idénticaentre G&8, G9, vHT) (SEQ. 1D
Nro.:172)

AVYYCARY TGS SRS | GANGOGTLY TV SASTKGPEVFPLAPSSE TSGET AL GCLYKDYFPEPY TVEMNSGAL TSCVHTF PAVLOSSGEL
FELSEVVTVPESSLATATY [ GNVNHEP SHTEYDEKYEPE SCOKTHTCPPCPAPELL GGPEVFLFPPEFPEDTLM [ SRTFEVTCVWYDYSHED
PEVEFNATYDGYEYHNAK FKPREEQYNS TYRVVEVL TVLHODKLNGKE Y KCKY SNEAL FAP IEKT 1 SKAKGOPREPOVY TLFPERDEL TKN
GVSEL TCLVKGFYPSDE AVEWESHGOPENNYE TTPPVLDSDGSFFLYSKL TVDRSRWOGENVFSCSVEHEALHNHYTORKSLEL SPGK+
Cadenaltipo-K longitudtotal (L4 25 SEQ 1D Nro ;173
SYELTOPPSVEVSPGOTAR T TCSGENRN Y TG Y OOKPGOAFYTV I ANDKRPSG I PERFSGENSGETTTLT [SGVOAEDEADYYCGTADT
GRYWFGGGETEL TYLGTVAAPSYE IFPPSDEGLESGTASYVCLLNNFYPREAKY MK YDRAL OSGNSOESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHENYACEY THOGLSSFY TESFNREEC

Las COR estan subrayadas.
Las regiones constantes estan subrayadas doble.
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[Fig.20]
Gg

TipolgG1longitud total (H4.00)(la secuenciade la cadenaH esidéntica entre G8, G9, vHT) (SEQ. 1D
MNro.: 174}

EVOLLESGREL VOPGESLRLSCARSGF TRST Y AMGNVROAPGKCLEF VAA [RNDGSWT GY GAAVKGRE T 1 SRONSKNTLYLOMNSLRAEDT
AVYYCAKY TESSGES | GANGOGTLYTVSSASTKGPEVF PLAPS SKSTSGGTAALGOLVEDYFPEPY TV ERNSGAL T SGVHTFPAVLOSSGL
¥EL SV TVPSSSLGTOTY [ CHYNHKPSNTRYDKKVEPKSCOKTHTCPPCPARPELLGGPSYFLFPPEPED TLMLSRTPEVTCVWYDVEHED
FE#KFPMT‘JDEH’EWMTHFHEEETHQ_I YRVVEVL TVLHODWLNGKE YKCKVENKALFAP TEKT ] SKAKGOPREPOVY TLPPSRDELTEN
OVELTCLVKGFYPSDTAVERESNGRPENNY KT TPPVLDSDGSFFLYSKL TVDKSRWOIGNYF SCEVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK+=
Cadenaltipo-Klongitudtotal (L4.29) (lasecuenciadela cadenaleslamismaque A1}SEQIDNro. 175
SYELTOPPSVEVEPGOT AR | TCSREGRY Y Y GRYOOKPGOAPY TV I YANDKRPSG 1 PERF SGSRSGSTTTLT | SGYGAEDEADYYCGSAETS

SYVFGBGTKLTVLGTVAAPSVF [FPPSDEQLKSGTASYVCLLNNFYPREAKVONKVDNAL OSGNSOESVTEODSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGE Ce

