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ANTICUERPOS DE INTERLEUCINA-1 ALFA Y METODOS DE USO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica la prioridad de
las solicitudes de patente provisional de E.U. numeros de
serie 61/057,586; 61/121,391; y 61/178,350, presentadas el 30
de mayo de 2008; 10 de diciembre de 2008; y 14 de mayo de
2009 respectivamente.

DECLARACION EN CUANTO A LA INVESTIGACION FEDERALMENTE
PATROCINADA
No aplicable
CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere en general a los campos de
inmunologia, inflamacidén, céancer, trastornos vasculares vy
medicina. M&s particularmente, la invencidén se refiere a los
anticuerpos (Abs) que se enlazan especificamente a
interleucina-la (IL-1la) y a métodos para utilizar tales Abs
para tratar, prevenir o detectar una patologia asociada con
la expresién de IL-la aberrante.

ANTECEDENTES

IL-1o0 es la citosina pro-inflamatoria que juega un
papel en un numero de diferentes actividades incluyendo la
inflamacidén, las respuestas inmunes, la metastasis de tumor y
la hematopoyesis. Los anticuerpos IgG contra IL-la se

presentan de manera natural en la poblacién humana general y
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se considera que son benéficos para enfermedades tales como
la aterosclerbsis.
SUMARTO

La invencidén se basa en el desarrollo de Abs
monoclonales completamente humanos (mAbs) que incluyen: (1)
una regidén variable de enlace a antigeno que exhibe muy alta
afinidad de enlace para la IL-la humana y (ii) una regidn
constante que es efectiva tanto para activar el sistema del
complemento aunque se enlaza a Clg y se enlaza a varios
diferentes receptores Fc. Los mAbs especificos de IL-la
descritos en .la presente se elaboraron al reemplazar la
regién constante de un mAb de IgG4 humana gque tiene una
regidén variable especifica para IL-loe humana con la regidn
constante de un mAb de IgGl humana.

Por consiguiente, la invencidén representa un mAb de
Igdi humana purificado que se enlaza especificamente a IL-la
humana, incluyendo el mAb una cadena pesada unida
covalentemente a una cadena ligera. La cadena pesada puede
incluir la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 9 y la
cadena ligera puede incluir la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 11.

También dentro de la invencidén se encuentra un
conjunto de &cidos nucleicos aislados que incluye un primer
acido nucleico que codifica para la cadena pesada de un mAb

de IgGl humana que se enlaza especificamente a IL-la, y un -
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segundo acido nucleico que codifica para la cadena ligera del
mAb de IgGl humana que se enlaza especificamente a IL-1la,
humana. El primer acido nucleico puede codificar 1la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y el segundo
acido nucleico puede codificar la secuencia de aminodcidos de
la SEQ ID NO: 11. El primer &cido nucleico puede incluir la
secuencia de nucledétidos de la SEQ ID NO: 10 y el segundo
acido nucleico puede incluir la secuencia de nucledtidos de
la SEQ ID NO: 12.

En otro aspecto, la invencidn representa un vector
de expresidédn que incluye un &cido nucleico que codifica para
la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID
NO: 11.

Otra caracteristica de la invencidén es una célula
huésped aislada (e.g., una célula de mamifero tal como una
célula CHO) que incluye un conjunto de &cidos nucleicos
aislados incluyendo un primer &cido nucleico que codifica
para la cadena pesada de un mAb de IgGl humana que se enlaza
especificamente a IL-la, y un segundo &cido nucleico que
codifica para la cadena ligera del mAb de IgGl humana que se
enlaza especificamente a la IL-la humana. La cadena pesada
puede incluir la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9
y la cadena ligera puede incluir la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 11.

La invencidn representa ademds un método para
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eliminar una célula que expresa IL-la humana. Este método
puede incluir la etapa de poner en contacto la célula con un
mAb de IgGl humano purificado que se enlaza especificamente a
IL-1lo humana.

Un método para inhibir la migracidén de una célula
humana a través de una matriz de membrana basal se encuentra
también dentro de la invencidén. Este método puede incluir la
etapa de agregar un mAb purificado que se enlaza
especificamente a la IL-la humana, a una mezcla que incluye
una matriz de membrana basal y la célula humana.

Ademds dentro de la invencidén se encuentra un
método para inhibir un incremento inducido por IL-la en la
expresidén de ICAM-1 y/o E-selectina en la superficie de una
célula endotelial humana. Este método puede incluir la etapa
de agregar un mAb purificado que se enlaza especificamente a
la IL-laa humana, a wuna mezcla que incluye la célula
endotelial y la IL-la.

La invencién incluye adicionalmente un método para
rastrear la inflamacién en un sujeto humano previamente
sometido a las etapas de: obtener del sujeto una primera
muestra de células mononucleares de sangre periférica en una
primera ocasién; poner en contacto la primera muestra con un
mAb purificado que se enlaza especificamente a la IL-la
humana; y determinar el porcentaje de células en la primera

muestra que se enlazan al Ab monoclonal. Este método puede

10
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incluir las etapas de: (a) obtener del sujeto una segunda
muestra de células mononucleares de sangre periférica en una
segunda ocasidn; (b) poner en contacto la segunda muestra con
el mAb purificado que se enlaza especificamente a la IL-la
humana; (c) determinar el porcentaje de células en la segunda
muestra que se enlaza al Ab monoclonal; y (d) comparar el
porcentaje de las células en la primera muestra gque se
enlazan al mAb con el porcentaje de células en la segunda
muestra que se enlazan al Ab monoclonal.

En los métodos anteriores, el mAb purificado puede
ser un mAb de IgGl humana que incluye una cadena pesada
covalentemente unida a una cadena ligera, e.g., en donde la
cadena pesada incluye la secuencia de aminoadcidos de la SEQ
ID NO: 9 y 1la cadena ligera incluye 1la secuencia de
aminocadcidos de la SEQ ID NO: 11.

Otro método dentro de la invencidén representa las
etapas de: (a) enriquecer una muestra biolégica obtenida de
un sujeto humano wutilizando un filtro para separar las
moléculas de acuerdo con el peso molecular en una primera
fraccién que incluye la IgG intacta formada en complejo con
IL-1la y una segunda fraccidén que incluye moléculas menores a
100 Kda; vy (b) cuantificar la cantidad del IL-laa en 1la
primera fraccidn.

AUn otro método dentro de la invencidén representa

las etapas de: (a) enriquecer una muestra de plasma obtenido

11
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de un sujeto humano utilizando un filtro que separa las
moléculas de acuerdo con el peso molecular en una primera
fraccién que incluye IgG intacta formado en complejo con IL-
laa y una segunda fraccién que incluye una molécula menor a
100 Kda; (b) agregar la primera fraccidén a un sustrato que
incluye Abs de IgG anti-humana inmovilizados bajo condiciones
que permiten que la IgG en la primera fraccidén se enlace
especificamente a los Abs de IgG anti-humana inmovilizados
sobre el sustrato; (c) lavar el sustrato para retirar el
material en la primera fraccién que no se enlaza
especificamente a los Abs de IgG anti-humana inmovilizados;
(d) poner en contacto el sustrato lavado en la etapa (c) con
un Ab que se enlaza especificamente a IL-loa humana bajo
condiciones que permiten que el Ab se enlace especificamente
a la IL-loo humana para enlazar especificamente cualquier IL-
la humana enlazada al sustrato; (e) lavar el sustrato para
retirar cualquiera de los Ab que se enlazan especificamente a
la IL-laa humana gue no se enlaza al sustrato; y (f)
cuantificar la cantidad de Ab que se enlaza especificamente a
IL-1o¢ humana qgue permanece unida al sustrato después de la
etapa (e).

A menos que se defina de otro modo, todos los
términos técnicos utilizados en la presente tienen el mismo
significado que cominmente se entiende por alguien de

experiencia ordinaria en la materia a la cual pertenece esta

12
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invencidn. Las definiciones comunmente entendidas de 1los
términos bioldgicos pueden encontrarse en Rieger et al.,
Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5% ediciédn,
Springer-Verlag: New York, 1991; y Lewin, Genes V, Oxford
University Press: New York, 1994.

El término “se enlaza especificamente” comoc se
utiliza en la presente, cuando se refiere a un polipéptido
(incluyendo los Abs) o al receptor, se refiere a una reaccidn
de enlace que es determinante de la presencia de la proteina
o polipéptido o receptor en una poblacidén heterogénea de
proteinas y otros bioldbgicos. Asi, bajo las condiciones
designadas (e.qg., condiciones de inmunotransferencia en el
caso de un Ab), el ligando o Ab especifico se enlaza a su
“objetivo” particular y no se enlaza en una cantidad
significativa a otras proteinas presentes en la muestra o a
otras proteinas con las cuales el‘ligando o Ab puede entrar
en contacto en un organismo. Generalmente, una primera

w

molécula que se enlaza especificamente” a wuna segunda
molécula tiene una constante de afinidad de equilibrio mayor
que aproximadamente 10° (e.qg., 106, 107, 108, 109, 10m, 10 y
10" o mas) litros/moles para esa segunda molécula.

Al referirse a una molécula de proteina tal como un
Ab, “purificado” significa separado de los componentes gue

acompafian naturalmente tales moléculas. Tipicamente, un Ab o

proteina se purifica cuando es de al menos aproximadamente

13
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95%, 98%, 99%, 99.9% y 100%) por peso, libre de las proteinas
que no son Ab u otras moléculas orgdnicas que se presentan de
manera natural con 1las cuales se encuentra naturalmente
asociada. La pureza puede medirse por cualquier método
apropiado, e.g., cromatgrafia de columna, electroforésis por
gel de poliacrilamida o andlisis HPLC. Se encuentra
“purificada” 1la proteina quimicamente sintetizada' u otra
proteina recombinante producida en un tipo de célula
diferente al tipo de célula en el cual se presenta de manera
natural.

Aunque los métodos y materiales similares o
equivalentes a los descritos en la presente pueden utilizarse
en la préactica o la prueba de la presente invencidn, se
describen abajo métodos y materiales adecuados. Todas 1las
publicaciones mencionadas en la presente se incorporan
mediante la referencia en su totalidad. En el caso de
conflicto, regird la presente especificacién incluyendo sus
definiciones. Ademas, las modalidades particulares tratadas
abajo son solo ilustrativas y no pretende ser limitantes.

DESCRIPCION DETALLADA

La 1invencidén abarca las composiciones y métodos
relacionados a los mAbs completamente humanos que incluyen
(1) una regidén variable de enlace a antigeno que exhibe muy

alta afinidad de enlace para IL-la vy (ii) wuna regidén
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constante que es efectiva tanto para activar el sistema del
complemento aunque se enlaza a Clg y se enlaza a varios
diferentes receptores Fc. Las modalidades preferidas abajo
descritas ilustran la adaptacidén de estas composiciones vy
métodos. Sin embargo, a partir de la descripcidén de estas
modalidades, pueden hacerse y/o practicarse otros aspectos de
la invencidén en base a la descripcidn abajo proporcionada.

Se describen en la presente los métodos que
involucran las técnicas inmunolédgicas y de biologia molecular
convencionales. Los métodos inmunolédgicos (por ejemplo,
ensayos para la deteccidén y localizacidédn de complejos de
antigeno-Ab, inmunoprecipitacién, inmunotransferencia vy lo
similar) se conocen en general en la materia y se describen
en tratados de metodologia tales como Current Protocols in
Immunology, Coligan et al., ed., John Wiley & Sons, New York.
Las técnicas de  la biologia molecular se describen en detalle
en tratados tales como Molecular <Cloning: A Laboratory
Manual, 2% Ed., vol. 1-3, Sambrook et al., ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001; vy
Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., ed.,
Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York. Los
métodos para Ab se describen en Handbook of Therapeutic Abs,
Dubel, S., ed., Wiley-VCH, 2007. Las técnicas de cultivo
celular se conocen en general en la materia y se describen en

detalle en los tratados de metodologia tales como Culture of
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Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 4% edicidén, por R
Ian Freshney, Wiley-Liss, Hoboken, N.J., 2000; y General
Techinques of Cell Culture, por Maureen A Harrison y JIan F
Rae, Cambridge University Press, Cambridge, UK, 1994. Los
métodos para la purificaciédn de 1la proteina se tratan en
Guide to Protein Purification: Methods in Enzymology, Vol.
182, Deutscher M P, ed., Academic Press, San Diego Calif.,
1990.

En un aspecto, la invencidén representa un mAb
completamente humano que incluye (i) una regidén variable de
enlace a antigeno que exhibe muy alta afinidad de enlace para
IL-1o¢ humana y (ii) wuna regidén constante que es efectiva
tanto para activar el 'sistema del complemento aungque se
enlaza a Clg y se enlaza a varios diferentes receptores Fc.
El Ab humano es preferentemente una IgGl. El Ka del Ab es
preferentemente de al menos 1 x 10° M! o mayor (e.g., mayor a
9 x 10 MY, 8 x 10 MY, 7 x 10 MY, 6 x 101 MY, 5 x 1010 M
Y,o4x 10 M, 3 x 100 MY, 2 x 1019 MY, o 1 x 100 M),

Debido a que los linfocitos B que expresan Ig
especifica para IL-la humana se presentan de manera natural
en seres humanos, un método actualmente preferido para elevar
los mAbs es primero aislar tal linfocito B de un sujeto vy
después inmortalizarlo de manera que ©pueda replicarse
continuamente en cultivo. Los sujetos que carecen de grandes

numeros de linfocitos B que se presentan de manera natural
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que expresan I1g especifica para IL-la humana pueden
inmunizarse con uno o mas antigenos IL-laa humana para
incrementar el numero de tales linfocitos B. Los mAbs
humanos se preparan al inmortalizar una célula humana que
secreta Ab (e.g., una célula de plasma humano). Ver e.g., la
Patente de E.U. No. 4,634,064,

En un método ejemplar, uno o mas (e.g., 5, 10, 25,
50, 100, 1000 o mas) sujetos humanos (e.g., sujetos que no se
les administrd previamente una vacuna de IL-la humana) se
seleccionaron por la presencia de tal Ab especifico de IL-1la
humana en su sangre. Los sujetos que expresan el Ab deseado
pueden utilizarse como donadores de linfocitos B. En un
método posible, la sangre periférica se obtiene de un donador
humano que posee linfocitos B que expresan Ab especifico de
IL-1o humana. Tales linfocitos B se aislan entonces de la
muestra sanguinea, e.g., mediante clasificacidén celular
(e.g., clasificacidén celular activada por fluorescencia,
“FACS”; o clasificacidén celular por microesferas magnéticas)
para seleccionar linfocitos B que expresan Ig especifico de
IL-10 humana. Estas células pueden entonces inmortalizarse
mediante transformacidén viral (e.g., utilizando EBV) o
mediante fusidén a otra célula inmortalizada tal como un
mieloma humano de acuerdo con técnicas conocidas. Los
linfocitos B dentro de esta poblacién que expresa Ig

especifico para IL-la humana pueden entonces aislarse por
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limitados métodos de diluciédn (e.qg., se seleccionan Yy
subcultivan células en pozos de una placa de microtitulacidn
que son positivos para Ig especifico para IL-lo humana, y se
repite el proceso hasta que pueda aislarse una linea clonal
deseada) . Ver e.g., Goding Monoclonal Abs: Principles and
Practice, pp. 59-103, Academic Press, 1986. Se prefieren
estas lineas celulares clonales que expresan Ig que tiene al
menos afinidades de enlace nanomolares o picomolares para IL-
la humana. Los mAbs secretados por estas lineas celulares
clonales pueden purificarse a partir del medio de cultivo o
un fluido corporal (e.g., ascites) mediante procedimientos de
purificacién de Ig convencionales tales como reducciones de
sal, exclusidén por tamafio, separacidén de intercambio idnico y
cromatografia de afinidad.

Aunque pueden utilizarse linfocitos B
inmortalizados en cultivos in vitro para producir
directamente mAbs, en clertos casos seria deseable utilizar
sistemas de expresidén heterdlogos para producir mAbs. Ver,
e.g., los métodos descritos en la solicitud de patente de
E.U. numero 11/754,899. Por ejemplo, los genes que codifican
para un mAb especifico para IL-la humana pueden clonarse e
introducirse en un vector de egpresién (e.g., un vector de
expresién en base a plédsmido) para la expresidédn en una célula
huésped heterdloga (e.g., células CHO, células COS, células

de mieloma y células de E. coli). Debido a que 1los Igs
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incluyen cadenas pesada (H) y ligera (L) en una configuracidn
H,L,, los genes que codifican para cada una pueden aislarse
por separado y expresarse en diferentes vectores.

Aungque generalmente son menos preferidos, los mAbs
quiméricos (e.g., mAbs “humanizados”), que son moléculas de
enlace a antigeno que tienen diferentes porciones derivadas
de diferentes especies animales (e.g., regidén variable de un
Ig de ratdédn fusionada a la regidén constante de una Ig
humana), pueden utilizarse en 1la invencién. Tales Abs
guiméricos pueden prepararse por métodos conocidos en 1la
materia E;G., Morrison et al., Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA,
81:6851, 1984; Neuberger et al., Nature, 312:604, 1984;
Takeda et al., Nature, 314:452, 1984. De manera similar, los
Abs pueden humanizarse por métodos conocidos en la materia.
Por ejemplé, los Abs monoclonales con la especificidad de
enlace deseada pueden humanizarse comercialmente o como se
describe en las Pat. de E.U. Nos. 5,693,762; 5,530,101; o
5,585.089.

Los mAbs descritos en la presente pueden madurarse
por afinidad para mejorar o de otro modo modificar su
especificidad de enlace por métodos conocidos tales como
redistribucién de dominio de VH y VL (Marks et al. Bio/
Technology 10:779-783, 1992), mutagénesis aleatoria de 1las
regiones hipervariables (HVRs) y/o residuos de estructura

(Barbas et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91:3809-3813, 1994;
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Schier et al. Gene 169:147-155, 1995; Yelton et al., J.
Immunol. 155:1994-2004, 1995; Jackson et al., J. Immunol.
154(7):3310-9, 1995; y Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-
896, 1992. Las variantes de las secuencias de aminodcidos de
un Ab pueden prepararse al introducir cambios apropiados en
la secuencia de nucledtidos que codifica para el Ab. Ademés,
las modificaciones de las secuencias de &cido nucleico que
codifican mAbs pueden modificarse (e.g., sin cambiar la
secuencia de aminocidcidos del mAb) para mejorar la produccidn
del mAb en ciertos sistemas de expresidén (e.g., eliminacidn
del intron y/u optimizacién de coddén para un sistema de
expresidn dado). Los mAbs descritos en la presente también
pueden modificarse mediante la conjugacidédn con otra proteina
(e.g., otro mAb) o molécula gue no sea proteina. Por
ejemplo, un mAb puede conjugarse a un polimero soluble en
agua tal como polietilenglicol o un nanotubo de carbono (Ver,
e.g., Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:11600-11605,
2005). Ver la solicitud de patente de E.U. numero
11/754,899.