HT

TipolgG1longitud total (H4.00)(la secuencia de la cadenaH es idéntica entre G&, G9, vHT) (SEQ. ID Nro.; 176)
EVOLLESGOGELVOPGGEELRLSCANSGFTFS T AMGHVROAPGK GLEF VAA T RNDGSWT GY GAAVKGRE T SRONSKNTLYLOMNSLRAEDT
AVYYCAKY TBSSE0S [ GANGOGTLVTVESASTRGPSVFPLAPSSKST SGGTAAL GLLVKDYFPEPVTVERNSGAL TSEVHTFPAYLOSSGEL
YSLSSVVTVPSSSLGTATY [ CNVNHKPSNTKYDKKYEPKSCOR THTCPPCPAPELL GEPSVFLFPPEPEOTLMISRTPEVTCYVWVDVSHED
PEVKENNYVDGYEVHRAKTKPREECYNST YRVVEVL TVLHODWLNGKE YKCKVENKALFAP | EKT 1 SKAKGOPREPOVYTLPPSROELTHN
OVELTCLVKGFYPSDLA! SHG KTTPPVLDSDGSFFLYSKELT RWCOGHVFSCS HMHY TOKSLSLSPGK*
Cadenaltipo-Klongitudtotal (L4.29)SEQ ID Mro . 177
SYELTOPPSVEVEPGAT AR | TCEGESGRY Y YEWY OOKPGRAFPYTY [ YSSTHRPSG I FERFSGINSGSTTTLT [ SGYOAEDEADYYCGTADS
SSYVFGGGTRLTVLGTYAAPSYE [FPPSDECLESGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVONAL OSGNSOESY TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYERHKVY ACEVTHOGL SSPVTHSFNRGEC

Las COR estin subrayadas.
Las regiones constantes estan subrayadas doble.
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[Fig.21]
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[Fig 22]
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[Fig.23)
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[Fig.24]
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[Fig.25)

=Cadenaderegionvariable H (SEQ: 1D Mro.178)
GAGGTGCAGCTGT TGGAGTCTGAGGEAGEACTGETGCAGCCTGECAGAAGCCTRAGACTRTCT TRTGOCGLCAGGGET TCACGT TCAGEA

COTATGCCATGEGCTGRGTGCEUCAGGCOLCTGRAAAGRGCCTGEAATT TRTGROCGCCATCOGRAACGAT GRCAGCTGRACAGRATAT GG
CECCGCTGTGAAGGECCGET TCACCATCAGCCAGRACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGARCAGCCTGOGGGOCGAGEACALS
GCCGTGTACTACTGTGOCAAGTACACCGRCAGCAGCGGCGECTCTATTCRAGCT TGEGEACAGGRAACCCTGRT CACCGTCTCLTCA
=Cadena de region H constante (SEQ: 1D MNro.173)

GCCAGCACCAAGGGCCCCAGCSTGTTCCCTCTGGLCLCT TRTAGCAGAAGCACCAGCGAGT CTACAGCCGCCCTGEECTEOCTCRTGAAGS
ACTACTTTCCCGAGCCCGTGADCGTGTCOTGGAACTCTGRCECTCTGACAAGCGGOGTGCACACCT TTCCAGCCGT GO TECAGAGCAGEGG
CCTGTACTOTCTGAGCAGCGTCATGACTRTGOCCAGCAGCTCTCTORGCACCAAGACCTACACCTOTAACGTGRACCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTHGACANGCGEETGGAATCTAAGT ACGRCCCTCCCTROCCTCCTTGOCCAGCCOCTGAATTTCTGGECEGACCCTCOGTGTTCC
TETTCCCCOCAAAGCCCAAGGACACCCTRATGATCAGCCGRACCCCCGAAGTGACCT CCETGRTGATOEATGTETCOOAGGANGATCCCGA
GETGCAGTTCAAT TGGTACGTGEACGECATEGALGTGCACAACECCAAGACCAAGCCTAGAGAGGAACAGT TCARCAGCACCTAGCGGETG
GTGTCCETHCTGACABTGUTGUAT CAGGAGT GECT GAACGECAAAGAGT ACAAGTGCAAGRTGTCOAACAAGBGECTGCCCAGGTCOATCG
AGARAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCOCGLEAACCOCAGRTGTACACACTGCCT COAMGCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGT
GTCCCTGACCTGTCTCGT GAANGGCT TCTACCCCTCOGATATCGOCG TGGRAATGRGAGAGCANCGGECAGCOOGAGAAGAACTACAAGACA
ACCCCOCCTRTGCTGGACAGCGACGECTCATTCTTCCTGTACAGCAGACT GACCATEGACAAGAGCOGET GGCAGGAAGGRCAAGGTGTTCA
GCTGCAGCGTGATGCACGAGEOCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCOCTGTCTCTGAGCCTGGRCAAGT GA
=Cadenaderegidn Lvariable (SECQ: 1D Mro.180)
AGCTATGAGCTGACTCAGCCACGOTCARTOTCAGTGTCTCOTGGOCAGACCGOLAGAATCACATGTAGOGGCGGECAGCRECEGGT ACTACT
ACGGCTGOTATCAGCAGAMGCOCEGCCABRCCCCTRTGACCOTGATCTACAGCAGCACCEACAGACCCAGCGRCATCOCCOAGAGATTCAG
CEECAGCAATAGCGGCTCCACCACCACCCTGACAAT CAGCGGAGTGCAGRCCGAGGACGAGGLCGATTACTACTGTGGCACCGOCGACAGE
AGCAGCTACGTGT TCRGCGRAGRAACCAAGCTGACCRTCCTE