Preferenteménte, para asegurar que pueden
administrarse a un sujeto altos titulos de mAb especifico de
IL-la humana con minimos efectos adversos, las composiciones
de mAb de la invencidén son de al menos 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,

60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 99.9 o mds por ciento por
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peso -puro (excluyendo cualquiera.de los excipientes). Las
composiciones de mAb de la invencién pueden incluir
Uunicamente un solo tipo de mAb (i.e., uno producido a partir
de una sola linea de linfocito B clonal) o puede incluir una
mezcla de dos o més (e.g., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9) 10 o méas)
difefentes tipos de mAbs. Ademas de los mAbs de IL-la
humana, las composiciones Ab de la invencidén pueden también
incluir otros mAbs que se enlazan especificamente a antigenos
diferentes a IL-lo humana.

Para modificar o mejorar su funcidén, los mAbs de
IT-1lo humana pueden conjugarse con otra molécula tal como una
citotoxina o etiqueta detectable. Un mAb especifico de IL-la
humana puede conjugarse con una o mas citotoxinas para
eliminar méé efectivamente las células que expresan IL-la.
Las citotoxinas para utilizarse en la invencidén pueden ser
cualquier agente citotdxico (e.g., molécula que puede
eliminar una célula después de ponerse en contacto con la
célula) que puede conjugarse a un mAb especifico de IL-la
humana. Ejemplos de citotoxinas incluyen, sin limitacidn,

radioniclidos (e.g., 3°s, *c, 32p, 1, 1311, %0y, 89z, 20lpy.

186R 188R

e, e, °’cu, ?*PBi y ?MAt), radionuclidos conjugados vy
agentes quimioterapéuticos. Ejemplos adicionales de
citotoxinas incluyen, pero no se limitan a, antimetabolitos

(e.g., 5-fluorouricilo (5-FU), metotrexato (MTX),

fludarabina, etc.), agentes anti-microtubulos (e.g.,
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vincristina, vinblastina, colchicina, taxanos (tales como
paclitaxel y docetaxel), etc.), agentes alquilizantes (e.g.,
ciclofasfamida, melfalan, biscloroetilnitrosurea (BCNU) ,
etc.), agentes de platino (e.g., cisplatino (también llamado
cDDP), carboplatino, oxaliplatino, JM-216, <CI-973, etc.),
antraciclinas (e.qg., doxorubicina, daunorubicina, etc.),
agentes antibidéticos (e.g., mitomicina-C), inhibidores de
topoisomerasa (e.g., etoposida, tenoposida y camptotecinas) u
otros agentes citotdxicos tales como ricina, toxina de
difteria (DT), exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE40, abrina,
saporina, proteina viral de fitolaca, bromuro de etidio,
glucocorticoide, toxina de antrax y otros. Ver e.g., Pat. de
E.U. No. 5,932,188.

Los mAbs especificos de IL-la humano también pueden
conjugarse a una etiqueta detectable. Las etiquetas
detectables utiles en la presente invencidén incluyen biotina
el estreptavidina, microesferas = magnéticas, tintes
fluorescentes (e.g., isotiocianato de fluoresceina, rojo
texas, rodamina, proteina verde fluorescente y lo similar),
radioetiquetas (e.g., 3H, ]251, 358, 14C, 32P, ll1In, 97Ru, 67Ga,
®®Ga o "’As), sustancias radioopacas tales como metales para
radioimaginclogia, agentes paramagnéticos para formacidén de
imagenes con resonancia magnética, enzimas (e.g., peroxidasa
de réabano picante, fosfatasa alcalina y otros comUinmente

utilizados en un ELISA) y etiquetas colorimétricas tales como
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microesferas de oro coloidal o vidrio o pléastico coloreado
(e.g.,poliestireno, polipropileno, latex, etc.). Los medios

para detectar tales etiquetas son muy conocidos por el

experto en la materia. Asi, por ejemplo, las radioetiquetas
pueden detectarse utilizando pelicula fotografica o
contadores de centelleo. También pueden utilizarse

marcadores fluorescentes y pueden detectarse utilizando un
fotodetector para detectar la iluminacién emitida. Las
etiquetas enzimdticas se detectan tipicamente al proporcionar
la enzima con un sustrato y detectar el producto de reaccidn
producido por la accién de la enzima sobre el sustrato, y las
etiquetas colorimétricas se detectan al simplemente
visualizar la etiqueta coloreada.

La presente invencidén abarca también moléculas de
dcido nucleico que codifican para los mAbs completamente
humanos especificos para IL-la humana. Aunque puede
codificarse la misma molécula de &cido nucleico tanto en la
cadena pesada como la ligera de un mAb especifico de IL-la
humana, pueden también utilizarse dos diferentes moléculas de
dcido nucleico, una que codifica para la cadena pesada y la
otra que codifica para la cadena ligera. Las secuencias de
aminodcidos de tres mAbs de IgGl especificos para IL-la
humana se presentan en la presente. Ver SEQ ID Nos: 1, 3, 5,
7, 9 y 11. Las moléculas de &cido nucleico ejemplares gque

codifican para estas secuencias de aminocdcido también se
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describen en la presente. Ver SEQ ID Nos: 2, 4, 6, 8, 10, vy
12. Puede también utilizarse cualquier otro &cido nucleico
adecuado que codifica para las secuencias de aminoacidos de
los dos mAbs de IgGl descritos u otros mAbs dentro de la
invencién.

Para la produccién de mAbs, las moléculas de &acido
nucleico de la invencidén pueden incorporarse en un vector de
expresidén en una orientacién en donde tales moléculas de
acido nucleico se enlazan operativamente a las secuencias de
control de expresidén tales como las secuencias de control
transcripcionales y de traduccidn. Ejemplos de vectores de
expresién 1incluyen los vectores derivados de plasmidos vy
vectores vderivados de wvirus tales como adenovirus, virus
adeno-asociados vy retrovirus. Las moléculas de &cido
nucleico que codifican una cadena ligera y una cadena pesada
pueden incorporarse en un solo vector o vectores diferentes.
Los vectores de la invencién pueden incluir también
secuencias reguladoras tales como promotores y/o mejoradores
(ver la Pat. de E.U. No. 5,168,062, lé Pat. de E.U. No.
4,510,245 y 1la Pat. de E.U. No. 4,968,615), marcadores
seleccionables o© secuencias gque codifican marcadores de
afinidad (para facilitar 1la purificacidén) o una etiqueta
detectable.

Para la produccidén de mAbs, los vectores de la

invencién pueden introducirse en una célula huésped adecuada,
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e.g., una célula procaridtica tal como wuna bacteria o
preferentemente, una célula eucaridtica tal como una célula
huésped de mamifero, planta o levadura. Ejemplos de los
métodos para introducir polinucledétidos heterdlogos en las
células huésped incluyen el uso de vectores virales,
electroporacidén, encapsulaciédn de el(los) polinucledtido(s)
en liposomas, transfeccidén mediada por dextrano,
precipitacién de fosfato de calcio, transfeccidén mediada por
polibreno, fusién de protoplasto, transformacién mediada por
Agrobacteria, transformacién biolistica, vy microinyeccién
directa de ADN en los nucleos. Las lineas celulares de
mamifero se prefieren actualmente para la expresidén de mAbs
de vectores. Ejemplos de células huésped de mamifero
incluyen células de ovario (CHO) de hémster Chino (e.g., la
linea celular CHO DG44), células Hela, células de rindén de
hamster bebé (BHK), células de rifdén de mono verde Africano
(COS), células de carcinoma hepatocelular humano (e.g., Hep
G2), «células NSO, células SP2, células HEK-293T, c¢élulas
Freestyle 293 y células NIH-3T3. Los mAbs de la invenciédn
pueden también expresarse en animales o plantas transgénicos.
Ver, e.g., Pat. de E.U. Nos. 5,827,690; 5,756,687; 5,750,172;
5,741,957; 6,046,037; y 5,959,177.

La invencidén proporciona un método para detectar
una célula gque expresa IL-la humana en una muestra al poner

en contacto la célula con un mAb especifico de IL-la humana y
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detectar el mAb enlazado a la célula. La invencién
proporciona también un método para eliminar una célula que
expresa IL-la humana al poner en contacto la célula con un
mAb especifico de IL-la humana. Tal eliminacidén puede
llevarse a cabo mediante 1la elimnacién mediada por el
complemento, citotoxicidad mediada por la célula dependiente
de Ab o suministro mediado por Ab de una citotoxina. Los Abs
descritos en la presente también han demostrado ser utiles
para otros métodos. Por ejemplo, MABpl se ha utilizado para
reducir ICAM1 inducido por IL-lo y la expresién de E-
selectina en las células endoteliales. MABpl también ha
mostrado ser util en inmunotransferencias para detectar vy
cuantificar IL-la en una muestra bioldgica.
EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Clonacién de cadenas anti-hIL-Ia IgGl y Kappa

Las secuencias de cadena pesada de regidén variable
(V-HC) y de <cadena ligera de regidén variable (V-LC) se
sintetizaron genéticamente utilizando la informacidén de 1la
secuencia de aminodcidos proporcionada en la patente de EU
numerc 5,959,085. La V-HC se amplificdé mediante PCR
introduciendo los sitios Hindlll/Clal corriente arriba del
coddn de inicio ATG y un sitio Nhel en el extremo 3’. La
regién constante de IgGl de linea germinal humana (incluyendo
exones e intriones) se amplificé por PCR modificando los dos

tripletes 5’ que codifican para los primeros dos aminoacidos
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Ala-Ser en un sitio Nhel, e introduciendo un sitio BamHI en
el extremo 3'. La sécuencia de aminodcido de la regidn
constante de IgGl de linea germinal humana corresponde a la
entréda Swiss-Prot PO01857, excepto por una intercambio de
K171Q y wun V261L. La V-HC y la secuencia de IgGl-HC

constante se enlazaron utilizando el sitio Nhel y se clonaron

en pcADN3 utilizando los sitios Hindlll y BamHl.

>hIL-1la-IgGl-HC
MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMEG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKY YAESVKGRFTISRDNSKNILFLOMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALT SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAQTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIALEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

(SEQ ID NO:1)

>hIL-1a-IgGl-HC

atggagttcgggctgagttgggtgttcecctggtggetectgectgecggggegtgecagtgeccagg
tgcagctggtggagagtgggggtggegtggtgcagectggecggtetectgegectgtettyg
cactgcctccggttttaccttttctatgtttggtgtgcactgggtgegecaggectecccgge

aagggactggaatgggtggccgcecgtgagttacgacgggtccaacaaatattacgectgaga

27



10

15

20

25

gcgtgaaaggcagattcaccatcagcagagataattccaagaatattctgttcctgcagat
ggacagtctgagactggaggacactgctgtgtactactgegectcgtggacgecctaaggtg
gtcatccccgceeccectggecacattggggeccagggaactctggtgaccttttctagegeta
gcaccaagggcccatcggtctteccecctggcaccctectccaagagcacctcectgggggeac
agcggccctgggctgcectggtcaaggactacttcececececgaaccggtgacggtgtegtggaac
tcaggcgceccctgaccageggecgtceccacacctteececggetgtectacagtectcaggactet
actccctcagcagecgtagtgaccgtgeccteccagcagettgggcacccagacctacatcectg
caacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcccaaatcttgt
gacaaaactcacacatgcccaccgtgcecccagcacctgaactecctggggggaccgtcagtcet
tcectecttecceccaaaacccaaggacaccctcatgatectcccggaccectgaggtcacatg
cgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacgge
gtggaggtgcataatgcccagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtacegtg
tggtcagcgtcctcaccgtectgecaccaggactggectgaatggcaaggagtacaagtgcaa
ggtctccaacaaagccctcecccageccccatcgagaaaaccatctccaaageccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccectgeccccatccecgggatgagectgaccaagaaccagg
tcagcctgacctgectggtcaaaggcttctateccagegacatecgecctggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactécaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcc
ttcttectectacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcettet
catgctccgtgatgcatgaggcectctgcacaaccactacacgcagaagagectctecttaag
tccgggaaaataa (SEQ ID NO:2)

El V-LC se amplificé por PCR introduciendo los
sitios Hindlll/Clal corriente arriba del coddén de inicio ATG
y un sitio BsiWI en el extremo 3’. La secuencia Kappa-LC
constante humana se amplificd mediante PCR introduciendo un

sitio 5’ BsiWI que codifica para una Arg adicional y los
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primeros aminoacidos Thr, y un sitio BamHI en el extremo 3’.
La secuencia de aminoacidos Kappa-LC constante humana
corresponde a la entrada Swiss-Prot P01834. V-HC vy las
secuencias Kappa-LC constantes se enlazaron utilizando el
sitio BsiWI y se clonéron en pcADN3 utilizando los sitios

Hindl1ll y BamHI.

>hIL-1a-K-LC
MDMRVPAQLLGLLLLWEFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQOKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQOTSSFLLSFGGGTKVEHRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFE
YPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK

VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:3]

>hIlL-la-K-LC
atggacatgcgcgtgcccgeccagctgectggggetgetgetgetgtggttecctggatceta
ggtgcgacattcagatgacccagtcccccagetcagtgtcagectececgtgggegacagagt
gacaatcacctgccgcgectcectcagggaatctectagttggetggectggtaccagcagaag
cctggaaaggccceccaagctgcectgatctatgaagectceccaacctggagaccggegtge
cctctcgcttcageggctcaggctcaggecagtgattttactectgaccatcagetceectgea
gccagaggatttcgctacttactactgccagcagacctcttccttcctgétgtccttcggg
ggaggcacaaaggtggagcaccgtacggtggctgcaccatctgtecttcatcttcccgecat
ctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgectgectgaataacttctatcce
cagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatecgggtaactcccaggag

agtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcecctcagcagcaccctgacgetga
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gcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcectgag

ttcaccggtgacaaagagcttcaacaggggagagtgttag{SEQ ID NO:4]

Ejemplo 2 - Generacién de NATHMAB-hIL-la IgGl y la cadena
Kappa

La secuencia completa que codifica para la cadena
pesada NATHMAB-hIL-la/IgGl se sintetizdé genéticamente. La
secuencia V-HC correspondié a la secuencia de aminodcidos
descrita en 1la Patente de EU 5,959,085. La secuencia de
IgGl.HC constante humana correspondidé a la entrada Swiss-Prot
P01857. La secuencia de nucledétidos se optimizd por coddn
para la expresidén en células CHO. Se agregd -una secuencia

Kozac (gccacc) corriente arriba del ATG de inicio.

>NATHMAB-hIL-1A-IGG1-HC
MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTEFSMEFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRETISRDNSKNILEFLQOMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[SEQ ID NO:5]
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>NATHMAB-hIL-1A-IGG1l HC

gccaccatggagtttggtctgtecctgggtgttecttggtggetetgetgaggggggtgecagt
gccaggtccagctggtggagtctggtgggggagtggtgcagcctgggagatctctgcggct
gtcttgcactgcctctggtttcactttctctatgtttggtgtgcattgggtcaggcaagea
ccaggcaaaggactcgagtgggtcgcagctgtgagctatgacgggtctaacaaatattacg
ctgagtctgtcaagggtaggtttaccatcageccgggataattccaaaaatatcctgttect
gcaaatggactctctgaggctggaagatactgcagtcfactattgtgcaagggggaggcca
aaggtggtgatccccgctccectegetcactggggacagggaaccctggtgactttcaget
ctgctagcaccaagggccecctagegtgttceccattggetecttcectceccaaatctacttetgg
aggcaccgccgccctgggatgtctecgtgaaagattattttectgageccgtcacegtgage
tggaacagcggcgccctgactagecggegtgcacaccttteccgecagtgetgcaatectageg
ggctgtactccctgagctctgtcgtgaccgtgccctccagcagcctcggaactcagaccta
catctgcaatgtcaatcataaaccctctaataccaaagtcgataagaaggtcgaacctaaa
tcttgcgataaaacccatacctgccccccttgcccagcacccgaactgctgggcggtccct

ctgtgtttctgttccccceccaaacccaaagatacecctgatgatctctaggaccececcgaggt

‘ cacttgtgtcgtggtggatgtgtcccacgaagatccagaagtcaaattcaactggtatgtg'

gacggggtcgaagtgcacaacgcaaagaccaagcctagggaggaacagtataatagcacat
atagggtggtcagcgtcctgaccgtcctgcatcaggactggctgaatggcaaagaatataa
gtgtaaagtgtccaacaaggccctgeccageccccaatcgaaaagacaatctctaaagccaag
gggcaaccccgggaacctcaggtctatacactgccaccctcectcgggatgaactgaccaaga
atcaggtgagcctgacatgtcttgtgaagggtttttatccctccgacattgccgtggagtg
ggagagcaatggacaaccagaaaataactacaaaaccacaccccctgtgetggactccgat
ggttccttcttcctctactctaagetgacagtggataagtctaggtggcagcaggggaatyg
tgttctcecctgetectgtgatgcacgaggcactgcacaatcattatacacaaaagtctctgte

tctgtctccaggaaagtaa [SEQ ID NO:6]
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La secuencia completa que codifica para la cadena
ligera NATHMAB-hIL-la/Kappa se sintetizé genéticamente. La
secuencia V-LC correspondié a la secuencia de aminoéacidos
descrita en la Patente de EU 5,959,085. La secuencia Kappa-
LC constante humana correspondié a la entrada Swiss-Prot
P01834. La secuencia de nucledtidos se optimizdé por coddn
para la expresidédn en células CHO. Se agregd una secuencia

Kozac (gccacc) corriente arriba del ATG.