=Cadenaderegidn Lvariable (SECQ: 1D Mro.181)
GETCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCEGETCACTCTGTTCCOGCCCTCCTCTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTETGTCTCATAR
GTGACTTCTACCCGGEAGCCATGACAGTGRCOTGRAARGCAGATAGCAGCCCOGTCAAGGEGEGAGTGEAGACCACCACACCCTCCAARCA
AAGCAACAACAAGTACGCEGCCAGCAGCTATCTEAGCET GACGCLCTGAGCAGTRGAAGT COCACAGAAGC TACAGCTGOCAGGTCACGCAT
GAAGGGAGCACCGT GGAGAAGACAGTGGCCCOTACAGAATGTTCATAG
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[Fig.26)

=Cadenaderegidnvariable H (SEC: 1D Nro.182)
EVOLLESGGGLYOPGGSLRLSCAASGFTFSTY AMGWVROAPGKGLEF VAR IRNDGSKTGYGAAYKGRFT 1 SRONSKNTLYLOMNSLRAEDT

AVYYCARYTGSSGES [ GARGOGTLVTVSES

=Cadenaderegidn H constante (SEC: 1D Nro.183)
ASTRGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYT PEPVTVSHHSGAL TSGYHTF PAVLOSSGLY SLESVYTVPSSSLGTRTY TCNVDHKPSN
TRYDKRVESEYGPPCPPCPAPEFLGGPSYFLFPPRPRDTLR T SRTPEVTCVW DV SOEDPEVOFNNYYDGVEVHNAK TEPREEQFNSTYRY
VSVLTVLHODWLNGKE YK CRYSNKGLPSSTEKT I SEAKGOPREPCYY TLPPSQEEMTKNOVELTCLYKGFYPSD I AVEWESHGOPENNYRT
TPPYLDSDGSFFLYSRLTVDKSREOEGNYF SCSVMHEALHNHY TOKSLSLSLGK

=CadenaderegionLvariable (SEQ: ID Mro.184)

SYELTOPPSVSVSPGOTAR] TCSGGSGRYY YGWYQOKPGOAPYTVIYSSTHRPSG IPERFSGSNSGSTTTLT 1 SGYOAEDEADYYCGT ADS
SSYVFGGETELTVL

=Cadenaderegidn L constante (SEC: 1D Mro.185)

GOPEAAPSYTLFPPSSEELCANKATLVCL [SDFYPGAVTVANKADSSPYRAGVET TTPSKOSHNK Y AASSYLSLTPECWKSHRSYSCOVTH
EGSTVEKTVAPTECS.
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[Fig.27]
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[Fiz.28]

Actividad de citrulinacion relativa (%)
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