>NATHMAB-hIL-1A-K-1LC
MDMRVPAQLLGLLLLWEPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQOKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCOOTSSFLLSEGGGTKVEHTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFE
YPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK

VYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC [SEQ ID NO: 7]

NATHMAB-hIL-1A-K-LC

gccaccatggacatgcgecgttectgeccagcectceccteggactgectgetgetttggttcccag
gctcccecggtgtgatattcagatgacacagtctcecectectecgtatetgecateccgtgggega
cagggtcacaatcacttgtagggccagccéggggatctctagttggctcgcatggtaccaa
caaaagccaggtaaggctccgaaactgctcatttacgaégctagtaacctcgaaacaggcg
tgccaagccecggtttagecggctcececggtteccggttctgacttcaccctcactatttcecctecct
gcaacctgaggattttgccacatattactgtcagcaaacttcttcttttcectgetcectecttt
ggtgggggaactaaggtggagcacacagtggccgeccccagegtetttatecttcecceccaa

gcgatgaacagctgaagtcagggaccgccagegtggtctgectgcectcaataatttttaccee
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tcgcgaggctaaggtccaatggaaagtggataacgceccteccagageggtaactcectcaggag
tctgtcacagagcaagacagcaaggatagcacctattcecctctccagcaccctgacactgt
ctaaggccgactacgagaaacacaaagtgtacgecttgtgaggtgactcaccagggactgag

tagccctgtgacaaaatctttcaataggggagaatgectga [SEQ ID NO:8]

Ejemplo 3 - Expresién de NATHMAB-ILl-a (subtipo IgGl/k)
NATHMAB-IL-la se expresd y purificdé utilizando un
método de transfeccidén transitoria. El sobrenadante del
cultivo celular o Ab purificado por afinidad con la proteina
G se sometid a un analisis adicional como se describe abajo.
Las células 293T de rindén embriénico humano (HEK) se
cultivaron en DMEM conteniendo 10% de FCS, y se transfectaron
de manera transitoria utilizando el reactivo jetPEI
(Polyplus) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las
célqlas se sembraron en recipientes de 10 cm (células de
3x10° por recipiente de 10 cm) 24 h antes de la transfecciédn
para alcanzar aproximadamente 50% de densidad en el punto de
tiempo de la transfecciédn. Se utilizaron ©para la
transfeccidén 5 pg por recipiente de pcADN3-anti-hIL-la-IgGl-
HC y un exceso molar de 2 veces de pcADN3-anti-hIL-la-Kappa.
Después de 1la recuperacidén, el medio se cambié a DMEM
conteniendo 2% de FCS (10 ml por recipiente) y se recolectd
Ab durante 5 hasta 6 dias. El sobrenadante se recolectd, se
filtro, se ajustd el pH a 7.5-8 y se almacendé a 4°C hasta su

uso posterior.
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Parte del sobrenadante (250 ml) se incubd con
sefarosa de proteina G (GE Healthcare) durante 3 horas a 4°C
sobre una rueda giratoria. Entonces, la sefarosa de proteina
G se cargo en una columna de flujo gravitacional y se lavd
con PBS. Ab se eluyd en fracciones de 1 ml utilizando 100 mM
de glicina/150 mM de NaCl en 100 ul de Tris (pH 8), seguido
por la di&lisis con PBS conteniendo 10% de glicerol. La
concentracidén total de proteina de cada fraccidén se midid
utilizando el Equipo de Deteccidén de Proteina BCA (Pierce).
El tamafio correcto de las cadenas pesada y ligera y del Ab
nativo. ensamblado se confirmdé mediante SDS-PAGE.

El sobrenadante que contiene los lisados celulares
de Ab purificado de NATHMAB-hIL-la y Triton X-100 de las
células productoras HEK 293T se probaron para su enlace al
antigeno en una radioinmunotransferencia (RIA) wutilizando
12°T-hIL-1a. El enlace se ensayé mediante absorcién en la
proteina G. Todas las muestras se unieron a '?°I-hIL-la con
la més alta actividad en el eluato. El enlace del NATHMAB-
hIL-loo purificado a una concentracién de 0.012% (actividad
maxima media en RIA) a '?°I-hIL-lo se utilizd para medir el
coeficiente de afinidad. El Ka de NATHMAB-hIL-la bajo estas
c?ndiciones fue 3.03x10'°% M7!. El nuevo céalculo reveld una
concentracién estimada de aproximadamente 30 pg/ml de anti-

hIL-1la-IgG activo en el eluato purificado.

La actividad neutralizante de NATHMAB-hIL-lo se
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probd en un bioensayo utilizando la sublinea EL4-6.1 murino
que produce altos niveles de IL-2 cuando se traté con IL-la
murino ¢ humano (Zubler et al., J. Immunol. 134:3662-36683,
1985) . Las concentraciones indicadas de NATHMAB-hIL-la
(eluato) se incubaron durante 30 min a 37°C con diversas
concentraciones de hIlL-la recombinante (eBioscience) en un
volumen final de 100 pl/pozo en una placa de cultivo de 96
pozos (de fondo plano). Cada punto se 1llevd a cabo por
triplicado y en un medio de cultivo (DMEM, 5% de FCS). A
cada pozo se agregaron 100 pl de una suspensidén de EL4-6.1
células (5x10° células/ml) en el medio de cultivo conteniendo
0.2 pg/ml de ionomicina. Después de la incubacidén durante 24
horas a 37°C en un incubador de CO, al 5%, los sobrenadantes
libres de <células se recolectaron vy ensayaron para 1las
concentraciones de IL-2 utilizando un ELISA comercialmente
disponible (R&D Systems). Los resultados mostraron gue
NATHMAB-hIL-1lo neutralizd de manera efectiva la secrecidén de
IL-2 inducido por hIL-la mediante células EL-4.

Para probar la neutralizacidén de hIL-la enlazado a
la membrana, se utilizdé el mismo ensayo en base a la célula
EL-4 Ccomo se describid arriba con las siguientes
modificaciones. Se incubaron diferentes concentraciones de
NATHMAB-hIL-la (eluato) con diversos numeros de monocitos
humanos activados. Para la preparacién de monocitos, se

aislaron PBMC de la capa leucocitica utilizando
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centrifugacién Ficoll-Paque. Los monocitos se dejaron
adherir durante 1.5 horas a 37°C en RPMI en recipientes de
plastico. Los linfocitos no . adherentes se lavaron para
producir un cultivo de monocitos casi puro. Los monocitos se
cultivaron en RPMI conteniendo Gln, Pyr, y 10% de FCS durante
24 horas con LPS (1 ug/ml) a 37°C en un incubador de CO, al

5 Las células se desprendieron con PBS/EDTA 2mM, se

o

desmontaron cuidadosamente de las placas, y se transfirieron
a tubos Falcon. Las células se lavaron dos veces con PBS, se
resuspendieron en PBS/PFA 1% y se fijaron durante 10 min a
20°cC. Las células se lavaron con amortiguador de glicina
(150 mM de glicina, 75 mM de NaCl, pH 7.4), después con el
medio de cultivo y se contaron. Los resultados mostraron que
NATHMAB-hIL-1lo neutralizé de manera efectiva la secrecién IL-
2 mediante células EL-4 inducidas por hIL-la enlazada a la
membrana. En un experimento similar al antes descrito,
NATHMAB-hIL-loo se probd para la neutralizacidédn de IL-1la
murino. Las cantidades indicadas del sobrenadante de
NATHMAB-hIL-1la se incubaron con IL-la humano (h) o murino (m)
recombinante (eBioscience). Conteniendo el sobrenadante la
IL-1a del Ab humano neutralizado pero no el murino.
Ejemploc 4 - Eliminacién de Células Cancerigenas mediada por
Ab

Las célﬁlas mononucleares sanguineas periféricas

humanas (PBMC) aisladas de la capa leucocitica mediante 1la
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preparacién Ficoll Paque estdndar se incubaron en ya sea
RPMI-1640 CM o RPMI-1640-CM conteniendo rhIL-2 (30 ng/mi,
eBioscience) a 37°C y CO, al 5% durante la noche y se
utilizaron como células efectoras (E). Las células THP1l se
utilizaron como los objetivos (T). Los ensayos se llevaron a
cabo en placas de 96 pozos con cada punto en triplicado.
Después de que los objetivos 1x10? se incubaron con diferente
concentracién de MABpl durante 15 minutos, se agregaron las
células efectoras en una proporcidén ET de 25:1 y 50:1 a los
objetivos. 1x10? y se incubaron durante otras 4 horas. Se
transfirieron 75 pl del volumen del ensayo a una nueva placa
de 96 pozos y se ensayd la toxicidad utilizando el equipo de
deteccidén de citotoxicidad LDH (Roche) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. El % de 1lisis especifica =
(liberacidén experimental media - liberacidén espontdnea media
sin anticuerpo) x 100/ (liberacién méxima media de 1los
objetivos - liberacidén esponténea media de los objetivos) A.
Se utilizaron PBMC no tratados como células efectoras. B. se
utilizaron PBMC tratados con rhIL-2 como células efectoras.
En ambos casos, el incremento de las concentraciones (1.25 a
20 pg/ml) de MABpl dio como resultado el incremento de la
eliminacién de 1las células objetivo (hasta aproximadamente
90%) en ambas proporciones ET.

Ejemplo 5 - Secuencias mAb especificas de anti-ILla humana

Se sintetizdé la secuencia completa que codifica
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para otra cadena ligera anti-hIL-1aIgG;/Kappa humana
especifica para ILla humana (MABpl) y se expresdé como se
describe arriba. En los &acidos nucleicos que codifican para
las cadenas pesada y ligera, se égregé una secuencia Kozac

(gccacc) corriente arriba del ATG de inicio.

Cadena Pesada
MEFGLSWVEFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRFTISRDNSKNILFLQOMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVELEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQOPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[SEQ ID NO:9]

gccaccatggagtttggtctgtecctgggtgttcttggtggectctgectgaggggggtgecagt
gccaggtccagctggtggagtcectggtgggggagtggtgcagectgggagatctetgegget
gtcttgcactgcctctggtttcactttctcectatgtttggtgtgcattgggtcaggcaagea
ccaggcaaaggactcgagtgggtcgcagctgtgagectatgacgggtctaacaaatattacg
ctgagtctgtcaagggtaggtttaccatcagccgggataattccaaaaatatecctgttect
gcaaatggactctctgaggctggaagatactgcagtctactattgtgcaagggggaggceca

aaggtggtgatccccgctcccctegetcactggggacagggaaccctggtgactttcaget
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ctgctagcaccaagggccctagcegtgtteccattggetecttectceccaaatctacttcetgg
aggcaccgccgccctgggatgtctcgtgaaagattattttcctgagcccgtcaccgtgagc
tggaacagcggcgccctgactagecggegtgcacacctttcececgecagtgectgcaatctageg
ggctgtactccctgagctctgtegtgacecgtgeccteccagecagecteggaactcagaccta
catctgcaatgtcaatcataaaccctctaataccaaagtcgataagagggtcgaacctaaa
tcttgcgataaaacccatacctgecccececttgecccagecaccecgaactgetgggeggtecect
ctgtgtttctgttccceecccaaacccaaagatacecctgatgatctctaggacecceccgaggt
cacttgtgtcgtggtggatgtgtcccacgaagatccagaagtcaaattcaactggtatgtg
gacggggtcgaagtgcacaacgcaaagaccaagcctagggaggaacagtataatagcacat
atagggtggtcagcgtcctgaccgtcectgcatcaggactggctgaatggcaaagaatataa
gtgtaaagtgtccaacaaggccctgccagccccaatcgaaaagacaatctctaaagecaag
gggcaaccccgggaacctcaggtctatacactgeccacectcectcgggaggaaatgaccaaga
atcaggtgagcctgacatgtcttgtgaagggtttttatccctccgacattgccgtggagtg
ggagagcaatggacaaccagaaaataactacaaaaccacaccccctgtgetggactceccgat
ggttccttcttcctctactctaagetgacagtggataagtctaggtggcagcaggggaatg
tgttctcecctgectctgtgatgcacgaggcactgcacaatcattatacacaaaagtctectgte

tctgtctccaggaaagtaa [SEQ ID NO:10]

Cadena Ligera
MDMRVPAQLLGLLLLWEFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQOKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCOQOTSSFLLSFGGGTKVEHKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NEYPREAKVOWKVDNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH

KVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC [SEQ ID NO:11]
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gccaccatggacatgcgegttcctgecccagectectecggactgetgetgetttggtteccag
gctccecggtgtgatattcagatgacacagtctceccectectcecegtatctgecatecegtgggega
cagggtcacaatcacttgtagggccagccaggggatctctagttggctcecgecatggtaccaa
caaaagécaggtaaggctccgaaactgctcatttacgaagctagtaacctcgaaacaggcg
tgccaagccecggtttageggetecggttecggttctgacttcaccectcactatttectecet
gcaacctgaggattttgccacatattactgtcagcaaacttcttcttttctgetcteecttt
ggtggaggaactaaggtggagcacaagcggacagttgctgctcecctagegtectttatcttee
ctccaagcgatgaacagctgaagtcagggaccgccagegtggtctgectgectcaataattt
ttaccctcgcgaggctaaggtccaatggaaagtggataacgeccctccagagecggtaactet
caggagtctgtcacagagcaagacagcaaggatagcacctattccctctccagcaccctga
cactgtctaaggccgactacgagaaacacaaagtgtacgcttgtgaggtgactcaccaggg
actgagtagccctgtgacaaaatctttcaataggggagaatgctga [SEQ ID NO:
12]

Ejemplo 6 - Afinidad de Enlace de MABpl

La afinidad de enlace del MABpl purificado se
determiné utilizando la resonancia de plasmon superficial
(SPR) sobre un instrumento BIAcore 2000 (GE Health Sciences).
Un Ab de IgG (Fc) anti-humano monoclonal de ratdén se
inmovilizd covalentemente sobre las células de flujo de un
chip detector CMS wutilizando un equipo de captura de BAb
humano y un equipo de acoplamiento de amina (GE Health
Sciences). Los niveles de inmovilizacidén de 8000 - 14000 RU
pudieron lograrse tipiéamente. Después de la inmovilizacién

del Ab de captura de IgG (FC) anti-humano de ratdén, tres
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ciclos de inicio con HBS.EP circularon amortiguador (GE
Health Sciences) y dos ciclos de inicio <con MABpl se
corrieron para estabilizar la superficie CM5 y para retirar
cualquier Ab no covalentemente enlazado. Para el analisis,
Ab de MABpl se diluydé en HBS-EP circulando el amortiguador a
una concentracién final de 1 pg/ml y se inmovilizé a 700 RU
sobre una célula de flujo del chip detector CM5. La citosina
IL-1A sin portador (eBioscience, #34-8019) se diluyd de
manera serial en HBS-EP circulando el amortiguador a través
de un rango de prueba desde 100 nM hasta 0.05 nM. La tasa de
flujo fue de 30 pl/min. Los datos de disociacién para cada
dilucién de citosina se registraron durante 15 minutos. La
superficie CM5 se regenerd después de cada ciclo utilizando
una sola inyeccién de 3M MgCl, durante 25 segundos a una tasa
de flujo de 30 pl/min. Se utilizé el software BiaEvaluation
y un modelo de enlace Langmuir para ajustar los datos. Se
determind el Kp para MABpl para ser menor a 2.0 x 10710 M.
Ejemplo 7 - MABpl Inhibe la Invasién Celular Tumoral de una
Matriz de Membrana Basal

Matrigel (BD), una matriz de membrana basal, se
descongeldé a 4°C durante la noche, y el diluido (5 mg/ml a 1
mg/ml) en medio de cultivo celular frio libre de suero. Se
colocaron 100 pl del matrigel diluido en las cémaras
superiores de un transwell (pozo de traspaso) de 24 pozos

(Costar) y el transwell se incubé a 37°C durante al menos 4 a
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5 horas para gelificacién. Las células tumorales (MDA-MB-231
y THP-1) se recolectaron de los frascos de cultivo de tejido
mediante Tripsina/EDTA, se lavaron con medios de cultivo y se
resuspendieron en un medio conteniendo 1% de FBS a una
densidad de 1 x 10° células/ml. El matrigel gelificado se
lavé suavemente con un medio de cultivo templadeo libre de
suero, y se agregaron 100 pl de la suspensidén celular en cada
pozo. La camara inferior del transwell se llendé con 600 ul
del medio de cultivo, y las placas se incubaron a 37°C
durante 12 a 24 horas. Las células que no invadieron el
matrigel se desmontaron suavemente de la parte superior de
cada transwell con una torunda de algoddén. Los transwell se
retiraron entonces de las placas de 24 pozos y se tifieron con

violeta cristal después de fijar las células invadidas con

70% de etanol o metanol. Las células invadidas se contaron
bajo un microscopio luminoso. El porcentaje de células que

invadieron el matrigel se inhibieron significativamente en la
presencia de MABpl.
Ejemplo 8 - Los Bloques MABpl se Incrementan en la Expresién
de ICAM1 en Células Endoteliales

Las células endoteliales de corddédn umbilical humano
(HUVEC) (BD Biosciences) se sembraron en placas de 24 pozos a
5 x 10° por pozo en 1 ml del medio M-200 complementado con

complemento de crecimiento bajo en suero (Invitrogen). Las

células se dejaron reposar durante 3-4 horas. El medio se
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aspirdé y se agregd un 1 ml fresco de M-200 por pozo. Se
agregd directamente MABpl a las células Q@ 4.26 pg/ml, se co-
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente, vy
después se agregd IL-la humano recombinante (rhIL1A,
eBioscience) a una concentracién final de 40 pg/ml. Los
pozos de control positivo recibieron solo la adicién de IL-
loo. Las células HUVEC en la ausencia de IL-la o la ausencia
de MABpl sirvieron como controles negativos. Después de 17-
20 horas de incubacién a 37°C, CO, al 5%, se levantaron las
células de las placas mediante un tratamiento no enzimdtico
durante 20 minutos wutilizando el reactivo CellStripper
(Cellgro Mediatech) vy después se ensayaron inmediatamente
para la expresién de CD54 (ICAM-1) utilizando protocolos de
citometria de flujo esténdar. El amortiguador de tincidn
comprendié PBS de Dulbecco complementado con 2% de suero
bovino fetal inactivado por calor. El mAb de CD54 (ICAM-1)
anti-humano de ratdén conjugado con PE (eBioscience, clon
HA58) o un control de isotipo IgGlk de ratén conjugado con PE
(eBioscience, #12-4714) se utilizaron pbr instrucciones del
fabricante para tefiir las células HUVEC en un volumen de
tincién de 100 microlitros durante 20 minutos en la oscuridad
a temperatura ambiente. Se llevaron a cabo de manera
subsecuente dos lavados en amortiguador de tincidén y después
las‘ muestras se obtuvieron en un citdémetro de flujo

FACSCalibur (BD Biosciences) . Entre los diversos
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experimentos independientes (n=5) la sobreregulacién de las
moléculas de adhesidén ICAM-1 inducidas por rhILlIA en la
superficie de las células HUVEC se neutralizd mediante MABpl
a niveles de linea basal exhibidos por las células HUVEC no
estimuladas.
Ejemplo 9 - Los Bloques MABpl se Incrementan en la Expresién
de E-selectina en Células Endoteliales

Similar a sus efectos sobre la induccién de ICAM-1,
también se observd la neutralizacidén de la induccidén de CD62E
(E-selectina) mediada por MABpl sobre 1las células HUVEC.
Este efecto fue el més pronunciado cuando las células HUVEC
se estimularon no mediante rhIL-la soluble sino por IL-la
membranoso anclado por glicosil-fosfatidilinositol a 1la
superficie de las células CHO DG44 (células GP1-IL1A). En
este experimento, los cultivos confluentes de células HUVEC
en placas de 6 pozos se co-cultivaron durante la noche con
células GPI-IL1A DG44 de 5 x 10° en el medio M-200, ya sea
solas, en la presencia de 10 pg/ml de MABpl, o en la
presencia de 10 pg/ml de Ab de control de isotipo. D5.
Después de 17-20 horas, las monocapas HUVEC se lavaron
extensamente con PBS de Dulbecco y después se levantaron
mediante tratamiento no enzimdtico durante 20 minutos con
reactivo CellStripper (Cellgro Mediatech) vy después se
ensayaron inmediatamente para la expresidén de CD62E (E-

selectina) wutilizando protocolos de citometria de flujo
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estandar. El amortiguador de tincidén comprendidé PBS de

oo

Dulbecco complementado con 2 de suero Dbovino fetal
inactivado con calor. E1l mAb CD62E anti-humano de ratdn
conjugado con PE (eBioscience, clon PZ2H3) o un control de
isotipo de IgGlk de ratdédn conjugado con PE (eBioscience, clon
P3) se utilizaron por instrucciones del fabricante para tefiir
las células HUVEC en un volumen de tincidén de 100 microlitros
durante 20 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.
Se llevaron a cabo de manera subsecuente dos lavados en
amortiguador de tincién y después las muestras se obtuvieron
en un citémetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences).  La
expresién de E-selectina sobreregulada sobre la superficie de
las células HUVEC inducida por GPI-IL-la membranosc se
neutralizé mediante MABpl a niveles de linea basal exhibidos
por células HUVEC no estimuladas.

Ejemplo 10 - Bioensayo de MRC-5 para la potencia de MABpl
(neutralizacién de rhILl3)

La linea celular MRC-5 derivada de fibroblastos de
pulmédn humano fetal, se obtuvo de la coleccidén ATCC (CCL-
171). La potencia neutralizante para IL-1 de MABpl se ensayd
al medir la liberacién inducida por IL-1A de IL-6 de células
MRC-5. Las células MRC-5 se sembraron a 5 x 10° por pozo en
una placa de 96 pozos en 100 microlitros del medio completo
DMEM. Las células se cultivaron durante la noche a 37°C en

un incubador con CO, al 5% humidificado. Las células MRC-5
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confluentes se cultivaron de manera subsecuente otras 24
horas con 20 pg/ml de IL-1A humano recombinante (rhIL1A,
eBioscicence) ya sea solas o) en la presencia de
concentraciones incrementadas de MABpl. Las células de
control negativo no se estimularon con rhILlA. Después de 24
horas, se recolectaron los sobrenadantes y se ensayaron para
liberar IL-6 utilizando el equipo ELISA IL-6 de eBioscience.
El ICso o la concentraciédn de MABpl requerida para inhibir 50%
de la liberacidén maxima de IL-6, estuvo en el rango de 0.001-
0.01 pg/ml.
Ejemplo 11 - MABpl Identifica Células IL-la+

Se hicieron alicuotas de cien microlitros de sangre
completa anti-coagulada con heparina de sodio en tubos FACS
de poliestireno. Las muestras se incubaron a temperatura
ambiente durante 15 minutos con 1 mg de IgG humana (proteina
A purificada) mads 2 ml de suero bovino fetal inactivado por
calor para bloquear los receptores Fc. Los Abs primarios se
agregaron entonces a la muestra: Ya sea 1 mg de MABpl
etiquetado con Alexa-488, 1 mg de Ab de IL1A humana de anti-
membrana monoclonal etiquetado FITC (FAB200F, R&D Systems) o
1 mg de un control de isotipo murino (ICO02F, R&D Systems).
Los Abs primarios se incubaron con la muestra durante 30
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Los
eritrocitos de muestra se lisaron entonces (solucidén BD

Biosciences Pharmlyse) a temperatura ambiente durante 15
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minutos, se centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos, y se
aspiraron. Los pellets de muestra se lavaron tres veces con
1 ml de solucidn salina balanceada de Hank (HBSS) conteniendo
2% de suero bovino fetal inactivado por calor. La muestra se
resuspendié en 0.3 ml de HBSS + 2% de FBS y se obtuvieron
datos en un citdémetro de flujo FACSCalibur y se analizaron
utilizando software CellQuest. El analisis citométrico de
flujo de PBMC humano utilizando MABpl mostrd que solo el 2%

de PBMC fue positivo para IL-1la.

Ejemplo 12 - MABpl para Detectar y Rastrear Infecciones e
Inflamacién
El andlisis citométrico de flujo (como en el

Ejemplo 11) de PBMC humano utilizando MABpl mostrdé un
incremento de 3.6 veces en el porcentaje de PBMC positivo
para IL-lo® en un sujeto con una infeccién sub-clinica
comparada con un control normal. De manera similar, se
presentd un incremento en el porcentaje de PBMC positivo para
IL-1o" en un sujeto con una muela del juicio inflamada. Se
observé una disminucién sustancial en el nUmero de IL-la’
PBMC desde 14 a 45 dias después del retiro de 1la muela del
Juicio.
Ejemplo 13 —Inmunotransferencia para Detectar y/o Cuantificar
IL-1la

En general, se encuentran presentes muy bajos

niveles de IL-la en el plasma de sujetos humanos. Debido a
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que estos niveles con frécuencia se encuentran mas alld del
umbral de deteccidn de las inmunotransferencias
convencionales, se desarrolldé un ELISA con sensibilidad
mejorada. En este ELISA, pueden agregarse AB anti-IL-la
exbgeno (e.g., MABpl) a una muestra biolbgica a probarse
(e.g., plasma humano) bajo condiciones que permiten que el Ab
se una a IL-la en la muestra. Debido, a que se observd que
casi todas las IL-la en muestras de plasma humano existen ya
enlazadas a Ab de anti-IL-la enddgeno, con frecuencia puede
omitirse la uGltima etapa. La muestra con complejos IL-la-Ab
se aplica entonces a un filtro (dispositivo centrifug§
Amicon) con un limite de peso molecular de aproximadamente
100 kDa para separar los complejos IL-la-Ab de moléculas en
la muestra menores al 1limite de peso molecular. En un
experimento, esto dio como resultado una concentracidén de 50
veces. La muestra procesada (y diluciones de la misma) se
agregaron entonces a los pozos en una placa de
microtitulacidén cubierta con un Ab de captura de IgG anti-
humana (2 pg/ml de IgG anti-humano de ratdén, especifico de Fc
cbédigo del producto Southern Biotech #9042-01). Después de
permitir que el tiempo enlace los complejos IL-la-Ab en la
muestra, los pozos se lavaron para retirar material no
enlazado. Se agregd entonces un Ab secundario de IL-la anti-
humano etiquetado a los pozos (0.2 pg/ml de Ab de IL-1A anti-

humano de ratdédn monoclonal conjugado con biotina, clon CRMS6,
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catdlogo de eBioscience #13-7017). Después de dejar que el
tiempo enlace la IL-la en los pozos, la placa se lavd y la
cantidad de IL-la anti-humano etiquetado en cada pozo se
cuantificé como una indicacién de la concentracidn de IL-la
en la muestra a probarse.

Debe entenderse que aungque la invencidén se ha
descrito en conjunto con la descripcidén detallada de 1la
misma, la descripcidén anterior se propone para ilustrar y no
para limitar el alcance de la invencidén, el cual se define
por el alcance de las reivindicaciones anexas. Otros
aspectos, ventajas y modificaciones se encuentran dentro del

alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES.

1. Un mAb de IgGl humano purifiéadovque se enlaza
especificamente a IL-la humana, comprendiendo el mAb una
cadena pesada unida covalentemente a una cadena. ligera, en
donde la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:9 y la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:11.

2. Un conjunto de &cidos nucleicos aislados que
comprende un primer 4&cido nucleico que codifica para la
cadena pesada de un mAb de IgGl humano que se enlaza
especificamente a IL-la, y un segundo &cido nucleico que
codifica para la cadena ligera del mAb de IgGl humano que se
enlaza especificamente a IL-la humana, en donde el primer
acido nucleico codifica para la secuencia de aminodcido de la
SEQ ID NO: 9 y el segundo &acido nucleico codifica para la
secuencia de aminocdcido de la SEQ ID NO: 11.

3. El conjunto de acidos nucleicos aislados de la
reivindicacidén 2, en donde el primer A&cido nucleico comprende
la secuencia de nucledétidos de la SEQ ID NO: 10 y el segundo
acido nucleico comprende la secuencia de nucledétidos de 1la
SEQ ID NO: 12.

4. El conjunto de acidos nucleicos aislados de la

reivindicacién 2, en donde el conjunto de &cidos nucleicos

aislados estd comprendido dentro de al menos un vector de

expresidn.
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5. El conjunto de &cidos nucleicos aislados de la
reivindicacidén 3,. en donde el conjunto de &cidos nucleicos
aislados estd comprendido dentro de al menos un vector de
expresiédn.

6. El conjunto de &acidos nucleicos aislados de la
reivindicacién 4, en donde el conjunto de &acidos nucleicos
aislados estd comprendido dentro de wuna célula huésped
aislada.

7. El conjunto de &acidos nucleicos aislados de la
reivindicacidén 5, en donde la célula huésped es una célula de
mamifero.

8. Un método para eliminar una célula que expresa
IL-1a humana, comprendiendo el método la etapa de poner en
contacto la célula con un mAb de IgGl humano purificado que
se enlaza especificamente a IL-la humana, en donde la célula
se elimina.

9. El método de la reivindicacidén 8, en donde el
mAb de IgGl humanco comprende una cadena pesada gue comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID
NO: 11.

10. Un método para inhibir la migracién de una
célula a través de una matriz de membrana basal,

comprendiendo el método la etapa de agregar un mAb purificado
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que se enlaza especificamente a IL-laa humana en una mezcla
que comprende la matriz de membrana basal y la célula.

11. E1l método de la reivindicacién 10, en donde el
mAb purificado es un mAb de IgGl humano que comprende una
cadena pesada unida covalentemente a una cadena ligera.

12. E1 método de la reivindicacién 11, en donde la
cadena pesada comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoadcidos de la SEQ ID NO: 11.

13. Un método para inhibir un incremento inducido
por IL-lo en la expresidén de E-selectina sobre la superficie
de una célula endotelial humana, comprendiendo el método la
etapa de agregar un mAb purificado que se enlaza
especificamente a IL-la humana en una mezcla que comprende la
célula endotelial e IL-1la, en donde se disminuye la cantidad
de E-selectina en la superficie de la célula.

14. El método de la reivindicacidén 13, en donde el
mAb purificado es un mAb de IgGl humano que comprende una
cadena pesada unida covalentemente a una cadena ligera.

15. El método de la reivindicacién 14, en donde la
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 9 y una cadena ligera comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 11.

16. Un método para rastrear la inflamacidén en un

sujeto humano previamente sometido a las etapas de: obtener
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del sujeto una primera muestra de células mononucleares de
sangre periférica en una primera ocasidén; poner en contacto
la primera muestra con un mAb purificado que se enlaza
especificamente a IL-la humana; y determinar el porcentaje de
células en la primera muestra que se enlaza al Ab monoclonal,
comprendiendo el método las etapas de:

(a) obtener del sujeto una segunda muestra de
células mononucleares de sangre periférica en una segunda
ocasidn;

(b) poner en contacto la segunda muestra con el
mAb purificado que se enlaza especificamente a IL-la humana;

(c) determinar el porcentaje de células en la
segunda muestra que se enlaza al Ab monoclonal; vy

(d) comparar el ©porcentaje de células en la
primera muestra que se enlaza al mAb en el porcentaje de
células en la segunda muestra que se enlazan al Ab
monoclonal.

17. El1 método de la reivindicacién 16, en donde el
mAb purificado es un mAb de IgGl humano gque comprende una
cadena pesada unida covalentemente a una cadena ligera.

18. El método de la reivindicacidén 17, en donde la
cadena pesada comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 9 y 1la cadena 1ligera comprende 1la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 11.

19. Un método que comprende las etapas de:
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(a) enriquecer una muestra biolégica obtenida de un
sujeto humano utilizando un filtro que separa las moléculas
de acuerdo con el peso molecular en una primera fraccidén que
comprende el IgG intacta en complejo con IL-la y una segunda
fraccién que comprende moléculas menores a 100 Kda; vy

(b) cuantificar la cantidad de IL-la en la primera
fraccidn.

20. E1l método de la reivindicacién 19, que
comprende las etapas de:

(a) enriquecer una muestra de plasma obtenida de
un sujeto humano wutilizando un filtro que separa las
moléculas de acuerdo al peso molecular en una primera
fraccién que comprende IgG intacta en complejo con IL-la y
una segunda fraccidén que comprende moléculas menores a 100
Kda;

(b) agregar la primera fraccidn a un sustrato que
comprende Abs de IgG anti-humano inmovilizado bajo
condiciones que permiten que la IgG en la primera fraccidn se
enlace especificamente a los Abs de IgG anti-humanos
inmovilizados sobre el sustrato;

(c) lavar el sustrato para retirar el material en
la primera fraccidédn que no se enlaza especificamente a los
Abs de IgG anti-humanos inmovilizados;

(d) poner en contacto el sustrato lavado en 1la

etapa (c) con un Ab que se enlaza especificamente a IL-1la
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humana bajo condiciones que permiten que el Ab que se enlaza
especificamente a IL-la humana se enlace especificamente a
cualquier IL-1lo humana enlazada al sustrato;

(e) lavar el sustrato para retirar cualquier Ab
que se enlaza especificamente a IL-la humana que no se enlaza
al sustrato; y

(f) cuantificar la cantidad de Ab que se enlaza
especificamente a IL-la humana restante unida al sustrato

después de la etapa (e).
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POWER OF ATTORNEY

Yo(nosotros), abajo firmado (s)/ I (we), the undersigned:
XBIOTECH, INC.

Domiciliado (s) en / Domiciled at:

1055 West Hastings Street, Suite 300, Vancouver, BC V6E 2E9, Canada

Por el presente nombro a: Mauricio Jaramillo Campuzano T.P.
74.555 and/or Paula Samper Salazar T.P. 56.190 and/ or
Patricia Arrazola Bustillo and/or José Luis Suarez Parra
domiciliados en Bogotd, Colombia para
que en obedecimiento a lo dispuesto por el paragrafo 1° del
Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero como
principal y los deméas como suplentes, actien en su orden,
como mis (nuestros) representantes en todos los asuntos de
propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales y extrajudiciales. El primer
representante suplente reemplazara al principal en caso de
ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los abogados para
obtener la proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial y
contra la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo(amos) a
los dichos apoderados para que me (os) representen ante
cualesquiera entidades o personas ejerzan o no jurisdiccion,
especialmente ante las del orden administrativo, contencioso-
administrativo y judicial, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencion,
modelos de utilidad y disefios industriales; el registro de
marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, denominaciones
de origen, nombres de dominio, registros sanitarios, variedades
vegetales y registros de todo tipo ante el ICA (Instituto
Colombiano Agropecuario); su renovacion, traspaso, cambio
de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria, y el registro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, acciones de infracciones, proteccién del
consumidor, oposiciones, cancelacién administrativa o
judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la
tutela, la proteccién de secretos industriales, y en general los
Juicios civiles, penales, acciones administrativos o
contencioso-administrativos relacionados con estos derechos;
acciones y procesos que promovamos o se nos promuevan. Y
para que en todos los asuntos arriba determinados, puedan
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos
del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los
actos de agentes oficiosos.

In due compliance with the terms of paragraph 1st of article 543
of the Comercial Code, do hereby appoint Mauricio Jaramillo
Campuzano T.P. 74.555 and/or Paula Samper Salazar T.P.
56.190 and / or Patricia Arrazola Bustillo and/or José Luis
Suarez Parra domiciled at Bogota, Colombia, the first as
principal and the others as alternates, in the order of their
appointment, as our representatives for all industrial property
matters with faculty to receive notifications and to appoint
attorneys in and out of the court. The first alternate shall replace
the principal in case of his absence or temporal or definitive
impediment.

In addition, we grant a Power of Attorney to obtain protection of
my (our) industrial property and against the unfair competition,
for which purpose I (we) authorize the said attorneys to
represent me (us) before any authorities or persons, with or
without jurisdiction, especially those administrative,
administrative contentious and judicial, in all matters concerning
the following: a) Obtainment of patents, utility models and
industrial designs; the registration of trademarks, collective,
defensive and service marks, slogans, commercial names, trade
emblems, denominations of origin, domain names, public health
registrations, vegetal varieties and all kind of registrations

before the ICA (Instituto Colombiano Agropecuario); its
renewal, assignment, change of name or domicile, voluntary
cancellation, and the registration of licenses of use of the above
rights; b) Actions of unfair competition protection, to the
consumer, oppositions, administrative or Court cancellation,
nullity, infringement, custom procedures, granting of licenses,
the action for writ mandamus, the protection of trade secrets,
and in general the civil, penal and administrative suits relating to
those rights; actions and suits instituted by me (us) or against me
(us). And that in all the above matters they may substitute this
Power of Attorney, compromise, ratify acts done by

representatiWer W
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0000

Indicacion que se solicita una patente.
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes
Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D / incompieta - D

<

PATENTE DEMWVENCION PCT [/ | MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 488/00, Circular Unica

/

NN

Indicacion que se solicita una PCT '
Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,

reivindicatorio, resumen)

I .
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago“de las tasas establecidas (de ser el caso formato*de descuento)

Completa Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)
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[]
L]

Indicacién que se solicita Diseno industrial
Datos de identificacién de! solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disefo

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa ’ Incompleta ’

3QUEMA DE TRAZADO | | | (Art. 92 Decision 486/00)

HENRNEN

Indicacién que se solicita un esquema de trazado ]
Datos de identificacion del solicitante ¢ de la persona que presenta la solicitud ‘
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de Jas tasas establecidas

Compieta | | incompieta || |
] L ]
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JARAMILLO CAMPUZANO MAURICIO
Apoderado(a) y/o Representante de
XBIOTECH, INC.

REFERENCIA Radicacion No. 10 161740
Solicitud internacional PCT/US2009/003355
Fecha inicio fase nacional 30/12/2011

Tramite 11
Evento 379
Actuacion 430

Oficio No. E»O 2 Y 4 5.

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperaciéon en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. Si fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos del reporte de examen preliminar
internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion. :

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulojquinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZA y4
Director de Nuevas Creaciones (E)

o8 FEB. Zoi)

Ef anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

adpali
Al contestar favor indique el numero de Sede Centro; Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacién que se encuentra a continyacion Sede CAN: Av, Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 6880070

Calt Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia






