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Fecha: 2011-02-17 15:07.44  Dep, 202

NDENCIA Bp. 2020 DIR.NUEVASCR

SUPERINTE Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONAL!
Act, 411 PRESENTACION  Folios: 181

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE —
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE REGISTRO DE:

Patente de Invencién Patente Modelo de Utilidad.

Capitulo | Capitulo lI

IDENTIFICACION
Nombre: Centocor Ortho Biotech inc.

CC. | X NIT

SOLICITANTE | Direccion: 800/850 Ridgeview Drive, Horsham,
(71) Pennsylvania 19044, Estados Unidos de América. C.E Otro
Nacionalidad o domicilio: Pennsylvania
Estados Unidos de América Cual

Lugar de Constitucién: Estados Unidos de Numero
América

‘ IDENTIFICACION
3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ
D’ALEMAN CC.|X NIT

REPRESENTANTE
O APODERADO | Direccion: Carrera 11 No. 86-53, piso 6 C.E. Otro
(74) Cual
Teléfonc: 6 181088 Fax; 6350824

Nomero 41.654.882
E-mail: clarkemodet@clarkemodet.com.co TP 20824 CSJ

4 Nombre: VER ANEXOS

INVENTOR(ES) Direccion:
(72)
Nacionalidad ¢ domicilio:

"5 PCT (86)

Solicitud Internacional No, PCT/US2009/053425 Fecha 11 de agosto de 2009

Publicacion Internacional No. _WO 2010/021874 A2 Fecha 25 de febrero de 2010

Titulo (54) _ANTICUERPOS ANTI-IL-13 MODIFICADOS, COMPOSICIONES, METODOS Y USOS.

7  Clasificacién Internacional (51) A61K 39/395

{33) Pais de Origen (32) Fecha {31) NOmero de
8 Prioridad . Solicitud
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 20 de agosto de 2008 61/090,472

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA | 16 do septiembre de 2008 | 61/097,232

X NO

9 Comprobante de pago No. 11-012.407 // 11-002.358 // 11-002.359
Fecha 11 de febrero de 2011// 12 de_enero de 2011
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes si fuese el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

EOOEEE

Copia de la solicitud internacional (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos}

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de examen preliminar (IPER)
Traduccidn del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso. )

De ser el caso documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas.

De ser el caso certificado de deposito del material biologico

Arte final 12x12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en e! extranjero por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a |a solicitud internacional

OO0 000 OoO0oHE

Otros  Opinion escrita

11 FIGURA CARACTERISTICA

12 Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE : DILIA MARIA RODRIGUEZ D’'ALEMAN
N

D& 0%”7@/7

C.C.41.564882 - T1.P.68.228Y

As. P-2831




ANEXO

INVENTORES

1) SWANSON, Ronald, V. -~
(3210 Merryfield Row San Diego, California 92121, Estados Unidos de América),

2.) CHI, Ellen S
(3210 Merryfield Row San Diego, California 92121, Estados Unidos de Ameérica),

3) RAGHUNATHAN, Gopalan /
(3210 Merryfield Row San Diego, California 92121, Estados Unidos de América);

4) ZHAO, Shanrong -
(3210 Merrvfield Row San Diego, California 92121, Estados Unidos de América),

5.) FRANSSON, Johan
(3210 Merryfield Row San Diego, California 92121, Estados Unidos de América),

6.) CORDIER, Wendy .-
(3210 Merryfield Row San Diego, California 92121, Estados Unidos de América);

7.) ALMAGRO, Juan, C. -
(145 King of Prussia Road, Radnor, Pennsylvania 19087, Estados Unidos de America);

8.) HYUN, Linus s
(145 King of Prussia Road, Radnor, Pennsylvania 19087, Estados Unidos de América);

9. GILES-KOMAR, Jill -~
(145 King of Prussia Road, Radnor, Pennsylvania 19087, Estados Unidos de America);

10.) O’NEIL, Karyn, T. -
(145 King of Prussia Road, Radnor, Pennsylvania 19087, Estados Unidos de América);,

11.) CARTON, Jill, M. /
(145 King of Prussia Road, Radnor, Pennsylvania 19087, Estados Unidos de Anérica);

12.) ' ZHOU, Hong, Mimi~"~
(3210 Merryfield Row San Diego, California 92121, Estados Unidos de América),

/
13.) TEPLYAKOV, Alexey, V.
(145 King of Prussia Road, Radnor, Pennsylvania 19087, Estados Unidos de América),

14.) FENG, Yiqing
(145 King of Prussia Road, Radnor, Pennsylvania 19087, Estados Unidos de América).
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SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0012407

Bogota D.C., Febrerc 11 de 2011 - 09:29:38

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

TIPC PAGQ BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGC VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411707774 097022011 §0.855.000.06

L4

*** Conceptos Pagados

CANT. RENTISTICO CONCEPTQO Ve LINDITARIO Vi CONCEPRPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 571.000.00 571.000.00

1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE
$571.000.00

INVENCION

SON: **QUINIENTOS,/SETENTA Y UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_****”

, "
. Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. E INDUSTRIA 'Y COMERCIO

DL

1-019113- -00000-000
ASCR
onmA00AT 15:07:44  Dap. 2020 DIRNUEV
??afh:!i 2%1;:T%2N1TT—:WH Eve: 378 EASENAGIONAL!
Act 411 PRESENTACION Folios: 181

SUPERINTENDENGIA D

i

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bugots, P,C.- Colombia
Web: www.slc.gov.co  e-mai: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5570000 Fax: (571] 5870284 Linaa: 018000-010165 Call Center: (574) 8513240

Febrero i1 cq 2011 - 03:45,36




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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. RECIBO DE CAJA No. 11 - 002358
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

Bogota 0.C., 12 de 2011 - 16:56:24

TIRPO PAGO

NI 830.008.643
*** Soporte de! Pago ***
CUFNTA
062754387

BANCO No. PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

FECHA PAGQO
353168620

11/01/2011

VR PAGO
77.745.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCFPTO
1 50005-01-09 OTRO%_EERVICIOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

VEUNDITARIO Ve CONCEPTO
99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 500.000.00 500.000.00

$500.000.00

SON: "QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Py /

Resgonsablé:
_*** **'-

FRCIC
SUPER'INTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMER

i
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00
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Fecha: 2011-02-17 15.07:44 Dep. 2020 DIR.NUEVA

ONALI
Eva:; 376 FASENACH
PATENTEIV 78

;rft'. 111 PRESENTACION  Fofios: 184

s R
——
+ o e —

Sede Centro: Carrara 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C .- Colombia l
. Engra 12 de 2011 - 18:56:44

Wab: www.sic.gov.co a-mal: info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: {§71) 5870284 Linea: 018000-910185 Call Center: (571) 6313240
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NIT : 800.176.089-2
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RECIBO DE CAJA No. 11 - 002359

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., 12 de 2011 - 16:56:24

RECIBIDO DE : CLARKE MODET NI 830.008.643
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR.PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 353168620 11/01/2011 77.745.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO

150005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 500.000.00 500.000.00
$500.000.00

SON: “QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

LT

Recibo de Caja Apilicad% al Expediente No, -019113. -00000-0000

Facha: 2011-02-17 15.07:44 D

2 :07: ep. 2020 DIR.NUI

;ra.,]‘l PATENTEIYI Eve: 378 FASENAC%/I\?ESR
ct. 411 PRESENTACION

. Reggonsable:
_**l' iﬂ*t_

Folios: 181

Sad> Centro: Carvera 13 No, 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombla
Wob: www.sic.gov.co a-moi; info@elc.gov.co Conmutador: (571) 5670000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Contor: (571) 6513240

. Enero 12 de 2041 - 16:50;44




APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:

AMANDA LIN HAYNES

ACTING IN THE CAPACITY CF:

NOTARY PUBLIC COF NEW JERSEY
BEARS THE SEAL/STAMP OF:

AMANDA LIN HAYNES, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 24TH DAY OF JUNE 2009
BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER

NO: A367051

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

+ Certificate Number: 114699206

Verify this certificate at
hteps:/fwwwi state.nj.us/TYTR_StandingCert/ISP/Verify. Cert.jsp




Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

COLOMBIA

Carrera 11 N° 86-53 Pisa 6 Bogotd Colombia Tel: (57 136181088 -Fax: (57 1) 6350824-Email: infoficlarkemodet com.co

PODER
Yo (nosotras), abajo firmante(s) N@M Q . VV@Q_‘L@] d .

en mi (nuestro) caracter de representante(s) legales de Centocor Ortho
Biotech Inc.

una socicdad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
Parnaylvania, £€ VU.
y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilioc en 800/850
Ridgeview Drive, Horsham, Pennsylvania 19044, Estados Unidos de
América.
por =l presenle instrumente confiero (conferimos) poder especial a favor de
DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de Ciudadania
No. 41.654,882 de Bogotd, y 1p. 20824 y CLAUDIA LUCIA CARO
RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374 de Tunja, v tp.
36448, con domicilic en Bogotd, Colombia, para gue acluando en su orden
en nombre del (de 1a) otorgantc le (1a) representen ante cualquicr entidad,
autoridad Yo persona, especialments ante las del orden Administralivo,
Contenciogp  Administeativo, Judicial, Tribunales de Arbitramento yo
cualquier otro en lo referente a los siguientes asunios:

1} Selicitar, tramitar, abtencr y/o registrar cualquicra de las modalidades de
Propicdad Industrial, tales como: patentes de invencién, modelos de
utilidad, disefios industriales, vanedades vegetales, marens, lamas, nombres
y ensefias comerciales y denominaciones de origen; asi como sus renovacio-
nes, prorrogas, transferencias, cambios de nombre y/o demicilio, contralos y
licencias.

2} Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, en cualquiera
de sus presentaciones asi comeo la proteccion de secrelos industrinles y
know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos y/o
licencias de funcionamiento, asi como sws renovactones o prémogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilie, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicién, observacion, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacidn, cancelacién  admintstrativa o judicial, nulidad,
proteccitn al consumidor, concesidn do licencias, proteccidn de secretos
industriales y demas azcciones y rocursos relacionados con  derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la compelencia
desleal, acciones derivadas de la obtencion o cxplotacidn de liconcias,
acciones de indemnizacién de perjuicios. También podri(n) intcrvenir en
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas y
de policia; en acciones o juicios premeovidoes per el {la) mandante o en
contra ¢l (clla) .

5} Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

6} En ¢l egjercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
rbitros, desistir, recibir y tomar posesidn de la cosa objeto de litigio vy
renunciar o desislir a derechos concedidos o en curso de concesidn, admitir
los hechos del proceso.

7) Ratificar o no 1a agencia oficiosa.

8) Asi mismo faculto (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicicren.

Dado y firmado en

alos dias de

Ve . Fuma / signatura
MARK R WARFIELD, ASS

POWER OF ATTORNEY
I {we), the undersiened MARK R WARFIELD

legal representative(s) of Centocor Ortho Biotech Inc.

an erganization existing under the laws of PENNSYLVANIA, USA

and in present exccution of its business activity, domiciled 800/850 Ridgeview
Drive, Horsham, Pennsylvania 19044, United States of America.

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MAREA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, wdentification card No. 41.654,882 of Bogotd, and 1p. 20824 and
CLAUDIA LUCIA CARDO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogoli, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of granlor before any enlity, autherity andfor natural or
jundical  pasen, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration courts, andfor any other, in all matters
concerning the following:

1} To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant varielies,
Marks, Stogans, Trade Names and emblems and appellations of Origin; as well as
their renewals, assignments, changes of name and/or domicile, agresments and
licenses.

2} To apply, process, obtain andfor register copyrights of any kind as well as
proteclion of industrial secrets or know-how.

3) To apply, process, obtain andfor register sanitary registrations, opcrating
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or assignments, changes
of name and/or domicile, agreements and licenses,

4} To bring aclions of eppasition, observations, claims, reconsideration, appeal or
lepal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer, granting of
licenses, protection of trade secrets and other actions related with rights derived
from the above- mentioned matters and against the unfair competition, actions
resuiting from the obtaiming or exploitation of licenses, recovering damages
actions. They can also inlervene or participate in Civil, Commercial, Criminal or
Cantentious-Administrative  Trials; the actions for writ mandamus, police
aclions; in actions, lawsuits or litigations instituted by the grantor or against him.
5) Ta register domain names before the compelend entity.

6) To the effect of (his mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbilration, withdraw and to receive and take
possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights granted
orin process of granting, admit the facts of the case,

7) To ratify or not the officious agency.

8) I (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notificntions and to desiznate judicial and extrajudicial attorneys, substitute this
Power of Attorney and to revoke such sustitutions.

Granted and signed at N‘EWBRUPF.' Heha
LEE O
on this 27TH dayof MAY ;

ANT




CERTIFICADO NOTARIAL

{Cuando el solicitante es SOCIEDAI}}
(Poderes otorgados en: El Salvador, Estados Urados, Meéxico y Vénezueln)

Alos dias del mes de de

, ¢l Notario que suscribe DA FE de que:

(nombre de la persona que finma el poder)

mayor de edad y domiciliado

firmd de su pufio

y letra el documenta que antecede.
2. Conoce al (a Ia} otorgamie y que este (a} estd legalmente capacitado
para ¢! olorgamienta.
3. El otorgantc ha firmado
de

de la persona juridica  Centocor Ortho Biotech Inc.

el referido documente  en su caracter

4, La citada persona juridica con sede en 800/850 Ridgeview Drive,
Horsham, Pennsylvania 19044, Estados Unidos de América, estd
legalmente constituida, que tiene actualmente exaslencia legal y que el
acto para ¢l cual scha oforgado este poder ostd comprendido entre los
que constituyen su objcto social.

5. El otorgante tienc efectivamente la representacidn que ostenta, que esta
es legitima y que cstd facultado para otorgar este poder.

6. las anteriores certificaciones de los puntos 3, 4 y 5, me constan porque
he tenido a 1a vista los documentos auténtices.

AMANDA LIN HATN
e RILSA

il ] I

1 . n [
NOTA: A continuacién de lo anterior, el Cansul de Colombia debe
autenticar ka firma del Notarie Pablico.

CERTIFICADO  NOTARIAL
[NDIVIDUO)

(Cuando el  solicitanie  c¢s

Alos diag del mes de . de
, ¢l Notario que suscribe DA FE de que:

L.

(nombre de la persona que firma el poder)

mayor de edad y domiciliado en

firmo en su presencia
cl documento que antecede, conoce al otorgante y que este estd legalmen-
te capacitado para ¢l otorgamiente.

Notario Piblico
NOTA: A continuacidn de lo anterior, el Cénsul de Colombia debe
autenticar in firma del Notario Pablico.

Para todos los demés paises el Sefior Consul de Colombia o ante quien
s¢ gtorgue, debe expedir una certificacién dejando constancia 1) de la

existencia legal de la saciedad, 2) de que esta ejerce actuslmente su-

objeto social, y 3) de que la persona o personas que otorgan el poder
estan facultadas para bacerlo, dejando

constancia asi mismo de que tuvo a la vista las pruebas que acrediten
tales circunstancias.

LEGALIZACION POR EL CONSUL DE COLOMBIA
O POR APOSTILLA

NOTARIAL CERTIFICATE
{ When the applicant is 2 CORT'ORATION)
(Powers of altomey granted in: El Satvador, Mexico, U.S.A and Vencnuela)

‘This /l',l dayof #4441 Mw’

the undersigned Notary CERTIFIES that:

1. MARK R WARFIELD
(name of the person who signs the power of attarney)

of legal age and domiciled tn__ NEW BRUNSWICK. NJ USA
hand on the foregoing document.

2. The grantor is 1o him personallv known and that he/she has legal capacily to
execute the document,

3. The grantor has

set his

executed the foregoing documeni m his capacity

of_ASSISTANT SECRETARY

of the juridical person - Centocor Ortho Biotech Inc,

4, The mentioned juridical person with place of 800/850 Ridgeview Drive,
Horsham, Pennsylvanin 19044, United States of America, is duly organized,
has actual legal existence and that the purposcs for which the power of attorney
is granted are within the scope of its corporate purposes.

5. The granter has in fact the referred quality and that histher representation
is legal and that hefshe is empowered to prant this power of attorney.

6. I have based the above ceriifteations 3, 4 and 5, on the authentic documents
which forsuch purpose were exhibited to me.

Notary Public

NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signature of the Notary
Publie,

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the applicant is an INDIVIDUALS)

On this day of
the undersigned Nolary CERTIFLES that:

1.

(namc of the person who signs the Power of Attorney}

of legal age and domiciled at

signed in his presence the foregoing
document, the grantor is to him personally known and that he/she has legal
capacity to exceute the document.

Notary Public
NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signature of the Notary
Public.

For all other countrics the Colembian Consul or before who it is granted
must issue a certification stating 1) the legal existence of the corporation, 2)
that the carporate purpnses rre actuglly being accomplished , 3) that the
person or persons who grant this Power of Altorney are empowered to do
it. The Consul will certify also that the documents evidencing those
circurnstances were exhibited to him.

LEGALIZATION BY THE COLOMBIAN
APOSTILLE.

CONSUL OR BY




APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
GERALDINE A BAILEY
ACTING IN THE CAPACITY OQF:

NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
BEARS THE SEAL/STAMP OF:

GERALDINE A BAILEY, NOTARY

CERTIFIED
AT TRENTON, NEW JERSEY
THE 13TH DAY OF JULY 2009
BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER

NO: A368604

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

Certificate Number: ~+4825049

Verify this certificate at
hitps:/fwwwl state.nj.us/TYTR _StandingCert/JSP/Verify_Cert.jsp




CERTIFICATION

I certify that Mark R. Warfield, Assistant Secretary of Centocor Ortho Biotech
Inc., a corporation existing, duly organized and complying with its corporate purposes
in conformity with the laws of Pennsylvania, United States of America, whose home
office is located in Horsham, Pennsylvania. I further certify that said individual is doly
authorized to sign any and all instruments in his capacity as officer of the company and
that the purposes for which are within the scope of the objects or activities of said
corporation.

Swomm to and subscribed
before me this

/¢ ..._dayom_lrucb 2027

S eenbtn, L - /éb"/“‘?

GERALDWE A. BAILEY
HOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
Commission Explies 1/14/2014

Esta certificacion notarial debe ser llcnada en su totalidad y legalizarse por
Apostilla
This notarial certification must be ﬁlled in completely and be legalized by Apostille




Traduccién oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete oficial segiin
resolucion No. 0369 del Ministerio de Justicia, del documento legalizado mediante la
APOSTILLA No. A-367051 de 24 de junio de 2009 expedida en Estados Unidos de
América (Nucva Jersey) comespondiente a un documento de poder y una certificacion
notarial en inglés con su correspondiente traduccion al espaiiol (razdn por la cual no se hace
su traduccién), otorgado a la sociedad CENTOCOR ORTHO BIOTECH INC,,
domiciliada en Horsham, Pensilvania, Estados Unidos de América.

l‘.'B:

Traductor e Intérprete Oficial
Resolucion Mo, D369 Min. Jusiicia 1995

Documento de poder firmado el 27 de mayo de 2005 per Mark R.

Warfield, Secretario Asistente.

Sello notarial: Amanda Lin Haynes, Notario Publicoede

W

§340I31X3 SAN0IIVI3Y

Jersey, comisidén termina el 10/28/2013.
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APCSTILLA
o ]
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Traduccion oficial hiecha por Jlimena Escobar Uribe, traductora ¢ intérprete oficial segin
resolucion No. 0369 del Ministerio de Justicia, del documento legalizado mediante la
APOSTILLA No. A-368604 de 13 de julio de 2009 expedida en Estados Unidos de
América (Nueva lersey) correspondiente a una certificacion notarial relacionada con la
sociedad CENTOCOR ORTHO BIOTECH INC., domiciliada en  Horsham,

Pensilvama, Estados Unidos de Aménica,
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Warfield, Secretarioc Asistente de
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Biotech Inc., una sociedad existente,

f+
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¥y que Jlos propdsitos para los cuales estédn dentro deil

espectro de los objetivos o actividades de dicha sociedad.
Firmado: Firma ilegible
Sello: Juramentado vy suscrito ante mi este dia 18 de

{ilegible)} de 2009.

Firmado: Geraldine A. Bailey, notarico publico de Nueva

Jersey, comisién termina 1/14/2014.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con anticuerpos modificados

inmunoespecificos para la proteina interleucina-13 humana (IL-13) o fragmento

de esta, asi como con los métodos de preparar y usaria, incluso las indicaciones

5 terapéuticas.




ANTICUERPOS ANTI-IL-13 MODIFICADOS, COMPOSICIONES, METODOS Y

UsSosS

Campo de la invencién
' La presente invencién se relaciona con anticuerpos modificados

inmunoespecificos para la proteina interleucina-13 humana (IL-13) o fragmento
de esta, asi como con los métodos de preparacion y uso, qué incluyen las
indicaciones terapéuticas.

Antecedentes

La IL-13 es una proteina globular que contiene cuatro a-hélices que
pertenece a la familia de las citocinas similares a las hormonas de crecimiento que
incluyen IL-4, factor de estimulacion de la colonia de granulocito macréfago, IL-2, y
factor de estimulacion de la colonia de macrédfago. La 1L-13 se une a un receptor
heterodimero compuesto por IL-13Ra1, una subunidad de 52-kDa, y p140, una
subunidad de 140 kDa, que resulta en |a activacion de STAT6. También se conoce
que existe un segundo receptor IL-13, Ra2. El receptor Ra1 es responsable de

iniciar la cascada de sefalizacion con la union a la IL-13. El receptor Ra2 se une a

la IL-13 con mayor afinidad que Rat sin-embargo su funcion tiene que ser aun

determinada.

Los pacientes que experimentan una respuesta asmatica tienen un
incremento de los linfocitos CD4+ Th2 activados que provoca la inflamacion de las
vias respiratorias. Los linfocitos Th2 activados segregan citocinas (IL-4, IL-5, IL-9, IL-
10 e IL-13) que estimulan la inflamacién que provoca dafio al tejido asociado con
hiper-reactividad de las vias respiratorias. Se demostrd que la IL-13 es un factor
contribuyente principal del asma en modelos murinos y la variante 1L-13 humana de
un polimorfismo de un sélo nucledtido, R130Q (Graves, y otros, 2000 J Allergy Clin

Immunol 105: 506-13) demostré ser un factor de riesgo significativo para el desarrollo
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del asma (Heinzmann y otros, 2000 Hum. Mol. Genet. 9:549-559; Am. J. Respir;
Howard y otros, 2001 Cell Mol. Bio!. 25:377-384;, W0O0123410). El tratamiento con un
Mab neutralizante anti-IL-13 en un modelo murino inhibe una respuesta asmatica en
animales estimulados. Asi, la evidencia indica que‘ neutralizar la IL-13 pudiera ser
beneficioso en el tratamiento del asma y la constriccion de las vias respiratorias en
pacientes. |

En consecuencia, existe una necesidad de proporcionar anticuerpos
humanos especificos para la IL-13 humana para su uso en terapia para diminuir
o eliminar las enfermedades mediadas por la IL-13, asi como mejorar los
anticuerpos o fragmentos de estos sobre los conocidos.

Breve descripcion de la invencion

El contenido descrito y reivindicado en la presente descripcion se
relaciona con los anticuerpos anti-IL-13 y las composiciones Utiles para tratar a los

sujetos que sufren de patologias y afecciones asociadas con la IL-13 que incluyen,

pero no se limitan a, afecciones respiratorias tales como asma y fibrosis pulmonar,

afecciones cardiovasculares, cancer, afecciones dermatologicas, y fibréticas. La
presente invencidn proporciona anticuerpos monoclonales anti-1L.-13 capaces de
bloquear la actividad biologica de la IL-13, in vitro, in vivo, o in situ que incluye,
pero no se limita a, inhibir variantes naturales o silvestres de la IL-13 humana que
se unen al receptor IL-13 alfa 1 humano, inhibir la IL-13 humana o variantes
naturales de IL-13 humana que se unen al receptor IL-13 alfa 2 humano, prevenir
o suprimir la proliferacion de células tumorales humanas dependientes de la I1L-13
humana, inhibir la produccién de IgE dependienté de la IL-13 humana, reducir la
infiltracién eosinofilica de los tejidos, y el anticuerpo tiene un sitio de union
especifico en la IL-13 humana. Se proporcionan secuencias de aminoacidos de
anticuerpos monoclonales anti-IL-13 ejemplares que pueden ser codificadas por

acidos nucleicos para la expresion en una célula huésped.




Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos con dominios de union
construidos a partir de fragmentos de unién seleccionados y como variantes
especificadas que comprenden las secuencias de aminoacidos en las sec. con num.
de ident.: 27 y 28, se incluyen dentro del alcance de la presente invencion. La
invencién proporciona composiciones y ensefianzas especificas para la preparacion
de tales composiciones que comprenden residuos involucrados en la union del
antigeno en un dominio variable de inmunoglobulina seleccionado de las sec. con
num. de ident.: 2 — 29. Estos dominios de unién tienen las caracteristicas deseadas
y pueden modular la actividad bioldgica necesaria para tratar una patologia
particular relacionada con la IL-13. En un aspecto la invencion es un anticuerpo
aislado que comprende la region variable de cadena pesada de las sec. con num.

de ident.: 28 y una CDR3 de cadena ligera (L-CDR3) de acuerdo con la Formula (l):
Q-Q-Xaaq-Xaay-Xaas-Xaas-P-Y-T (sec. con nim. de ident.: 29) (h

en donde Xaaq puede ser His, GIn, o Pro;

Xaa, puede ser Asn, Asp, Ser, Leu, Pro, lle, Phe, Glu o

Xaa; puede ser Glu, Asp, Gly, Ser, lle, Tyr, Tryp, Asn, His,
Val, Met, Arg, Leu, Phe, Pro o estar ausente; y
Xaa, puede ser Tyr, Gly, Ser, Ala, Val, Phe, Thr, Glu, o
estar ausente.
En una modalidad particular el anticuerpo comprende I_os dominios
de unién de la sec. con num. de ident.: 25y 26. |
En otro aspecto la invencion se relaciona con un anticuerpo que se

une a un epitopo comun en la IL-13 silvestre humana (sec. con num. de ident.: 1)

que se define por la union de un anticuerpo anti-IL-13 M1295 modificado que (z




comprende las sec. con num. de ident.: 25y 26, y un anticﬁerpo qui'mérico
murino-humano designado C863 (que comprende las sec. con ndm. de ident.: 2y
3). El epitopo reconocido por estos anticuerpos incluye 8 r-esiduos de IL-13, tres
de hélice A (Arg10, lle13, Glu14) y 5 residuos de hélice D (Leu100, Lys103,
Phe108, Arg107, Glu108), en donde las distancias interatémicas no exceden 4,0
A. Basado en el nimero de contactos, Arg10 y Arg107 parecen ser residuos
claves del epitopo.

En una modalidad adicional, se proporcionan epitopos del antigeno
como un componente de una vacuna. El epitopo descrito anteriormente, que
comprende los residuos 10, 13, 14, 100, 103, y 106-108 de la sec. con nam. de ident.:
1, reconocidos por los anticuerpos de la invencion, son Utiles para inmunizar
activamente un huésped para obtener la produccién de antic;uerpos contra la IL-13.
Los anticuerpos producidos son capaces de tratar o prevenir afecciones patologicas
asociadas con la bioactividad de la IL-13.

Otra modalidad se relaciona con el tratamiento o prevencion de
afecciones patologicas asociadas con la actividad biologica de la |L-13 al
administrar una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva de unl
anticuerpo, o combinacién de anticuerpos de la presente invencién a un sujeto
que necesita de tal tratamiento. En un aspecto un anticuerpo anti-IL-13 se
administra a un paciente a quien se le ha diagnosticado asma. En otro aspecto
un anticuerpo anti-IL-13 se administra a un paciente a quien se le ha
diagnosticado dermatitis atopica.

La presente invencion proporciona, en un aspecto, moléculas de
acido nucleico aisladas que codifican una secuencia, dominio, porcién, o variante
de un anticuerpo anti-IL-13 como se describe en la presente descripcion.

Ademas, se contemplan las secuencias de acido nucleico que hibridan o

complementan las secuencias de acido nucleico que codifican un anticuerpo anti-
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IL-13. La presente invencidn proporciona, ademas, vectores recombinantes que
comprenden dichas moléculas de acido nucleico del anticuerpo anti-1L-13,
células huésped gue contienen tales acidos nucleicos y/o vectores
recombinantes, asi como métodos de preparar y/o usar tales acidos nucleicos
del anticuerpo, vectores y/o células huésped. La invencién proporciona, ademas,
gue la secuencia codificada, dbminio, porcion o variante del presente anticuerpo
de union a la IL-13 se pueda administrar a un paciente en una composicion que
comprende un agente o solucién portadora adecuada, como una composicion
farmacéuticamente aceptable.

La invencion se relaciona, ademas, con métodos de generar,
purificar, y empacar un anticuerpo descrito en la presente descripcion para su
uso en el tratamiento o prevencion de afecciones patologicas asociadas con la
bicactividad de 1a IL-13 al administrar una cantidad terapéuticamente o
profilacticamente efectiva de un anticuerpo. La presente invencion proporciona
un método de expresar un anticuerpo anti- IL-13 en una célula huésped, que
comprende cultivar una célula huésped como se describe en la presente
descripcion bajo condiciones en donde un anticuerpo anti- IL-13 se expresa en
cantidades detectables y recuperables.

En resumen, el contenido descrito y reivindicado en la presente
descripcion incluye:

Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién al.
antigeno de éste que se une a un epitopo de la IL-13 (sec. con num.
de ident.: 1), en donde dicho epitopo comprende una arginina en la
posicion 10 y una arginina en la posicion 107 de la sec. con num. de
ident.: 1: y puede comprender, ademas, un residuo seleccionado del
grupo que consiste de: una serina en la posicion 6, una isoleucina en

la posicion 13, un acido glutamico en la posicion 14, una leucina.en

7/0




la posicion 100, una lisina en la posicién 103, una fenilalanina en la
posicién 108, y un acido glutamico en la posicion 108 de la sec. con
num. de ident.: 1;

Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de union al
antigeno de éste que comprende un paratopo que comprende una
region variable de cadena ligera y comprende, ademas, un residuc de
tirosina que a) interactia con la IL-13 en la arginina en la posicion 10; y
b) forma un enlace con un acido glutdmico en la posicion 14 de la sec.
con num. de ident.: 1. El paratopo puede comprender, ademas, un
residuo de histidina y residuo de asparagina en dicha region variable de
cadena ligera, y puede comprender, ademds, una region variable de
cadena pesada que comprende residuos de contacto con el paratopo

seleccionados del grupo que consiste de tirosina, triptéfano, acido

aspartico, valina y arginina. La region variable de cadena ligera del

paratopo puede comprender la sec. con ndm. de ident.: 2 y dicha
tirosina esta en la posicidn 32 de la sec. con nim. de ident.: 2, y dicha
regién variable de cadena pesada comprende la sec. con num. de
ident.:3 y dicho residuos de contacto comprenden una tirosina en la
posicién 32, un acido triptéfano en la posicion 54, y una tirosina en la
posicion 104;

Un anticuerpo monocional aislado o fragmento de union al
antigeno de éste que comprende un paratopo gue comprende una
region variable de cadena ligera y comprende, ademas, un residuo
de acido aspartico que a) interactia con la IL-13 en la arginina en la
posicion 10; y b) forma un enlace con una serina en la posicion 6 de
la sec. con num. de ident.: 1, en donde dicho paratopo comprende,

ademas, un residuo de tirosina y un residuo de histidina en dicha




region variable de cadena ligera. El paratopo puede comprender,
ademas, una region variable de cadena pesada que comprende
residuos de contacto con el paratopo seleccionados del grupo que
consiste de tirosina, triptdéfano, acido aspartico, valina, y arginina. La
regién variable de cadena ligera puede comprender la sec. con num.
de ident.: 25 y dicho acido aspartico esta en la posicion 92 de la sec.
con num. de ident.: 25, y la region variable de cadena pesada puede
comprender la sec. con num. de ident.: 26 y dicho residuos de
contacto comprenden una tirosina en la posicion 32, un acido
triptéfano en la posicion 54, y una tirosina en la posicion 104;

Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de union al

antigeno de éste que compite por la unién a un epitopo de la IL-13 con

un anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo que consiste de
C863, HFAL62, y M1295. El anticuerpo monoclional cbmprende una
CDR3 de cadena ligera (L-CDR3) de sec. con nim. de ident.: 28y L-
CDR3 de la sec. con num. de ident.: 29 se define ademas como se
muestra-en la Formula (1): Férmula (1)--Q-Q-Xaai-Xaaz-Xaaz-Xaas-P-Y-
T (sec. con num. de ident.: 29) en donde Xaa, puede ser His, Gin, o
Pro; Xaa, puede ser Asn, Asp, Ser, Leu, Pro, lie, Phe, Glu, o Val; Xaas
puede ser Glu, Asp, Gly, Ser, lle, Tyr, Tryp, Asn, His, Val, Met, Arg, Leu,
Phe, Pro o esta ausente; y Xaa, puede ser Tyr, Gly, Ser, Ala, Val, Phe,
Thr, Glu, o esta ausente. El anticuerpo monoclonal puede comprender
la region variable de cadena pesada de la sec. con nim. de ident.: 28
y/o la region variable de cadena ligera de la sec. con num. de ident.: 27;
Un anticuerpo monoclonal aislado que comprende la cadena
ligera variable de la sec. con nim. de ident.: @ y variantes de esta, y la

cadena pesada variable de la sec. con num. de ident.: 20, y variantes
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de esta. Las variantes de la cadena ligera variable de la sec. con num.
de ident.; 9 comprenden cambios en los residuos seleccionados del
grupo que consiste de una histidina en la posicién 91, una asparagina
en la posicién 92, un acido glutamico en la posicion 93, y una tirosina en
la posicién 94. Los residuos se pueden cambiar o eliminar como se
refleja en Ia tabla de la reivindicacion 18 en la solicitud presentada. Las
variantes de la cadena pesada variable de la sec. con num. de ident..
20 comprenden cambios en los residuocs seleccionados del grupo que
consiste de una treonina en la posicién 31, una metionina en la posicion
34, una metionina en la posicion 100, y una valina en la posicion 106.
Los residuos se cambian o eliminan como se refleja en la tabla de la
reivindicacién 20 en la solicitud presentada;

Un anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento de union al
antigeno de éste, que comprende la regién variable de cadena ligera de
la sec. con ndm. de ident.: 25, y la region variable de cadena pesada de
la sec. con num. de ident.: 26. El anticuerpo comprende, ademas,
regiones constantes de inmunoglobulina de cadena ligera y pesada
correspondientes y regién de articulacion de cadena pesada. El

anticuerpo, asi como cualquier otro anticuerpo descrito en la presente

descripcion, se puede preparar en una composicion farmaceéutica. El

anticuerpo aislado puede comprender variantes de secuencias de la
sec. con num. de ident.: 25 y la sec. con num. de ident.: 26, en donde
tales variantes retienen la capacidad de unirse a un.epitopo de IL-13
(sec. con num. de ident.: 1), en donde dicho epitopo comprende una
arginina-en la posicion 10 y una arginina en la posicion 107 de la sec.
con num. de ident.: 1, y el epitopo puede comprender, ademas, un

residuo seleccionado del grupo que consiste de: una serina en la




posicion 6, una iéoleucina en la posicién 13, un acido glutamico en la
posicién 14, una leucina en la posicion 100, una lisina en la posicion
103, una fenilalanina en la posicion 106, y un écido glutamico en la
posicion 108 de la sec. con nim. de ident.: 1;

Un anticuerpo recombinante humanizado aislado que
comprende una region variable de cadena pesada humanizada y region
variable de cadena ligera humanizada, en donde la regién variable de |
cadena pesada humanizada comprende tres regiones determinantes
complementarias (CDR) de la sec. con nim. de ident.: 3 de cadena
pesada y una region marco humana de una cadena pesada del
anticuerpo aceptor humano, y la region variable de cadena ligera

humanizada comprende tres regiones determinantes complementarias

de sec. con num. de ident.: 2 de cadena ligera y una regién marco

humana de un cadena ligera del anticuerpo aceptor humano; en donde
el anticuerpo humanizado reduce la union de lalL-13 a un receptor IL-13
en las células THP-1 medido por la sefalizaciéon de STATE. El
anticuerpo modula, sustancialmente, una actividad del polipéptido IL-13
seleccionado del grupo que consiste de (a) inhibe la union de la IL-13
humana silvestre recombinante humana al receptor IL-13 alfa 1 humano
o un receptor IL-13 animal adecuado medido por la fosforilacion de Stat-
6 inducida por la IL-13 silvestre, (b) inhibe la unién de 1a I1L.-13 humana
silvestre recombinante humana al receptor IL-13 alfa 2 humano o un
receptor IL-13 animal adécuado, (c) disminuye los numeros de celulas
de eosindfilos, linfocitos, macréfagos y neutréfilos en los grupos de
ratas tratadas con el anticuerpo en comparacion con los sensibilizados
con OVA tratados con solucién salina, y (d) disminuye la resistencia de

las vias respiratorias en animales desafiados quimicamente en
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comparacion con un agente control no especifico. El anticuerpo puede
comprender CDR de la region variable de cadena pesada
seleccionadas del grupo que consiste de las sec. con num. de ident.. 3,
20 y 26 y la region variable de cadena ligera seleccionadas del grupo
que consiste de las sec. con nim. deident.: 2, 9, 14,y 26.;

Un fragmento de anticuerpo de union al antigeno
inmunoespecifico para la IL-13 humana el cual se une a una
variante de IL-13 R110Q con una Kp medida por resonancia del
plasmén de superficie (Biacore) de menos de 250 pM (0,250 X 10°
® M) y evita fa unién de la IL-13 a IL-13R2alfa1 en células THP-1
medido por la sefializacion de STAT6 y dicho anticuerpo se puede
mostrar para contactar la IL-13 humana en los residuos de hélice A
que comprenden Arg10, lle13, Glu14 y residuos de hélice D que
comprenden Lys103, Phe106, Arg107, Glu108, donde las distancias
interatdmicas no exceden 4,0 A;

Un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo IL-13 de
la reivindicacién 1 o cualquiera de los anticuerpos descritos y
reivindicados en la presente descripcion; y vectores, células
huésped, que comprenden tales acidos nucleicos;,

Una composicion, que incluye composiciones farmaceuticas,
comprende un anticuerpo IL-13 de la reivindicacién 1 o cualquier otro
anticuerpo descrito en la presente descripcion.

Un método para diagnosticar o tratar una afeccion
relacionada con la iL-13, que incluye asma, en una célula, organo o
animal, el método que comprende poner en contacto o administrar

una composicion que comprende una cantidad efectiva (0,001-
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50 mg/kilogramo) de un anticuerpo descrito en la presente
descripcion;

Un método para inmunizar un huésped mediante el uso de
un epitapo IL-13 que comprende residuos de hélice A (Arg10, lle13,
Glu14) y residuos de hélice D (Lys103, Phe106, Arg107, Glu108) o
un péptido mimetico de estos; y

Una composicidon farmacéutica que comprende el anticuerpo
de cualquiera de las reivindicaciones 1-22, y 24-30 presentadas y el
uso de un anticuerpo anti-IL-13 de cualquiera de las
reivindicaciones 1-22, y 24-30 presentadas, para la preparacion de
un medicamento para el tratamiento de un desorden mediado por la

IL-13.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Alineamientos de las regiones V seleccionados de
genotecas de marco humano que se usan para la adaptacién humlana de las
CDR C836 murinas injertadas (dentro de cuadros) para la cadena ligera
(alineamiento superior) y la cadena pesada (alineamiento inferior).

Figura 2. Datos obtenidos de un ensayo de unidn de competencia
IL-13R-alfa2 para varios mAbs de alta afinidad generados por medio del uso de
variantes humanizadas de C863, en donde la variante L-CDR3 (especificada) se
apareé con la variante 2C02 de cadena pesada y se us6 IL-13-WThbiotinilada a
500 pg/ml.

Figura 3. Una tabla que refleja los diferentes esquemas numerados

para definir la estructura de los anticuerpos preferidos.
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BREVE DESCRIPCION DEL LISTADO DE SECUENCIAS

Sec. con num,
de ident.:

Designacion{es)

Descripcion

iL-13, IL-13R130Q, IL-
13R110Q

Cadena madura de I1L-13 humana (112 aminoacidos) y
variante R1100

C836 LCV, Le16, 2A02|Region variable de cadena ligera Mab C836 murina

C836 HCV, He7, 1A

Region variable de cadena pesada Mab C836 murina

L, 1A02

VB_A20 de marco humano con CDR-L C836

Lc2, 1C03

VB_012 de marcae humano con CDR-L C836

Lc3, 1F03

VB _L18 de marco humano con CDR-L C836

Lc4, 1G02

VB_A30 de marco humano con CDR-L C836

Lcs, 3A01

\VB_L8& de marco humano con CDR-L C836

G @[ T[T D] B[O ]R

Lc6, 3C09
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Abreviaturas

CDR = Region de determinacién complementaria; ELISA= Ensayo
inmunoabsorbente unido a enzimas, Fab= fragmento de union al antigeno; Hc =
cadena pesada del anticuerpo; HFA = Marco humano adaptado; HV: regiones
hipervariables; variante IL-13 R130Q de [L-13 (numeracion desde la metionina
nim. 1 del péptido de sefal) olL-13 R110Q de la cadena madura; Lc = cadena
ligera de anticuerpo; mAb = anticuerpo monoclonal, Ra1 o R alfa 1 = receptor IL-
13 alfa 1 humano' Ra2 o R alfa 2 = receptor IL-13 alfa 2 humano; SDRU uso del
residuo determinante de especificidad; TBST amortiguador Tris salinc con
Tween.

Definiciones

Los términos “dominio de unién allantigeno," o “porcion de union al
antigeno™ de un anticuerpo, como se usa en la presente descripcion, se refieren a
uno o mas fragmentos de un anticuerpo que retiene la capacidad para unirse
especificamente a un antigeno (por ejemplo, IL.-13). Se demostro que la funcion de
union al antigeno de un anticuerpo se puede realizar por los fragmentos de un
anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de union abarcados
dentro del término “porcién de union al antigeno” de un anticuerpo incluyen un
fragmento Fab, un fragmento monovalente que tiene los dominios VL, VH, CL y
CH1; un fragmento F(ab)2, un fragmento bivalente que comprende dos frégmentos
Fab enlazados por puentes de bisulfuro a una region de articulacion; un fragmento
Fd que tiene los dominio VH y CH1; un fragmento Fv que tiene los dominio VL y
VH de un solo brazo de un anticuerpo; un anticuerpo del dominio o fragmento dAb
(Ward y otros, 1989 Nature 341:544-546), que consiste de un dominio VH; y una

region de determinacion complementaria (CDR) aislada, especialmente y una
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CDR3 (ver, por ejemplo, en la patente nim. WQ03/025019, cuyo conte_nido se
incorpora en la presente descripcion como referencia).

Las regiones de unidn al antigeno se definen por medio del uso de
varios términos. El término “regiones determinantes complementarias (CDR)” se
basa en la variabilidad de la secuencia(Wu y Kabat, J. Exp. Med. 132:211-250,
1970). Existen seis CDR, tres en la cadena pesada variable, o VH, y se designan,
tipicamente, H-CDR1, H-CDR2, y H-CDR3, y tres CDR en la cadena ligera |
variable, o VL, y se designan, tipicamente, L-CDR1, L-CDR2, y L-CDR3 (Kabat y
otros, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.° Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991). “Region
hipervariable”, “HVR”, o “HV" se refieren a las regiones de un dominio de
anticuerpo variable que son variables en estructura como lo define Chothia y Lesk
(Chothia y Lesk, Mol. Biol. 196:901-917, 1987). Existen seis HVR, tres en VH (H1,
H2, H3) y tres en VL (L1, L2, L3). Chothia y Lesk se refieren a las HV
estructuralmente conservadas como “estructuras canénicas”. Otro método de
describir las regiones que forman el sitio de union al antigeno se propuso en
Lefranc (Lefranc y otros, Developmental & Comparative Immunology 27:55-77,
2003) basado en la comparacion de los dominios V de las inmunoglobulinas y
receptores de células T (Lefranc y otros, Developmental & Comparative
Immunology 27:55-77, 2003). El sitio de unién al antigeno se puede delinear en
base al “Uso del Residuo Determinante de la Especificidad (SDRU)”, de
conformidad con Almagro (Almagro, Mol. Recognit. 17:132-43, 2004), donde
SDRU se refiere a residuos de aminoacidos de una inmunoglobulina gue estan
directamente involucrados en el contacto con el antigeno. Una correspondencia
entre las diferentes definiciones de las regiones de unién de anticuerpos
ejemplares descritos y reivindicados se presenta en la FIGURA 3. En la presente

descripcion se usé la numeracion de Chothia y las convenciones indel (Al-lazikani
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y otros, J Mol. Biol. 1997) y CDR ya que las regiones CDR se definen como
posiciones especificas dentro de la secuencia lineal de VH o VL que toma en
cuenta las contribuciones o contribuciones potenciales de esos residuos a la unién
al antigeno.

Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH son
codificados por genes separados, pueden unirse, por medio del uso de métodos
recombinantes, por un enlazador sintético que les permite formarse como una
sola cadena de proteina en la cual las regiones VL y VH se aparean para formar
moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv); ver por
ejemplo, Bird y otros, 1988 Science 242:423-426; y Huston y otros, 1988 Proc.
Nat. Acad. Sci. 85:5879-5883). Tales anticuerpos de cadena sencilla son
abarcados por el término “porcién de unién al antigeno” de un anticuerpo. Estos
fragmentos de anticuerpos se obtienen por medio del uso de tecnicas
convencionales conocidas por aquellos con experiencia en la materia, y los
fragmentos se ensayan con respecto a su utilidad de la misma manera que los
anticuerpos intactos.

Un “anticuerpo aislado”, como se usa en la presente descripcion, se
refiere a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que
tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo aislado |
que se une especificamente a la IL- 13 esta sustanciaimente libre de anticuerpos
que se unen especificamente a antigenos distintos de la IL-13). Un anticuerpo
aislado que se une especificamente a la IL-13 puede, sin embargo, tener
reactividad cruzada con otros antigenos, tales como las moiéculas de IL-13 de
otras especies. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre
de otro material celular y/o sustancias quimicas.

Los términos “anticuerpo monoclonal,” “Mab™, o “composicién del

anticuerpo monoclonal® se entienden, generalmente, que se refieren a un
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anticuerpo, o composicion de anticuerpos, de manera que un anticuerpo es el
producto de un hibridoma capaz de secretar solamente un tipo de 'anticuerpo, 0
se produce por un transfectoma, o es un anticuerpo preparado y aislado por
métodos recombinantes a partir de un hibridoma, un transfectoma, o una
genoteca de anticuerpo humano combinatoria, o el anticuerpo se prepara,
expresa, crea o aisla por cualquier otro medio que involucra escision y empalme
de todo o una porcién de un gen de inmunoglobulina humana, secuencias a otras
secuencias de ADN.

El término “anticuerpo humanizado”, “anticuerpo modificado”,
“marco humano adaptado”, y “HFA” como se usa en la presente descripcion,
pretende incluir los anticuerpos que tienen marcos de region variable que se
derivan de secuencias de origen humano. Ademas, si el anticuerpo contiene una
region constante, la region constante se deriva tipicamente de tales secuencias
humanas, por ejemplo, secuencias de la linea germinal humana, o de origen
natural (por ejemplo, alotipos) o versiones mutadas de secuencias de la linea
germinal humana. Los anticuerpos humanizados de la invencién pueden inqluir
residuos de aminoacidos no codificados por secuencias humanas (por efemplo,
mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especificas del sitio in vitro o
por mutacion somatica i vivo).

El término “interleucina-13~ o “IL- 13™ es, excepto en donde el contexto
lo indique de otra forma, la IL- 13 humana como se representa por la cadena madura
mostrada en |la sec. con nim. de ident.: 1. La presente invencién proporciona
anticuerpos, particularmente anticuerpos humanos o humanizados, que se unen a los
residuos de aminoéacidos en la IL- 13 humana y, desde el momento en que estds
residuos presentan un epitopo tridimensional con la molécula de IL-13, se puede
esperar que los anticuerpos monoclonales de la presente invencion reaccionen de

manera cruzada con la IL-13 de primate no humana, que incluye [L-13 de monos
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cinomolgos y rhesus u otros homalogos de la IL-13 de otras especies. Los
anticuerpos de acuerdo con las modalidades de la presente invencion se unen a una
variante de la IL-13, en donde un residuo de arginina en la posicién 130 del
aminoacido se reemplaza con glutamina. |

Como se usa en la presente descripcion, el termino “alta afinidad”
para un anticuerpo se refiere a un anticuerpo que tiene una Kp de 10® M 0 menos,
con mayor preferencia, 10" M 0 menos y. alin con mayor preferencia, 10""Mo
menos. El término “Kgis” 0 “Kp™* 0 “Kg”, como se usa en la presente descripcion,
pretende denominar la tasa de disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno
particular. La *Kp”, es la relacion de la tasa de disociacion (kz), tambien llamada la
“constante de disociacion (ko) 0 “kg”, de la tasa de la constante de asociacién-(ko.
o “constante de asociacion (ken)” © “ka”. Asi, Kp iguala k2/k1 0 Kogr / kon 0 Ko / ka ¥ S€
expresa como una concentracion molar (M). Se deduce que mientras menor es Ko,
mas fuerte es el enlace. Asi, un Ko de 10° uM (o0 1 mM) indica un enlace débil
comparado con 107 M (o 1 nM).

Como ée usa en la presente descripcion, “union especifica” o “union
inmunoespecifica” o “se une inmunoespecificamente” se refieren a una union del
anticuerpo a un antigeno predeterminado. Tipicamente, el anticuerpo se une con
una constante de disociaciéon (Kp) de 107 M o menos, y se une al antigeno
predeterminado con una Kp que es al menos dos veces menor que su Kp para la
unién a un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA, caseina, u otro polipéptido no
especifico) distinto del antigeno predeterminado. Las frases “un anticuerpo que
reconoce la IL-13™ y “un anticuerpo especifico para la IL-13” se usan
intercambiablemente en la presente descripcion con el término “un anticuerpo que
se une inmunoespecificamente a la IL-13.”

Anticuerpos — Caracteristicas
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El contenido descrito y reivindicado en la presente'descripcién se
relaciona con anticuerpos modificados anti-IL-13 que se unen a la IL-13 y,
preferentemente, interfiere con la actividad de la IL-13 o la unién in vivo, in vitro,
ylo in situ. Un anticuerpo anti-iL-13 preferido, porcion especificada de este, o
variante puede, ademas, modular la funcién o actividad de la IL-13, tal como,
pero sin limitarse a, la sefalizacion del receptor de la IL-13, |a sobre o
desregulacion del receptor de la IL-13, actividad de la IL-13 asociada con la
sefalizacion del receptor, sintesis de ARN, ADN o proteina, liberacion de
proteina, que incluyen IgE e induccion de antigenos de clase Il complejos de
mayor histocompatibilidad y CD23.

Los anticuerpos modificados pueden comprender cualquier tipo de
dominios constantes de cualquier clase de anticuerpo, que inclu-ye IgM, 19G, IgD, 1gA
y IgE, y cualquier subclase (isotipo), que incluye 1gG1, IgG2, IgG3 y IgG4. Cuando se
desea que el anticuerpo modificado exhiba actividad citotoxica, el dominio constante
es usualmente un dominio constante de fijacién al complemento y la clase es
tipicamente 1gG4. Cuando no se desea tal actividad citotéxica, el dominio constante |
puede ser de la clase IgG;. El anticuerpo modificado puede comprender secuencias
de mas de una clase o isotipo.

Los acidos nucleicos que codifican regiones variables de cadena
ligera y pesada modificadas, opcionalmente unidas a regiones constantes, se
insertan en vectores de expresion. Las cadenas ligeras y pesadas se pueden
clonar en los mismos o diferentes vectores de expresion. L.os segmentos de ADN
que codifican secuencias de aminoacidos de anticuerpos se unen operablemente
a las secuencias control en el{los) vector(es) de expresion que aseguran la
expresion de los polipéptidos de inmunoglobulina. Tales secuencias control

incluyen una secuencia sefial, un promotor, un potenciador, y una secuencia de

terminacidn de la transcripcién (ver Queen y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados ,}




Unidos 86, 10029 (1989); patente nim. WO 90/07861; Co y otros, J. Immunol.
148, 1149 (1992), las cuales se incorporan en la presente descripcion como
referencia en su totalidad para todos los propdsitos). Debido a la redundancia en
el codigo genético, los segmentos de ADN que codifican cadenas de
inmunoglobulinas, subdominios o fragmentos de estos pueden variar la
composicion seleccionada a partir de porciones de secuencias humanas de acido
nucleico de origen natural, secuencias hibridizables para tales secuencias, ©
secuencias completamente artificiales que codifican las secuencias de
aminoacidos del anticuerpo.

Los anticuerpos humanos monoclonales de la invencién se pueden
probar para unirse a la IL-13, por ejemplo, por ELISA estandar.

En un aspecto los anticuerpos de la presente invencion comprenden
un anticuerpo especifico I1L-13, o fragmento de unién IL-13 de éste, porcion
especificada de éste, o variante que modula (preferentemente inhibe) una
actividad biolégica mediada por la IL-13, in vitro, in vivo, o in situ, y exhibe uno o
mas de los siguientes criterios:

1. se ure a lalL-13 recombinante silvestre humana o purificada (sec. con num.
de ident.; 1), y la variante Q110 de la IL-13 de origen natural, o un fragmento
de esta, en un ensayo en fase sdlida;
tiene una Kq aparente para el mutante especifico o silvestre de la IL-13
humana menor gue 0,25 nM (determinado por reson.ancia de plasmén de
superficie
inhibe la union de la 1.-13 humana silvestre recombinante humana al
receptor IL-13 alfa 1 humano, o a un receptor de la IL-13 animai no humano
medido por la fosforilacion Stat-6 inducida por la IL-13 silvestre, que es un

evento de transduccion de sefiales especifico IL-13Rat;
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inhibe la unién de la 1L-13 humana silvestre recombinante humana al
receptor IL-13 alfa 2 humano o un receptor de la IL-13 animal no humano
adecuado;

contacta la IL-13 en los residuos en la hélice A (Arg10, lle13, Glu14) y 5
residuos de hélice D (Leu100, Lys103, Phe1086, Arg107, Glu108), en donde
las distancias interatémicas no exceden 4,0 A;

tiene una solubilidad de al menos 10-100 mg/ml en PBS a pH 7,4, tal como al
menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 u 80 mg/ml;

evita o suprime la proliferacion de células THP-1 de tumor humano dependiente
de la IL-13 humana silvestre en comparacion con el crecimiento en presencia de
una concentracion de IL-13 sin anticuerpo presente;

inhibe la produccion de IgE in vitro dependiente de la IL-13 humana
recombinante silvestre de la IL-13 humana en una preparacién de células B
humanas fresca en comparacion con células B frescas estimuladas con la
misma concentracion de la IL-13 en ausencia del anticuerpo; y

se une a la IL-13 humana nativa silvestre con una potencia similar a aguella
para lalL-13 recombinante, como se puede determinar por un bioensayo
dependiente de la IL-13 o ensayo de union en fase sdlida.

En otro aspecto de la invencion las caracteristicas estructurales de los
dominios de union se usan para crear anticuerpos humanos anti-IL-13
estructuralmente relacionados que mantienen una propiedad funcional de los
anticuerpos de la invencié_n, tal como la unidn a la IL-13. Mas especificamente, una
o mas regiones CDR de un anticuerpo y las variantes descritas en la presente
descripcion se puede combinar recombinantemente con regiones marco humanas
conocidas y CDR para crear los anticuerpos humanos anti-IL-13 adicionales,

recombinantemente modificados de la invencion.
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Por ejemplo, una aproximacion que se tomao para hacer anticuerpos
especificos IL-13 que tienen una o mas de las caracteristicas anteriormente descritas
fue generar hibridomas murinos de tejido linfoide tomado de ratones inmunizados con
la forma madura de la variante R130Q humana de la IL-13 (sec. con num. de ident..
1). Después de la inmunizacion, un anticuerpo monoclonal R130Q de IL-13 anti-
humano murino se obtuvo y se designd “C836~. Las CDR C836 de las regiones
variables de cadena ligera y pesada (sec. con num. de ident.: 2 y 3, respectivamente)
se injertaron én los marcos de cadena pesada y cadena ligera humanos
seleccionados y la afinidad de union optimizados. Especificamente, la afinidad de
union de estos anticuerpos del marco humano adaptado (HFA) para la IL-13 humaha
y la variante IL-13 R130Q se mejoraron por mutacion dirigida por aleatorizacion y
seleccion de una genoteca de Fab de presentacion en fagos, o por mutagénesis
dirigida al sitio, para desarrollar un panel de cadenas ligeras y pesadas capaces de
unirse con alta afinidad a la IL-13 humana y la variante I1L.-13 R130Q (que tambien
porta la designacion “IL-13 R110Q"). El apareado de las cadenas ligeras y pesadas
maduras de afinidad descrito en la presente descripcion permite la construccion de
anticuerpos completos que tienen valores de Kp mejorados los que pueden ser del
orden de aproximadamente 50 pM, y una solubilidad mayor que 100 mg/ml en
solucion salina regulada con fosfato. Los anticuerpos maduros de afinidad bloguean
la union de I1L.-13 a los receptores IL-13 alfa 1 (Ra1) y alfa 2 (Ra2). Los anticuerpos
muestran estas caracteristicas cuando se expresan en sistema de expresion en
mamiferos tales como células 293 de rifién embridnicas humanas (HEK293) o celulas
de ovario de hamster chino (CHO).

Un mAb, en particular aceptado para la caracterizacion avanzada,
comprende una cadena ligera de la maduracién mediada por fagos de Lc6 {sec.
con ndm. de ident.: 9) y una cadena pesada de la mutagénesis dirigida al sitio de

dos metioninas en las CDR de Hc2 (sec. con nim. de ident.: 20). Este mAb se
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designé M1295 y comprende la sec. con ndm. de ident.: 25y 26 como las
regiones variables Lc y He, respectivamente, y puede codificarse por las
secuencias de acido nucleico correspondientes y expresarse en una célula
huésped u otro sistema que comprenda los componentes necesarios para la
transcripcion y/o traduccion.

La invencion proporciona, ademas, composiciones y rﬁétodos
especificos para la preparacion de las composiciones que comprendeh un dominio
variable seleccionado de cualquiera de las sec. con nim. de ident.: 2 a 28 las cuales
tienen las caracteristicas deseadas y la actividad bioldgica para tratar un trastorno
mediado por la IL-13. Como se establecié anteriormente, en una modalidad se usan
las tres CDR de cadena pesada y tres CDR de cadena ligera del anticuerpo C836 o
fragmento de union al antigeno, como se muestra en la Tabla 2. Los anticuerpos
recombinantes comprenden, preferentemente, las regiones CDR de cadena pesada
y ligera de C836, y variantes de esta, como se muestra en la Tabla 2, y aquellos
residuos de las regiones especificas de las sec. con num. de ident.. 27-29. Los
anticuerpos pueden comprender, ademas, los dominios CDR2 de C836 y variantes
de esta. Mas adn, los anticuerpos de la invencion pueden comprender los dominios
de CDR1 de C836 y variantes de estos. La invencion puede proporcionar, ademas,
anticuerpos anti-IL-13 que comprenden: (1) regiones marco de cadena pesada
humanas, y (2) regiones marco de cadena ligera humanas junto con dominios CDR
preferidos. Las regiones marco humanas son sustancialmente identicas a las
regiones marco de las sec. con num. de ident.: 4 a la 28. Sin embargo, otras
regiones marco combinadas con regiones CDR preferidas se pueden usar para
obtener los anticuerpos que tienen las propiedades deseadas para el destino de
interés (por efemplo, la |L-13).

Adicionalmente, y como ejemplo no limitante, el anticuerpo o porcidn de

union al antigeno o variante puede comprender una secuencia de aminoacidos de
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cadena pesada de las sec. con num. de ident.: 19-24, y/o una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera de las sec. con num. de ident.: 4-18. En una modalidad
particular el anticuerpo o fragmento de union al antigeno puede tener una region de
union al antigeno que comprende una porcion de una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 28. En otra modalidad
particular el anticuerpo o porcion de unién al antigeno o variante puede tener una
regidn de union al antigeno que comprende una porcion de una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident.; 27. Tales
anticuerpos se pueden preparar al unir quimicamente las diferentes porciones (por
ejemplo, CDR, marco, etc.) del anticuerpo por medio del uso de tecnicas
convencionales, al breparar y expresar una molécula de acido nucleico que codifica -
la(s) secuencia(s) de cadena pesada o ligera por medio del uso de técnicas
convencionales de la tecnologia de ADN recombinante o por medio del uso de
cualquier otro método adecuado.

Los dominios de las CDR1, 2, y/o 3 de los anticuerpos modificados
pueden cons_istir de secuencia(s) de aminodcidos particular(es) descritas en la
presente descripcion. Adicionalmente, las regiones CDR pueden tolerar la
variabilidad de la secuencia y mantener sus caracteristicas bioldgicas y de union
deseadas. En consecuencia, en otra modalidad, el anticuerpo modificado puede
comprender CDR que son, por ejemplo, 90 %, 95 %, 98 % 6 99,5 % idénticas a una
o mas CDR de C836, como se muestra en la Tabla 2 y variantes como se da en las
posiciones especificadas de las sec. con nim. de ident.: 2-29. Las regiones marco
de inmunoglobulinas son sustancialmente idénticas o idénticas a las regiones marco
de las regiones variables de la linea germinal humana de la que se derivan. Muchos
de los amino&cidos en la region marco contribuyen poco o no contribuyen
directamente a la especificidad o afinidad de un anticuerpo. Asi, muchas

sustituciones conservativas de los residuos del marco se pueden tolerar sin cambio
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apreciable de la especificidad o afinidad de la inmunoglobulina humanizada
resultante. Las regiones marco pueden ser 90 %, 95 %, 98 % 6 99,5 % idénticas a
uno o mas de los marcos descritos en la presente descripcién mientras permite que
las regiones variables de la inmunoglobulina mantengan la capacidad para
contactar los residuos del destino (por ejemplo, IL-13). Los segmentos variables de
los anticuerpos hurnanizados producidos como se describid anteriormente se unen,
tipicamente, a al menos una porcién de una regidn constante de inmunoglobulina
humana. El anticuerpo contendra regiones constantes de cadena ligera y cadena
pesada. La region constante de cadena pesada incluye, usualmente, dominios CH1,
articulacion, CH2, CH3, y, algunas veces, CH4.

La estructura del anticuerpo IL-13 (o fragmentos de éste) se pueden
definir también de conformidad con la estructura cristalina tridimensional de los
anticuerpos IL-13 modificados que forman complejo con la IL-13 o una variante de la
IL-13. La secuencia de aminoacidos de un anticuerpo IL-13 se puede alterar, pero
sin embargo mantener una estructura cristalina tridimensional que permite a los
anticuerpos IL-13 modificados contactar el epitopo IL-13 y producir un anticuerpo
especifico IL-13 de neutralizacion. Preferentemente, las regiones marco del
anticuerpo pueden ser 90 %, 95 %, 98 % 6 99,5 % idénticas a uno o0 mas de los
marcos descritos en la presente descripcion mientras permite que las regiones
variables de la inmunoglobulina mantengan la capacidad para contactar residuos
especificos de la IL-13 de hélice A (Arg10, lle13, Glu14) y residuos de hélice D
(Leu100, Lys103, Phe106, Arg107, Glu108), donde las distancias interatomicas no
exceden 4,0 A.

Los anticuerpos IL-13 descritos en la presente descripcion se pueden
definir, ademas, en términos del paratopo involucrado con la unién a IL-13. Por
ejemplo, los anticuerpos que tienen una region de paratopo que incluye los residuos

de una region variable de cadena ligera enumerados desde el residuo amino terminal

/}‘7\




como “1”, dados por los residuos de cadena L Tyr32, His81, Asn92 de la sec. con
nam. de ident.: 2 y 9 residuos de la cadena H Tyr32, Trp54, Trp55, Asp56, Val58,
Argb0, Asp103, Tyr104, Asp105 de la sec. con num. de ident.: 3, enumerados desde
el residuo amino terminal como “1”, son modalidades particulares de estos
anticuerpos modificados. Otra modalidad particufar es un anticuerpo que incluye
residuos de la cadena L Tyr32, His91, Asp92 (sec. con nim. de ident.: 25} y residuos
de cadena H Tyr32, Trp54, Trp55, Asp56, Vals8, Args0, Asp103, Tyr104, Asp105) de
la sec. con num. de ident.. 3.

Adicionalmente, para la union a la 1L-13, los anticuerpos modificados
tales como los descritos anteriormente se pueden seleccionar para que mantengan
otras propiedades funcionales de los anticuerpos de la invencién, tales como la
capacidad para inhibir la union de la 113 a IL-13R-alfal y prevenir la sefializacion de
la IL-13R-alfa1 a través de STATE y de ese modo bloquear o reducir las
bicactividades asociadas en células, tejidos, y 6rganos in vivo.

Método de preparar y probar los anticuerpos anti-IL-13

Un anticuerpo anti-IL-13 de la presente invencién se puede generar,
opcionalmente, por una variedad de técnicas, que incluyen la técnica de hibridacion
celular somatica estandar (método del hibridoma) de Kohler y Milstein (1975) Nature
256:495. En el método del hibridoma, un ratén un otro animal huésped, tal como un
hamster ¢ mono macaco se inmuniza como se describe en la presente descripcion
para obtener linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que se
unirdn especificamente a la proteina usada para la inmunizacion. Alternativamente,
los linfocitos se pueden inmunizar in vitro y fusionar con células de mieloma por
medid del uso de un agente de fusidn adecuado, tal como polietilenglicol, para formar
una célula de hibridoma.

El anticuerpo anti-IL-13 se puede generar, ademas, por inmunizacion de

un animal transgénico (por ejemplo, raton, rata, hamster, primate no humano, y

MO




similares) capaz de producir un repertorio de anticuerpos humanos, como se describe
en la presente descripcién y/o como se conoce en la materia. Las células que
producen un anticuerpo anti-IL-13 humano se pueden aislar de tales animales e

inmortalizar par medio del uso de métodos adecuados, tales como los métodos

descritos como hibridomas u otros métodos conocidos en la materia.

Alternativamente, el anticuerpo de secuencias codificantes $e puede clonar, introducir
en un vector adecuado, y usar para transfectar una célula huésped para la expresion
y aislamiento del anticuerpo por métodos que se ensefian en la presente descripcion
y agquellos conocidos en la materia.

El uso de ratones transgénicos que portan loci de inmunoglobulina
(lg) humana en su configuracion de linea germinal proporcionan el aislamiento de
los anticuerpos monoclonales completamente humanos de alta afinidad dirigidos
contra una variedad de objetivos gque incluyen los propios antigenos humanos para
los que el sistema inmune humano normal es tolerante (ver, por ejemplo, Lonberg,
N. y otros, patentes de los Estados Unidos num. US 5.569.825, US 6.300.129;
Kucherlapati, y ofros, patente de los Estados Unidos num. US 6.713.610). Los loci
de inmunoglobulina endégenos en esos ratones se pueden interrumpir o suprimir
para eliminar la capacidad del animal para producir anticuerpos codificados por los
genes endégenos. Adicionalmente, las companiias tales como Abgenix, inc.
(Fremont, Calif.) y Medarex (San Jose, Calif.) se pueden encargar de proporcionar
anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno seleccionado por medio del uso
de la tecnologia como se describid anteriormente.

Los anticuerpos obtenidos de fuentes no humanas se pueden
humanizar. Por ejemplo, el anticuerpo humanizado puede comprender porciones
derivadas de una inmunoglobulina de origen no humano con la especificidad
necesaria, tal como un ratén, y de secuencias de inmunoglobulina de origen

humano (por ejemplo, inmunoglobulina quimérica), unida quimicamente por




técnicas convencionales (por ejemplo, sintéticas) o preparada como un
polipéptido contiguo por medio del uso de técnicas de ingenieria genética (por
ejemplo, ADN que codifica las porciones de proteina del anticuerpo gquimerico se
puede expresar para producir una cadena de polipéptido contiguo). Otro ejemplo
de una inmunoglobulina humanizada es una que contiene una o mas cadenas de
inmunoglobulinas que comprenden una CDR derivada de un anticuerpo de
origen no humano y una regién marco que se deriva de una cadena ligera y/o
pesada de origen humano (por ejemplo, anticuerpos con injerto de CDR con o
sin cambios del marco). El proceso de adaptacion del marco se basé en la
similitud de las regiones de marco entre el mAb C8386 de raton y las secuencias
en las bases de datos de lineas germinales humanas como se describe
esencialmente en la patente num. WO/08052108A2 “Methods For Use In
Human-Adapting Monoclonal Antibodies”, en donde la longitud del marco se
hace coincidir residuo por residuo a la de la variable parental ¢ la de las regiones
V. En total, dieciséis marcos de cadena ligera (LC) y seis de cadena pesada
(HC) se adaptaron al marco humano mediante la combinacion de las CDR C836
con los marcbs humanos seleccionados.

En una modalidad, el anticuerpo humano se selecciona de una
genoteca de fagos, en donde el fago comprende genes de inmunoglobulina humana
y la genoteca expresa dominios de unién del anticuerpo humano como, por ejemplo,
anticuerpos de cadena sencilla (scFv), como Fab, o algun otro constructo que

exhibe regiones variables del anticuerpo apareadas o no apareadas fusionadas a

una o mas de las proteinas de recubrimiento del fago. Esos métodos de exhibicion

de fagos para aislar anticuerpos humanos se establecieron en la materia, ver, por
ejemplo: las patentes de los Estados Unidos nims. 5.223.409; 5.403.484, y
5.571.698 de Ladner y ofros,; las patente de los Estados Unidos nums. 5.427.908 y

5.580.717 de Dower y otros,; las patente de los Estados Unidos ndms. 5.869.108 y
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6.172.197 de McCafferty y otros,; y las patentes de los Estados Unidos nums.
5.885.793; 6.521.404; 6.544.731, 6.555.313; 6.582.915 y 6.593.081 de Giriffiths y
otros. |

Los acidos nucleicos aislados de la presente invencion se pueden
preparar por medio del uso de (a) métodos recombinantes; (b) técnicas sinteticas;
(c) técnicas de purificacion, o combinaciones de estos, como se conocen bien en la
materia. El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla y se secuencia
facimente por medio del uso de métodos conocidos en la materia (por efemplo, por
medio del uso de sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse
especificamente a los genes que codifican las cadenas ligeras y pesadas de
anticuerpos murinos). Donde se produce un hibridoma, tales células pueden servir
como una fuente de ese ADN. Alternativamente, por medio del uso de técnicas de
exhibicion en donde la secuencia codificante y el producto de la traduccion se unen,
tal como un fago o genotecas de exhibicion ribosomal, la seleccion del aglutinante y
el acido nucleico se simplifican. Después de la seleccion del fago, las regiones
codificantes del anticuerpo del fago se pueden aislar y usar para generar
anticuerpos completos, que incluyen anticuerpos humanos, o cualquier otro
fragmento de unién al antigeno deseado, y que se expresan en cualquier huésped
deseado, que incluyen células de mamiferos, células de insectos, células vegetales;
levadura, y bacteria. Para la fabricacién comercial, el anticuerpo que codifica para el
ADN sera transfectado en una célula huésped adecuada, clones estables aislados,
y la linea celular expandida en un banco de celulas maestro.

Método de usar los anticuerpos anti-IL-13

La presente invencidn proporciona, ademas, un método para modular
o tratar una enfermedad relacionada con la IL-13, en una célula, tejido, érgano,

animal, o paciente, como se conoce en la materia o como se describe en la

presente descripcion, por medio del uso de un anticuerpo anti-IL-13 de la presente /B
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invencion. La presente invencion proporciona un método para modular lo tratar una
enfermedad relacionada con la IL-13, en una célula, tejido, 6rgano, animal, o
paciente que incluye, pero no se limita a, una enfermedad fibrética, neoplasica,
metabolica, una enfermedad inmune o inflamatoria relacionada, una enfermedad
cardiovascular, una enfermedad infecciosa, una dermatolégica, o una enfermedad
neurologica. El contenido descrito en la presente descripcion incluye, ademas, el
uso de un anticuerpo anti-IL-13 descrito en la presente descripcion en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno mediado por la
IL-13, que incluye, pero no se limita a, asma, dermatitis atopica, rinitis alérgica, y
trastornos respiratorios relacionados, y otros trastornos mediados por la IL-13
descritos en |la presente descripcion.

La interleucina 13 (IL-13) se asocia con las respuestas inflamatorias tipo
| que se ilustran con la triada atdpica del asma, dermatitis atopica y rinitis alergica.
Las evidencias emergentes vinculan la via de la IL-13 en la patogénesis de la
esofaguitis ecsindfila (EE), una enfermedad gastrointestinal mediada por eosindfilos.
Adicionalmente; la IL-13 se asocia con patologias de enfermedades no atopicas
relacionadas con la inflamacion y remodelacion tisular cbservada en sujetos no
atopicos con asma y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), y en
pacientes con enfermedades fibréticas que incluyen la esclerosis sistémica (SSc¢), v
fibrosis pulmonar idiopatica (IPF). Las razones para centrarse en la IL-13 es que las
respuestas atopicas y no atépicas en subconjuntos de enfermedades especificas son
gobernadas por la IL-13, y que el antagonismo de la proteina IL-13 dercgara tales
respuestas.

Enfermedad respiratoria

La presente invencion proporciona, ademas, un método para
modular o tratar una enfermedad bronquial, pulmenar o pleural en una celula,

tejido, drgano, animal o paciente, que incluye, pero no se limita a: asma;
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neumonia absceso pulmonar; enfermedades pulmonares ocupacionales
provocadas por los agentes inspirados o inhalados; y afecciones y fallo
respiratorio o causas gue conduzcan al fallo respiratorio. La presente invencion
proporciona, ademas, un método para modular o tratar enfermedad hiperactiva
de las vias respiratorias; bronquiolitis fibrosas obliterantes; enfermedades de
hipersensibilidad de los pulmones que incluyen neumonitis por hipersensibilidad
(alveolitis alérgica extrinseca), aspergilosis broncopulmonar alérgica, y
reacciones a medicamentos; sindrome de estrés respiratorio del adulto (ARDS),
sindrome de Goodpasture, trastornos de las vias respiratorias obstructivo crénico
(COPD), enfermedad pulmonar intersticial idiopatica tal como la fibrosis pulmonar
idiopatica y sarcoidosis; neumonia intersticial descamativa, neumonia intersticial
aguda; enfermedad pulmonar intersticial asociada con la bronquitis respiratoria;
bronquiolitis idiopaticas obliterantes con organizacién de la neumonia;
neumonitis intersticial linfocitica; granulomatosis de células de Langerhans;
hemaosiderosis pulmonar idiopatica; bronquitis aguda; proteinosis alveolar
pulmonar; bronquiectasia; atelectasia; fibrosis quistica; tumores del pulmoén; y
embolismo pulmonar.

Enfermedad neoplasica

La presente invencion proporciona, ademas, un método para modular
o tratar una enfermedad maligna o neoplasica en una célula, tejido, 6rgano, animal
o paciente, que incluye, pero no se limita a: leucemia; leucemia aguda; leucemia
linfoblastica aguda (ALL); célula B, célula T o FAB ALL; leucemia mieloide aguda
(AML); leucemia mieloide crénica (CML); leucemia linfocitica cronica (CLL);
leucemia de células capilares; sindrome mielodisplasico (MDS); un linfoma,

especiaimente linfoma de no Hodgkin, enfermedad de Hodgkin, un linforna no

maligno, linfoma de Burkitt; mieloma multiple; tumores sélidos como enfermedad

primaria 0 como enfermedad metastasica; sarcoma de Kaposi; carcinoma




colorrectal; cancer de prostata; cancer testicular; carcinoma de células renales;
cancer de pulmén que incluye el mesotelioma; cancer de mamas que incluye cancer
inflamatorio de mamas; carcinoma nasofaringeo; histiocitosis maligna, sindrome
paraneoplasico/hipercalcemia de malignidad, adenocarcinomas; carcinomas de
células escamosas, particularmente de cabeza y cuello; sarcomas; melanoma
maligno, particularmente melanoma metastasico; hemangioma; enfermedad
metastasica; resorcion osea relacionada con cancer; dolor 6seo relacionada con |
cancer; y similares. Adicionaimente, el anticuerpo de la presente invencion se puede
usar para tratar tumores primarios o secundarios de los 6rganos endocrinos tales
como la pituitaria, tiroides, glandulas suprarrenales, pancreas, con lo que de ese
modo, mejora, previene o alivia tales trastornos relacionados como galactorrea, baja
estatura, gigantismo y acromegalia, diabetes insipida, diabetes, enfermedad de
Addison, sindrome de Cushing, aldosteronismo, insuﬁciéncia adrenal,
feocromocitoma, trastornos de base acida, y porfirias.

Enfermédades inflamatoria e inmunes relacionadas

La presente invencion proporciona, ademas, un método para modular
o tratar una enfermedad inmune relacionada, en una célﬁla, tejido, érgano, animal,
o paciente que incluye, pero no se limita a, artritis reumatoide, artritis reumatoide
juvenil, artritis reumatoide sistémica de inicio juvenil, artritis psoriasica, espondilitis
anquilosante, ulcera gastrica, artropatias seronegativas, qsteoartritis, enfermedad
inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa, lupus eritematoso sistémiéo, sindrome
antifosfolipido, iridociclitis/uveitis/neuritis dptica, fibrosis pulmonar idiopatica,
vasculitis sistémica/granulomatosis de Wegener, sarcoidosis,
orquitis/procedimientos reversos de vasectomia, enfermédades élérgicas/atc’npicas,
asma, rinitis alérgica, dermatitis alérgica (eczema), esofaguitis, dermatitis de
contacto alérgica, conjuntivitis alérgica, neumonitis hipersensible, trasplantes,

rechazo al trasplante de o6rganos, enfermedad de injerto contra el huesped,
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sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, sindrome séptico, septicemia por
gram positivés. septicemia por gram negativos, septicemia de cultivo negativo,
septicemia fungica, fiebre neutropénica, urosepticemia, meningococcemia,
traumatismo/hemorragia, quemaduras, exposicion a radiacion ionizante,
pancreatitis aguda, sindrome de dificultad respiratoria aguda, artritis reumatoide,
hepatitis inducida por alcohol, patologias inflamatorias crénicas, patologia de
Crohn, anemia falciforme, diabetes, nefrosis, otras enfermedades atopicas,
reacciones hipersensibles, rinitis alérgica, fiebre del heno, rinitis perenne,
conjuntivitis, endometriosis, asma, urticaria, anafilaxia sistemica, dermatitis,
anemia perniciosa, enfermedad hemolitica, trombocitopenia, rechazo de injerto de
cualquier érgano o tejido, rechazo a trasplante de rifidn, rechazo al trasplante de
corazon, rechazo al frasplante de higado, rechazo al trasplante de pancreas,
rechazo al trasplante de pulmén, rechazo al trasplante de médula ¢sea (BMT),
rechazo a aloinjerto de piel, rechazo al trasplante de cartilago, rechazo al injerto
de hueso, rechazo al trasplante de intestino delgado, rechazo al implante de timo
fetal, rechazo al trasplante de paratiroides, rechazo a xenoinjerto de cualquier
érgano o tejido, rechazo de aloinjerto, reacciones de hipersensibilidad anti-
receptor, enfermedad de Graves, enfermedad de Raynoud, diabetes resistente a
insulina de tipo B, asma, miastenia grave, citotoxicidad mediada por anticuerpo,
reacciones de hipersensibilidad de tipo Ill, lupus eritematoso sistémico, sindrome
POEMS (polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, gammopatia monoclonal
y sindrome de cambios en la piel), sindrome antifosfolipido, pénfigo,
escleroderma, enfermedad mezclada de tejido conjuntivo, enfermedad idiopatica
de Addison, diabetes melitus, hepatitis crénica activa, cirrosis biliar primaria,
vitiligo, vasculitis, sindrome de cardiotomia post-IM, hipersensibilidad de tipo 1V,
dermatitis de contacto, neumonitis por hipersensibilidad, rechazo al aloinjerto,

granulomas debido a organismos intracelulares, sensibilidad a farmacos,
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metabdlico/idiopatico, enfermedad de Wilson, hemacromatosis, deficiencia en alfa-
1-antitripsina, retinopatia diabética, tiroiditis de Hashimotg, osteoporo‘sis,
evaluacion del eje hipotalamico-pitutaria-adrenal, cirrosis biliar primaria, tiroiditis,
encefalomielitis, caquexia, fibrosis quistica, enfermedad del pulmén neonatal
cronica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (COPD), linfohistiocitosis
hematofagocitica familiar, afecciones dermatologicas, soriasis, alopecia, sindrome
nefrotico, nefritis, nefritis glomerular, insuficiencia renal aguda, hemodialisis,
uremia, toxicidad, preeclampsia, e inflamacion debido a terapia anti-cd3, terapia de
citoquina, quimioterapia, terapia de radiacion (por efjemplo, que incluye pero no se
limita a astenia, anemia, caquexia, y similares), intoxicacién de salicilato cronica, y
similares. .

Adicicnalmente, el anticuerpo anti-IL-13, fragmento, o variante de
éste se puede usar para tratar enfermedades inflamatoria mediadas por
eosindfilos; esofaguitis mediada por eosindfilos, inflamacion relacionada con los
pulmones, traquea, alveolos o ésma; tales como gastrointestinitis eosinofila,
inflamacion gastrica o intestinal; y, en particular, en donde la sefializacion mediada
por STAT6 cause esa inflamacion eosinofilica, tal como en inflamacion
gastrointestinalica mediada por STAT-6 y esofaguitis eosinéfila.

Enfermedad cardiovascular

La presente invencion proporciona, ademas, un metodo para modular
o tratar una enfermedad cardiovascular en una célula, tejido, organo, animal, o
paciente, relacionada o derivada de: arritmias y trastornos de conduccion;
hipertension arterial; arteriosclerosis; tumores cardiacos; cardiomiopatias;
enfermedad de la arteria coronaria; oclusién de la rama adrtica y aortitis;
endocarditis; edema pulmonar; pericarditis; y trastornos perifericos, arteriales,
venosos y linfaticos; y trastornos vasculares. La presente invencion proporciona,

ademas, un método para modular o tratar una enfermedad cardiovascular en una
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célula, tejido, drgano, animal, o paciente, que incluye, pero no se limita a, sindrome
de atontamiento cardiaco, infarto del miocardio, fallo cardiaco congestivo, apoplejia,
ataque isquémico, hemorragia, restenosis, enfermedad aterioesclerdtica diabética,
hipertension, hipertensién arterial, hipertension renovascular, sincope, ataques, fallo
cardiaco, corazén pulmonar, hipertension pulmonar primaria, arritmias cardiacas,
sindrome post-perfusion, respuesta inflamatoria a la desviacién corbnaria
cardiopulmonar, taquicardia atrial multifocal o cadtica, taquicardia regular de QRS
estrecho, arritmias especificas, fibrilacién ventricular, arritmias del haz de His,
bloqueo atrioventricular, bloqueo de rama grupal, trastornos isquemicos del
miocardio, angina de pecho, infarto del miocardio, cardiomiopatia, cardiomiopatia
congestiva dilatada, cardiomiopatia restrictiva, aneurismas adrticos y periféricos,
diseccion adrtica, inflamacién de la aorta, tromboangitis obliterantes, trastornos
arteriales periféricos funcionales, enfermedad y fendmeno de Raynaud,
acrocianosis, eritromelalgia, trombosis venosa, venas varicosas, fistula
arteriovenosa, linfederma, edema, angina inestable, lesion por reperfusion,
sindrome post—bombé, lesién por reperfusic’m—-isquemia, y similares.

Enfermedad neurolégica

La presente invencion proporciona, ademas, un método para modular
o tratar una enfermedad neuroldgica que incluye las causas o secuelas de
alteraciones de uno o mas de: fluido cerebroespinal y su circulacion; neoplasmas
intracraneales y trastornos paraneoplasicos; infecciones del sistema nervioso
(bacteriano, fungico, espiroquetas, parasitico, viral o priones); sarcoidosis;
enfermedades cerebrovasculares; trauma craneo cerebral; esclerosis mdltiple y
enfermedades desmielinativas aliadas; enfermedades heredadas o desarrolladas
dei sistema nervioso; trastornos metabdlicos del sistema nervioso; trastornos del

sistema nervioso debido al alcohol, farmacos, toxinas, y otros agentes quimicos;

enfermedades de la médula espinal; y enfermedades del nervio y musculo \/\0\




periféricos. La presente invencién proporciona, ademas, un método para modular o
tratar una enfermedad neuroldgica en una célula, tejido, érgano, animal o paciente,
que incluye, pero no se limita a: enfermedades neurodegenerativas; esclerosis
multiple; migrafias; complejo de demencia del SIDA; mielitis transversa aguda;
trastornos extrapiramidales y cerebelares tales como lesiones del sistema
corticoespinal; trastornos del ganglio basal o trastornos cerebelares; trastornos de
movimiento hiperquinético tales como Corea de Huntington y corea senil; trastornos
de movimiento inducido por los farmacos, tales como los inducidos por los farmacos
que bloguean los receptores de dopamina del SNC; trastornos de movimiento

hipoquinético, tales como enfermedad de Parkinson; paralisis supranuclear

progresiva; lesiones estructurales del cerebelo; degeneraciones espinocerebelares,

tales como ataxia espinal; ataxia de Friedreich; degeneraciones corticales
cerebelares; degeneraciones de sistemas multiples (Mencel, Dejerine-Thomas, Shi-
Drager, y Machado-Joseph); trastornos sistémicos (enfermedades Refsum,
abetalipoprotemia, ataxia telangiectasia, y trastorno multi-sistema mitocondrial);
trastornos nuclec desmielinizante, tales como esclerosis multiple; mielitis transversa
aguda; y trastornos de la unidad motora tales como atrofias musculares
neurogénicas (degeneracion de las céiulas del asta anterior, tales como esclerosis
lateral amiotréfica, atrofia muscular espinal infantil y atrofia muscular espinal juvenil);
enfermedad de Alzheimer; trastornos mentales relacionados con el sindrome de
Down; enfermedad difusa de los cuerpos de Lewy; demencia senil del tipo de
cuerpos de Lewy; sindrome de Wernicke-Korsakoff; trastornos mentales asociados
con alcoholismo crénico; enfermedades prionicas tales como la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob; panencefalitis esclerosante subaguda; enfermedad de
Hallerrorden-Spatz; demencia pugilistica, y similares. Tal metodo puede
comprender, opcionalmente, administrar una cantidad efectiva de una composicioén

o composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-IL-13 o variante o




porcion especifica a una célula, tejido, érgano, animal o paciente que necesita de tal
modulacion, tratamiento o terapia.

Otros usos terapéuticos de los anticuerpos anti-1L-13

Adicionalmen—te a las afecciones y enfermedades anteriormente
descritas, la presente invencion proporciona, ademas, un método para modular o
tratar afecciones fibroticas de varias etiologias tales como fibrosis del higado (que
incluye pero no se limita a cirrosis inducida por alcohol, cirresis inducida por virus,
hepatitis inducida autoinmune}; fibrosis pulmonar (que incluye, pero no se limita a,
escleroderma, fibrosis pulmonar idiopatica); fibrosis del rifidon (que incluye, pero no se
limita a, escieroderma, nefritis diabética, nefritis glomerular, nefritis por lupus); ﬂbrdsis
dérmica (que incluye, pero no se limita a, escleroderma, cicatrices queloides e

hipertroficas, quemaduras); mielofibrosis; neurofibromatosis; fibroma; fibrosis

intestinal; y adhesiones fibréticas resultantes de los procedimientos quirargicos que

incluyen érgano o transplante.

La presente invencion proporciona, ademas, un método para modular
o tratar una enfermedad infecciosa en una célula, tejido, 6rgano, animal o
paciente, que incluye, pero no se limita a: infeccion bacteriana aguda o crénica,
procesos parasiticos o infecciosos agudos y crénicos, que incluyen infecciones
bacterianas, virales y fingicas, infecciéon por HIV/neuropatia por HIV, meningitis,
hepatitis (A, B o C, o similares), artritis séptica, peritonitis, neumonia, epiglotitis, E.
coli, sindrome urémico hemolitico, malaria, fiebre por dengue hemortragico,
leishmaniasis, lepra, sindrome de ataques toxicos, miositis estreptococica,
gangrena gaseosa, tuberculosis por mycobacterium, mycobacterium avium
intracelular, neumonia por pneumocystis carinii, enfermedadinflamatoria pélvica,
orquitis/fepididimitis, legionela, enfermedad de Lyme, influenza a, virus Epstein-
Barr, sindrome hemafagocitico asociado vital, encefalitis vital/meningitis aséptica,

y similares.




La presente invencion proporciona, ademas, un metodo para modular
o tratar enfermedades de los 0jos debidas a inflamacién, infeccidon, o condiciones
fibréticas o estenoticas tales como, pero sin limitarse a: conjuntivitis, Ulcera de la
cornea, queratocono, queratitis intersticial, queratitis ulcerativa periférica,
conjuntivitis flictenular, queratitis punteada superficial, blefaritis, uveitis, y
degeneracion macular relacionada con |la edad.

Administracion, composiciones y kits que comprenden los
anticuerpos anti-IL-13

Mientras que un anticuerpo monoclonal aislado de la presente
invencion se une a un epitopo en la IL-13 y muestra actividades de inhibicion de
la IL-13 in vitro y/o in vivo, los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno de
estos, capaces de inhibir la union de la IL-13 a los receptores IL-13R1alfa e IL-
13R2alfa, son adecuados como agentes terapéuticos y profilacticos adecuados
pafa tratar o prevenir las afecciones asociadas a la IL-13 en humanos y
animales.

Generalmente, el uso comprendera administrar una cantidad
terapéuticamente o profilacticamente efectiva de uno 0 mas anticuerpos
monoclonales o fragmentos de unién al antigeno de la presente invencion a un
sujeto susceptible o a uno que exhibe una afeccidn en la cual se conoce que la
actividad de la IL-13 tiene secuelas patologicas tales como crecimiento de
tumores y metastasis o sintomas asmaticos tales como la reduccién en el
volumen espiratorio forzado (FEV). Cualquier forma activa del anticuerpo se
puede administrar, incluso los fragmentos Fab y F(ab')2.

Preferentemente, los anticuerpos que se usan son compatibles con

las especies receptoras de manera que la respuesta inmune a los MAb no

resulte en una vida media circulante inaceptablemente corta o induzca una

respuesta inmune a los MAb en el sujeto. Preferentemente, los MAb que se




administran exhiben algunas funciones secundarias tales_ como la unién a
receptores Fc del sujeto y la activacion de los mecanismos de citotoxicidad
mediados por la célula dependiente del anticuerpo (ADCC).

El tratamiento de los individuos puede comprender la administracion
de una cantidad terapéuticamente efectiva de los anticuerpos de la presente
invencion. Los anticuerpos se pueden proporcianar en un kit como se describe a
continuacion. Los anticuerpos se pueden usar o administrar solos o en mezcla
con otro agente terapéutico, analgésico o de diagndstico. Al proporcionar a un
paciente un anticuerpo, o fragmento de éste, capaz de unirse a la IL-13, o un
anticuerpo capaz de proteger contra la IL-13 en un paciente receptor, la dosis del
agente administrado variara en dependencia de factores tales como la edad,
peso, tamafo, sexo, condicion médica general, historia médica anterior, efc. del
paciente.

Los vehiculos adecuados y su formulacion y envasado se describen,
por ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy (21.° ed., Troy,
D. ed., Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, MD (2005) Capitulos 40 .y 41).
Métodos farmacéuticos adicionales se pueden emplear para controlar la duraciéon de
la accion. Las preparaciones de liberacion controlada se pueden lograr a través del
uso de polimeros para acomplejar o absorber los compuestos. Otro método posible
para controlar la duracion de la accion mediante preparaciones de liberacion
controlada es incorporar los compuestos de la presente invencién en particulas de
un material polimérico tales como poliésteres, poliaminoacidos, hidrogeles, acido
(poli) lactico o copolimeros de etileno vinilacetato. Alternativamente, en lugar de
incorporar estos agentes en las particulas poliméricas, es posible atrapar estos
materiales en microcapsulas preparadas, por ejemplo, polimerizacién interfacial, por
ejemplo, microcapsulas de gelatina o hidroximetilcelulosa y microcapsulas de

poli{imetilmetacrilato), respectivamente, o en sistemas coloidales de suministro de
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farmacos, por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemuisiones,
nanoparticulas, y nanocapsulas o en macroemulsiones.

En general, si se administra una dosis sistéemica del anticuerpo, es
deseable proporcionar al receptor una dosis del anticuerpo que se encuentre en
el intervalo de desde aproximadamente 1 ng/kg-100 ng/kg, 100 ng/kg-500 ng/kg,
500 ng/kg-1 ug/kg, 1 ug/kg-100 ug/kg, 100 ug/kg-500 ug/kg, 500 ug/kg-1 mg/kg,
1 mg/kg-50 mg/kg, 50 mg/kg-100 mg/kg, 100 mg/kg-500 mg/kg {peso corporal del
receptor), aungque se puede administrar una dosis menor o mayor. Se puede
esperar que dosis tan bajas como aproximadamente 1,0 mg/kg muestren alguna
eficacia. Preferentemente, aproximadamente 5 mg/kg es una dosis aceptable,
aunque niveles de dosificacién de hasta aproximadamente 50 mg/kg se prefieren
especialmente para uso terapéutico. Alternativamente, se puede administrar Llna
cantidad especifica del anticuerpo la cual no se basa en el peso del paciente tal
como una cantidad en el intervalo de 1 ug— 100 ug, 1 mg-100mg, o 1 gm —
100 gm. Por ejemplo, la administracion a un sitio especifico puede ser a una
cavida o compartimiento del cuerpo tal como mediante un medio intrarticular,
intrabronquial, intraabdominal, intracapsular, intracartilaginoso, intracavidad,
intraceliaco, intracelebelar, intracerebroventricular, intracélico, intracervical,
intragastrico, intrahepatico, intramiocardiaco, intraosteal, intrapélvico,
intrapericardiaco, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar,
intrarrectal, intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratorééico,
intrauterino, intravesical, intralesional, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal
o transdérmico.

Se puede preparar una composicion de anticuerpo anti-IL-13 para su
uso para administracion parenteral (subcutanea, intramuscular o intravenosa) o
cualquier otra administracion, particularmente en forma de soluciones o

suspensiones liquidas; para su uso en administracion vaginal o rectal
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particularmente en formas semisolidas tal como, pero sin limitarse a, cremas y
supositorios; para administracién oral o sublingual tal como, pero sin limitarse a, en
forma de tabletas o capsulas; o por via intranasal tal como, pero sin limitarse a, la
forma de polvo, gotas nasales o aerosoles o ciertos agentes; o por via transdérmica
tal como pero no se limita a un gel, pomada, locion, suspension o sistema de
distribucion de parche con potenciadores quimicos para madificar la estructura de la
piel o para aumentar la concentracion del farmaco en el parche transdermico, o con
agentes que permiten la aplicacion de formulaciones que contienen proteinas y
péptidos sobre la piel (patente nim. WO 98/53847), o aplicaciones de campos
eléctricos para crear vias transitorias de transporte tal como electroporacién, o para
aumentar la lﬁotilidad de los farmacos cargados a traves de la piel tal como
iontoforesis, o Ia aplicacion de ultrasonido tal como sonoforesis (patente de los
Estados Unidos nims. 4.309.989 y 4.767.402) (las patentes y publicaciones
anteriores se incorporan totalmente en la pre-sente descripcién como referencia).

En una aproximacion similar, otro uso terapéutico del anticuerpo
monoclonal de la presente invencion es la inmunizacion activa de un paciente por
medio del uso de un anticuerpo anti-idiotipico que se potencia contra uno de los
presentes anticuerpos monoclonales. La inmunizacion con un anti-idiotipo que simula
la estructura del epitopo pudiera provocar una respuesta anti-IL-13 activa.

De igual manera, la inmunizacion activa se puede inducir al
administrar uno 0 mas epitopos inmunogénicos y/o antigénicos como un
componente de una vacuna. La vacunacion se puede realizar por via oral o
parenteral en cantidades suficientes para permitir que el receptor genere
anticuerpos protectores contra la region bioldgicamente funcional profilacticamente
o terapéuticamente. El huésped se puede inmunizar activamente con el péptido
antigénico/inmunogénico en forma pura, un fragmento del péptido, o una forma

modificada del péptido. Uno 0 mas aminoacidos, que no corresponden con la
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secuencia de la proteina original, se pueden afnadir a los terminales amino o
carboxilo del péptido original, o la forma truncada del péptido. Tales aminoacidos
extras son Utiles para acoplar el péptido a otro péptido, a una proteina portadora
grande, o a otro soporte. Los aminoacidos que son utiles para estos propositos
incluyen: tirosina, lisina, acido glutamico, acido aspartico, cisteina y derivados de
estos. Se pueden usar técnicas de modificacion de proteinas alternativas por
ejemplo, acetilacion NH2 o amidacién COOH-terminal, para proporcionar medios
adicionales para acoplar o fusionar el péptido a otra proteina o molécula péptido o a
un éoporte. Una modalidad de un epitopo inmunogénico es una que abarca los
residuos de la IL-13 de hélice A (Arg10, lle13, Glu14) y los residuos de hélice D
(Leu100, Lys103, Phe106, Arg107, Glu108). En una modalidad particular de un
péptido o proteina gque comprende antigeno epitopo, el péptido exhibe un mimitopo
que simula la asociacion espacial de Arg10 y Arg107 de la IL-13 o variantes como
las mostradas por cristalografia de rayos X.

Un anticuerpo de la invencidn, capaz de proteger contra la bioactividad

de la IL-13, se proporciona a los sujetos en una cantidad suficiente para afectar una

reduccion, resolucién, o alivio del sintoma o patologia relacionada con la IL-13. Se
dice que una cantidad es suficiente o una “cantidad terapéuticamente efectiva” para
“afectar” la reduccion de los sintomas si la dosis, la ruta de administracién, y el
programa de dosificacion del agente son suficientes para influenciar tal respuesta.
Las respuestas a la administracion del anticuerpo se pueden medir por analisis de los
tejidos, organos, o células afectados del sujeto, como por técnicas de imagenes o por
analisis de muestras de tejidos ex vivo. Un agente es fisiologicamente importante si
su presencia resuita en un cambio detectable en la fisiologia de un paciente receptor.

LLos anticuerpos de la presente invencion se pueden formular de
acuerdo con los métodos conocidos para preparar composiciones

farmacéuticamente Utiles, donde estos materiales o sus derivados funcionales se




combinan en mezcla con un vehiculo portador farmaceuticamente aceptable. El
tratamiento se puede realizar en un programa de una sola dosis o, preferentemente,
un programa de dosis multiples en el que un curso primario de tratamiento puede
ser con 1-10 dosis separadas, seguido por otras dosis dadas a intervalos de tiempo
posteriores requeridos para mantener y o reforzar la respuesta, por ejemplo, en 1-4
meses para una segunda dosis y, si es necesario, una(s) dosis(s) posterior(es)
después de varios meses. Los ejemplos de programas de tratamiento adecuados
incluyen: (i) 0, 1 mes y 6 meses, (i) 0, 7 diasy 1 mes, (ii)0y Tmes, (iv)0y6
meses, U otros programas suficientes para obtener las respuestas deseadas -
esperadas para reducir los sintomas de la enfermedad, o reducir la gravedad de la
enfermedad.

La presente invencion proporciona, ademas, kits que son utiles para
llevar a acabo la presente invencion. Los presentes kits comprenden un primer
contenedor que contiene o se empaca en asociacion con los anticuerpos

descritos anteriormente. El kit puede comprender, ademas, otro contenedor que

contiene se empaca en asociacion con soluciones necesarias para llevar a cabo

la invencidn. Los contenedores se pueden hacer de vidrio, plastico o lamina de
metal y pueden ser un frasco, botella, estuche, tubo, bolsa, efc. El kit puede
contener también informacion escrita, tal como los procedimientos para llevar a
cabo la presente invencién o informacién analitica, tal como la cantidad de
reactivo contenido en el primer medio contenedor. El contenedor puede estar en
otro aparato contenedor, por efemplo, una caja o una bolsa, junto con la
informacién escrita.

Aun otro aspecto de la presente invencion es un kit para detectarla
IL-13 en una muestra bioldgica. El kit incluye un contenedor que contiene uno o
més anticuerpos que se unen a un epitopo de IL-13 e instrucciones para usar el

anticuerpo para los propdsitos de unirse a la IL-13 para formar un complejo




inmunolégico y detectar la formacién del complejo inmunolégico de tal manera
que la presencia.o ausencia del complejo inmunolodgico correlaciona con la
presencia o ausencia de la IL-13 en la muestra. Los ejemplos de contenedores
inclﬁyen placas multipocillos que permiten la deteccidn simultanea de la IL-13 en
muestras multiples.

El contenido de todas las bibliografias citadas (que incluyen
referencias de la literatura, patentes concedidas, solicitudes de patente
publicadas, y solicitudes de patente copendientes) citadas en toda esta solicitud
se incorporan expresamente en la presente como referencia.

Otras caracteristicas de la invencion resultaran aparentes en el
curso de las siguientes descripciones de las modalidades ilustrativas que se dan _
para ilustrar la invencién y no pretenden limitar la misma.

EJEMPLO 1. PRODUCCION DEL ANTICUERPO ANTI-IL-13

El hibridoma murino, C836, se hizo contra una variante natural de IL-
13, R130Q humana, que es la variante R110Q de sec. con num. de ident.: 1. Dos
ratones Balb/c de 12-14 semanas de edad (Charles River Laboratories) se usaron
con los numeros 72 y 75 designados. El raton num. 72 recibio un total de tres
inye.cciones de 50 mg cada dos semanas de IL-13 RI30Q humano adrﬁinistrado con
adyuvante Gerbu (Accurate) por la via intraperitoneal (IP) e intradérmica (1D). El
ratdbn nim. 75 se inmunizd por via subcutanea (SQ) en la base de la cola (BOT) con
50 mg de R130Q combinado con 0,33x10° unidades de cada interferon murino a y b
(Biosource). En los dias 2 y 3, los ratones se inyectaron por la via SQ BOT con el
interferon a y b {(dosis similares al dia 1). Dos inyecciones de refuerzo de 50 mg '
R130Q combinado con 100 mg de Mab anti-agonista CD40 murino (R&D)
administrado SQ BOT se realizaron en los dias 58 y 85. Los titulos de anticuerpos

se detectaron de la sangre colectada por la puncion retroorbital. Se realizé un
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ensayo EIA de fase sélida A R130Q para evaluar los titulos de los sueros para I19G
anti-R130Q.

Para la fusién MattA designada, el raton nam. 72 se reforzo por la
via IV con 50 mg de R130Q diluido con 100 ml en amortiguador fosfato salino
(PBS). Para la fusién denominada MattB, el raton num. 75 recibio un refuerzo
final de 15 mg de R130Q combinado con 50 mg del agonista de CD40 anti-
murino por la via SQ BOT. Tres dias despues de las inyecciones de refuerzo
finales, los ratones se sacrificaron, se eliminaron los érganos linfaticos
asépticamente, y los linfocitos inmunes se recolectaron por la trituracion del bazo
y/o nodulos linfoides a través de un tamiz de malla fina con una mano de mortero
pequefa y se lavaron con DMEM caliente.

Un EIA de fase sdlida se uso para detectar el suero murino para
anticuerpos especificos de la variante de IL-13 (R130Q) humanos de origen
natural usando placas de 96-pocillos (Costar, 9018) recubiertas con la Fc de la
lgG de carnero anti-murina. El suero de ratén se diluy en series dobles con PBS
a partir de la dilucidén 1:50 y se incub6 en 50 pl/pocillo durante 1 hora a 37 °C.
Las placas se lavaron y se incubaron después con 300 ng/ml, 50 mi/pocillo de
RI130Q biotinilada durante una hora a 37 °C. Las placas se lavaron, sondearon
con estreptavidina conjugada con peroxidasa, y desarrollaron con H20, y OPD.
La absorbancia se midi6 a 490 nm mediante un espectrofotometro de placa

automatizado.

La pareja de fusion para el raton Balb/c que no secreta mieloma, FO

se adquirié de ATCC (CRL- 1646). La fusién MattA se llevd a cabo a una
proporcion de 1:2 de células de mieloma murino de FO con células viables de
bazo. Para la fusion MattB, los linfocitos del bazo y los nédulos linfaticos
popliteal/iinguinal (LN) se mezclaron para realizar la fusion. La fusion se llevé a

cabo a una proporcion de 1:1 de células de mieloma murino (FO) con linfocitos




viables. Las células fusionadas se resuspendieron en medio HAT (100 M

hipoxantina, 0,4 uM aminopterina, y 16 uM timidina), se plaguearon a

200 ml/pocilio en 25 x 96-placas por pocillo, y se incubaron durante 7-10 dias.
Los hibridomas provenientes de la fusion de los linfocitos murinos con

células de mieloma murino se evaluaron mediante EIA por su capacidad para unir

R130Q madura (variante de IL-13 R110Q de sec. con nim. de ident.: 1). Las celulas

de los pocillos positivos se transfirieron a placas de 24 pocillos para aumentar los

nameros celulares y se subclonaron después por dilucion limitativa para garantizar la

homogeneidad de las lineas celulares. El Kit-IsoStrip de Isotipaje por Anticuerpo
Monoclonal de raton, Formato de Varilla/Dipstick {Roche) se uso segun las

instrucciones del fabricante para determinar el isotipo.

-

Doce MAbs RI30Q reactivos se determinaron de la fusion de MattA y
tres de la fusion de MattB fusion mediante EIA. Los trece anticuerpos se identificaron
coma isotipo IgG 1k murina, una como IgG2ak, y una como IgGI/A. Se asignaron a las
lineas celulares homogéneas de hibridoma denominaciones de cédigo C y nimeros
respectivos de CNTO para los MAbs asignados (Tabla 1).

Tabla 1. MAbs murinos para IL-13 anti-humana (R130Q)

Nombre del hibridoma Coédigo-célula nam. CNTO num. Isé6topo murino
MattA-103.10.1 850 1103 lgG1/k
MattA-122.23.3 830 2223 IgG1/k
MattA-129.10.2 831 2910 lgG1/k

MatiA-132.6.2 870 62 IgG2alk
MattA-137.4.2 832 1gG1/k
MatlA-141.40.3 B33 1gG1/k
MattA-145.1.2 834 19G 1/«

MattA-16.1.2 827 lgG1/k
MattA-167.6.2 835 19G1/k
MaftA-173.3.3 836 1gG 1/
MattA-28.12.3 828 IgG1/k
MattA-60.42.2 829 IgG1/A

MattB-1.2.2 915 IgG1/k

MattB-3.4.2 916 lgG1/k
- MattB-2.2.1 919 lgG1/k




Las ADNc de cadenas ligeras y pesadas para el hibridoma murino se
clonaron mediante PCR a temperatura ambiente y se secuenciaron. Las ADNc se
insertaron en vectores de expresion eucariética Lonza pEE12.4 y pEEG .4 para la
cadena ligera y la cadena pesada, respectivamente, bajo el control del promotor
CMV y gue contiene el marcador genico selectivo GS. Los mAb C836 de las
secuencias clonadas se transfectaron transitoriamente en las celulas HEK293 y se
ensayaron contra el anticuerpo secretado a partir del hibridoma. Las CDR de las
regiones V se muestran a continuacion (Tabla 2) y en el listado de secuencia para
las regiones-V de cadena ligera y cadena pesada (sec. con nim. de ident.: 2 y 3,
respectivamente).

Tabla 2. CDR de hibridoma de ratén C836 dirigida a la IL-13 humana

CDOR Secuencia de aminoacidos  Residuos y sec. con num. de ident.: correspondientes
L COR1  RASKSISKYLA 24-34 de la sec. con num. de ident..
L CDR2  SGSTLQS 50-56 de la sec. con num. de ident.:
LCDR3  QQHNEYPYT 89-97 de la sec. con num. de ident.:
HCDR1 GFSLSTYGMGVG 26-37 de la sec. con num. de ident.:
HCDR2 HWWDDVKRYNPALKS 52-67 de la sec. con nim. de ident.: 3
HCBR3 MGSDYDVWEDY ' 100-110 de la sec. con nim. de ident.: 3

2
P
2
3

La actividad del mAb purificado que se expresa a partir de las
secuencias clonadas se verificé sea la misma actividad que sé observa en los
medios que se adaptan del hibridoma C836. La actividad se midié mediante un
ensayo para evaluar la inhibicion de la uniéon de 150 ng/ml de IL-13 biotinilado a
IL-13R-alfaZ.

EJEMPLO 2: CREACION DE LA GENOTECA HUMANA DE MARCO
ADAPTADO (HFA)

El proceso de humanizacién del mAb C8386 involucro dos procesos
en general: 1) la adaptacion del marco; y 2) la madurez de afinidad
mayoritariamente desde el interior de los marcos seleccionados. Ademas, ciertos

restiduos se modificaron para promaver la estabilidad de la proteina. (9 \




El proceso de adaptacion del marco se baso en la similitud de las
regiones de marco entre el mAb C836 de raton y las secuencias en las bases de
datos de la linea germinal humana como se describe esencialmente en la patente
nam. WO/08052108A2 “Methods For Use In Human-Adapting Monoclonal
Antibodies”, en donde la longitud del marco se iguala residuo por residuo a la de la
variable parental o la de las regiones V. En total, dieciséis marcos de cadena ligera
(LC) vy seis de cadena pesada {(HC) se adaptaron al marco humano mediante la

combinacion de los CDR C836 con los marcos humanos seleccionados que se

muestran en la Tabla 3 (LC) y en la Tabla 4 (HC). Las CDR se resaltaron por

subrayado en ambas tablas.

Los marcos de cadena ligera(sec. con num. de ident.: 5), L6 (sec.
con num. de ident.: 9), L12 (sec. con nim. de ident.: 11), y L18 (sec. con num. de
ident.: 6), tienen la mayor similitud con la region V murina (sec. con num. de
ident.: 2} (Fig. 1 alineacién superior). Para las cadenas pesadas de las CDR, los
marcos humanos 2-26 (sec. con num. de ident.: 20), y 2-05 (sec. con num. de
ident.: 21), tienen la mayor similitud con la regién V murina (sec. con nim. de
ident.: 3) (Fig. 1 alineacién superior).

Tabla 3. Secuencias CDR de marco de cadena ligera &

Marco F1 Sec. con num.
CDR1 : de ident.:

2
CDR2
F3
CDR3
F4

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

MWYQQKPGKVPKLLY

SGSTLAQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDVATYYC
QQHNEYPYT

FGGGTKVEIK

DIQMTQSPSSLSASVGORVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPGKAPKLLIY

SGSTLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QOHNEYPYT

FGQGTKLEIK




IMarco

CDR1
F2
CDR2
F3

CDR3

F4

Sec. con num.
de ident.:

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPGKAPKLLIY

SGSTLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQHNEYPYT

FGGGTKVEIK

DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPGKAPKRLIY

SGSTLQS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC
QQHNEYPYT

FGGGTKVEIK

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPGKAPKLLIY

SGSTLQS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC
QQHNEYPYT

FGQGTKVEIK

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSC
RASKSISKYLA

WYQQKPGQAPRLLIY

SGSTLQS
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC
QQHNEYPYT

FGQGTKLEIK

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYRQKPGKVPKLLIY

SGSTLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYG
IGOHNEYPYT

FGQGTKLEIK

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPGKAPKLLIY

SGSTLAS
IGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC
QQHNEYPYT

FGQGTRLEIK

VB_L1-JK4

CIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WFQQKPGKAPKSLIY

SGSTLQS
GVPSRFSGSGSGTOFTLTISSLQPEDFATYYC
QOHNEYPYT

FGGGTKVEIK

VB_L8-JK4

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPGKAPKLLIY

ISGSTLAS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC
QQHNEYPYT

FGGGTKVEIK




2
DR

CDR3
F4

ISec. con num.
e ident.:

VB_L9-JK4

AIRMTQSPSSFSASTGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPGKAPKLLIY

SGSTLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYC
QAQHNEYPYT

FGGGTKVEIK

VB_L15-JK4

DIQGMTQSPSSLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPEKAPKSLEY

SGSTLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QOHNEYPYT

FGGGTKVEIK

VB_L14-JK4

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WFQQKPGKVFPKHLEY

SGSTLAS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC
OOHNEYPYT

FGGGTRVEIK

VB_L12-JK4

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITC
RASKSISKYLA

WYQQKPGKAPKLLIY

SGSTLAS
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC
QQHNEYPYT

FGGGTKVEIK

VB_L24-JK4

NIWMTQSPSLLSASTGDRVTISC
RASKSISKYLA )
WYQQKPGKAPELLIY

SGSTLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYC
QQHNEYPYT

FGGGTKVEIK

Region-LCV C386,
[progenitor murino

DVQITQSPSYLAASPGETITLNC
RASKSISKYLA
WYQEKPGKTNKLLIY

SGSTLQS
GIPSRFSGSGSGTOFTLTISSLEPEDFAMYFC
QQHNEYPYT

FGGGTKLEIK




Cuadro 4. Secuencias CDR de marco de cadena pesada &

Marco

F1
COR1
F2
CDR2
F3
COR3
F4

Sec. con num.
de ident.:

QVTLKESGPALVYKPTQTLTLTCTFS
GFSLSTYGMGVG

WIRQPPGKALEWLA
HIWWDDVKRYNPALKS

RLTISKDTSKNQWLTMTNMDPVDTATYYCAR
MGSDYDVWFDY
WGAGTLVTVSS

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVS
GESLSTYGMGVG

WIRQPPGKALEWLA
HIWWDDVKRYNPALKS

RETISKDTSKSQVWVLTMTNMDPVDTATYYCAR
MGSDYDVYWEDY
WGQAGTLVTVSS

QITLKESGPTLYKPTQTLTLTCTFS
GFSLSTYGMGVG

WIRQPPGKALEWLA
HIMWWDDVKRYNPALKS

RLTITKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCA
MGSDYDVWEDY
WGQGTLYTVSS

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS
GFSESTYCMGVG
WIRQPPGKGLEWIG
HIWWDDVKRYNPALKS

RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
MGSDYDVWFEDY
WGQGTLVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSDTLSLTCAVS
GFSLSTYGMGVG

WIRQPPGKGLEWIG
HMMWDDVKRYNPALKS

RVTMSVDTSKNQF SLKLSSVTAVDTAVYYCAR
MGSDYDVWFEDY
WGQGTLVTVSS

QVQLVESGGGVVQAPGRSLRLSCAAS
GESLSTYGMGVG

WVRQAPGKGLEWVA
HIWWDDVKRYNPALKS

RFETISRDNSKNTLYLGMNSLRAEDTAVYYCAR
MGSDYDVWEDY
WGQGTLVTVSS

Region-HCV C386,
progenitar murino

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFS
GFSLSTYGMGVYG

WIRQPSGKGLEWLA
HWWDDVKRYNPALKS

RLTISKDTSGSQVFLKIASVDTSDTATYYCAR
MGSDYDVWFDY
GQGTLVTVSA




Las regiones V del marco adaptado de la cadena pesada se
fusionaron a la kappa-C (cadena ligera) y CH1-CH3 (cadena pesada) de la 1gG1
humana mediante el uso de los métodos conocidos por aquellos con experiencia en
la materia. Un constructo quimera de IgG1 ratén-humano se hizo tambien (Mab
167), en donde fa regién murina se fusiono a una de IgG1 humana en el dominio
CH1 y la VL murina a un dominio kappa-C humano, que portan el total de 16
cadenas ligeras y 7 cadenas pesadas, respectivamente.,

La sintesis de las cadenas ligeras adaptadas al marco humano se
realizd por sintesis quimica total de fragmentos de polinucleotidos que se
ensamblaron dentro de las secuencia codificantes de longitud completa de acuerdo a
los métodos ensefiados por Evans, y otros, ver, por gjemplo, las patentes de los
Estados Unidos nim. 6.521.427 y 6.670.127. Los genes sintetizados se insertaron
dentro del vector promotor de CMV, pUNDER, y se confirmé la secuencia. Estos
vectores se usaron después en el lote de transfecciones transitorias o de escala
variable como se describe a continuacion.

Transfeccion y expresion a pequena escala. La expresion de las

variantes de HFA se realizé en un formato de matriz de apareamiento de cada
cadena pesada de HFA (Hc) con cada cadena ligera de HFA (Lc) en una escala
pequeia con el uso de las células HEK293, lo que resulta en 90 mAb HFA (15 Lc X
6 Hc) disponibles para ensayo. Las quimeras parentales de humano-raton de Lc y
Hc se aparearon y se expresaron en la misma forma que los controles. En pocas

palabras, las células HEK293-E (Invitrogen, Carlsbad, CA) se sembraron en una

placa de 48 pocilios con 0,5 mide medio de cultivo a 1,5 x 10° células viables por

pocillo, cada par de ADN (Lc + Hc) se acomplejo con Lipofectamina 2000
(Invitrogen), y el complejo ADN-Lipido se adiciond a los pocillos por duplicado para
transfectar las células. El medio, 293 SFM 1l {Invitrogen) con 4 mM de L-glutamina

(Invitrogen), se reemplazo después de 24 horas. Los sobrenadantes que contienen




el anticuerpo secretado se cosecharon después de las 96 horas y se filiraron para el

ensayo.

Transfeccién de las células HEK293-E o CHO-S a Escala Piloto.
Las células HEK293-E se sembraron en un recipiente de dos capas Cellstack
(Corning) con 200 mi de medio de crecimiento a 8,0 X 10 células por recipiente.
El complejo ADN-Lipofectamina se hizo como se describe en el método de
transfeccion a pequefia escala.

Para los cultivos de CHO-S, en el dia de la transfeccion las células, se
diluyeron a 7,5 x 10° células por ml en 500 ml de medio por frasco de agitacion de 2 1.
El ADN se diluye en medio Opti-Pro (Invitrogen, catalogo num. 12309) y se mezcla
con el reactivo de transfeccion FreeStyle Max (Invitrogen, catalogo num. 16447). El
complejo ADN Max (10 ml) se adicion¢ al frasco de células, se incubd a 37 °C, y
sobrenadantes se cosecharon después de 4 dias.

Produccion de biorreactor a gran escala (4-5 ). Ei dia anterior a la

transfeccion, las células se sembraron a 2,0 x 10° células por ml en un biorreactor
de Cultivo Celular BioBundle (Applikon, Foster City, CA) mantenidas a 37 °C con el
oxigeno del espacic vacio (O;) supervisadas y controladas al 50 % y se controlé el
pH con bicarbonato de sodio a pH 7,2. En el momento de la transfeccion el pH se
disminuyd a 6,8. Para el complejo ADN-lipido, 1,25 mg del ADN total por litro de
transfeccion se diluyo en 50 ml de Opti-Pro. Del mismo modo, 1,25 mi del reactivo
de transfeccion FreeStyle Max se diluyé por litro de transfeccidon en 50 ml de Opti-
Pro. EI ADN diluido se mezclo con el reactivo diluido FreeStyle Max y-se incubd
durante 20 minutos a temperatura ambiente. El complejo ADN total-FreeStyle Max
(a 100 ml de volumen total) se adiciono al biorreactor. En el momento de la
transfeccion, las células estaban normalmente a 7,0 X 10° células por ml. El

sobrenadante se cosecho después de 4 dias.




Las purificaciones a escala piloto (0,3-3,0 mg) se realizaron en el
sistema de cromatografia de AKTA Xpress vy las purificaciones a gran escala (3 mg o
mas) se realizaron mediante los sistemas de cromatografia de AKTA FPLC. Los
procedimientos-de purificacidn para las preparaciones piloto y a gran escala fueron
idénticos. Los sobrenadantes celulares de HEK293-E o CHO-S transfectadas
transitoriamente se clarificaron por centrifugacion (30 min, 6000 rpm) y se filtraron
(0,2 pm membrana PES, Corning). La cantidad relativa de 1gG se determiné con el
instrumento Octet (ForteBio). Las muestras transfectadas a gran escala (de 5 a
20 litros) se éoncentraron 5 veces con un concentrador Centramate LV (Pall). Las
muestras concentradas se lavaron con PBS, y se filtraron de nuevo por 0,2 pm. Los
sobrenadantes diluidos se cargéron en una columna de proteina A HiTrap MabSelect
Sure (GE Healthcare) equilibrada (PBS, pH 7) a una concentracion relativa de
aproximadamente 10 mg de profeina por ml de resina. Después de cargar, se lavé la
columna y la prot'eina se eluyd con 10 volimenes de columna de 0,1 M de acetato de
Na, pH 3. Las fracciones de proteinas eluidas se neutralizaron por elucion en
amortiguador Tris. LLas fracciones pico se agruparon, se filtraron (0,2 uym) y se
dializaron contra PBS, pH 7 durante fa noche a 4 °C. Las proteinas dializadas se
filtraron (0,2 pm) y fa concentracion de proteina se determind por absorbancia a

TTM

280 nmy 310 nm en un espectrofotdmetro BioTek SynergyHT ™. En caso necesario,

las proteinas purificadas se concentraron con un concentrador de centrifuga 10 K

MWCO centrifuga (Millipore). La calidad de las proteinas purificadas se evalué por

SDS-PAGE y HPLC de exclusién por tamario (HPLC Dionex System). Los niveles de
endotoxina se midieron por el ensayo LAL (Cabo Cod Asaciados, Cape Cod,
Massachusetts) cuando se requirié. Las proteinas purificadas se almacenaron a 4 °C
antes de ser sometidas a pruebas de especificidad y de la actividad.

EJEMPLO 3: ENSAYOS PARA LA EVALUACION DE LOS ANTICUERPOS

ANTI-IL-13 \g({)




La variante de IL-13 de origen natural con una mutacién de
aminoacido denominada IL-13 R110Q o IL-13 R130Q (sec. con nuam. de ident.: 1}
se uso para detectar el candidato. Las proteinas de la variante de IL-13 y la
silvestre se adquirieron de Peprotech, Rocky Hill, Nueva Jersey.

Biotinilacién del antigeno. La proteina IL-13 se biotinilizé en una

proporcion molar de 4:1 por medio del uso de Biotina-LC-NHS unida a EZ, Pierce
(num. 21336). Para llevar a cabo esto, el reactivo de biotina se disolvid en un
volumen adecuado de agua Millipore para alcanzar una solucién madre de 10 mM.
Un volumen adecuado de la solucién madre de biotina, se adiciona a la variante
de IL-13 RI30Q, Peprotech, Rocky Hill, NJ)200-13A) en PBS (0,1 M de NaHCQO3,
pH 8.,5) durante 2 horas a temperatura ambiente para alcanzar una proporcion
moiar de 4:1. La reaccion de biotinilacién se detuvo con 1 ml de etanolamina 1 M
durante 2 horas a temperatura ambiente, y el exceso de biotina sin reaccionar se
eliminé por didlisis con PBS durante la noche a 4 °C. Las alicuotas se congelan en
seco y se almacenan a —80 °C. Las IL-13 biotiniladas silvestre y las variante se re-
cuantificaron por ODogp. Las formas de IL-13 biotiniladas (designadas con “b-") se
ensayaron por (a) la activacién de STATS en las células THP-1 para la union de
IL-13a1, y (b) la unién de IL-13 Ra2 en el Ra2 (R&D Systems, Minneapolis, MN)
por ELISA como se describe a continuacién.

Referencia de los anticuerpos

Varios anticuerpos se usaron como anticuerpos de referencia y se
incluyen: 1) mAb 167, quimera murino/humana C836, que comprende las
regiones-V de sec. con nim. de ident.: 2 y 3 V-regiones; 2) mAb 62 o Fab 62
(HFAB2 o HFALG2); 3) LCBHCZ2 de C836 marco humano, que comprende las
regiones V de sec. con nim. de ident.: 9y 20; y 4) mAb 442, control humano

isotipo. Multiples ensayos de actividad bioldgica se usaron para detectar y definir

las caracteristicas de los mAb anti-IL-13 y se describen a continuacion. \ﬂp\




ELISA de unidén directa ala IL-13

Las placas negras de 96 pocillos Maxisorp se incubaron durante la
noche a 4 °C con 100 pl del anticuerpo de captura a Fc anti-humanc en carnero a
8 pug/ml en amortiguador de recubrimiento de carbonato-bicarbonatp, se lavaron con
Tween-20 al 0,05 % en PBS, y se bloquearon con BSA al 1 % en PBS. Las
muestras de prueba del anticuerpo (100 ul) se diluyeron a 7 ng/ml en amortiguador
de ensayo (PBS con BSA al 1 % y Tween-20 al 0,05 %) por pocillo y se incubaron a
temperatura ambiente con agitacion durante 2 horas. Después de lavar (5 veces),
100 pl de antigeno IL-13 RI30Q bictinilado diluido a 9 ng/ml en amortiéuador de
ensayo se adicionaron a temperatura ambiente con agitacion durante 1 hora y se
repite el lavado. El segundo anticuerpo que se adiciond (100 pl) se conjugd con
fosfatasa alcalina- estreptavidina se diluyd a 1ug/ml en amortiguador TBS-T
incubado a temperatura ambiente con agitacion durante 30 minutos. Despues de
lavar (5 veces), 100 pl de sustrato quimioluminiscente BM, equilibrado a
temperatura ambiente, y diluido en una relacion de 10 pl sustrato AP: 100 pl de
potenciador: 890 ul de amortiguador de ensayo, se adiciond y se incubo con
agitacion durante 10 minutos. La fluorescencia se leyd con un Lector de Envision
con el programa personalizado “BM Chemiluminescen”. EIAdato se normalizd para
el limite de deteccidn y el mAb control positivo, para obtener el porcentaje de union
al antigeno.

Ensayo de inhibicion de la unién a Ralfa2

El ensayo de inhibicién de la unién a Ralfa2 involucra absorber el IL-
13R-alfa 2 soluble adquirido a una placa, y medir la capacidad de un anticuerpo de
prueba para evitar la unién de la IL-13-R130Q biotinitada. Para el ensayo, la IL-13Ra2
(R&D Systems) se absorbi¢ a las placas Nunc Maxisorb con 100 pi X 300 ng/mi

diluido en DPBS (30 ng) y se incubd durante la noche a 4 °C. Después de lavar (5

veces, TBST + Tween-20 al 0,05 %), 100 ul de volumen total de muestra o estandar c




se adicioné a cada pocillo como sigue: 50 il de anticuerpos a 200 ng/mi seguido de
50 pl de b- R130Q a 8 ng/ml en amortiguador de ensayo (PBS + BSA al 0,5 %)
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Despues de lavar se
adicionaron 100 ul de fosfatasa alcalina-estreptavidina conjugada con el anticuerpo
secundario a 1 ug/ml en TBST y se incubd 0,5 horas con agitacion. Después de lavar,
100 pl del sustrato AttoPhos BM, se equilibraron a temperatura ambiente y se
diluyeron en una _relacién de una parte del sustrato A, a cuatro partes del sustrato B y
se incubaron a temperatura ambiente con agitacidén durante 30 minutos. Se dejé
desarroliar el color durante unos 45 minutos adicionales y la fluorescencia se midio
con un Lector Envision. El dato bruto se analizé por sustraccion de los valores buenos
de fondo y se calculo el pé)rcentaje de inhibicién mediante el ajuste de la IL-13-
R130Q-bictinilada {pocilios marcados con bR130Q) sin anticuerpos para 0 % de
inhibicién. El porqentaje de inhibicion se calcula como: (1 - ((Valor con la muestra de
anticuerpo)/(IL-13-R130Q-biotinilada sola}) x 100 %).

Cuantificacion de 1gG mediante AIfaScreen de Perkin EImer®

El AlfaScreen de Perkin Elmer (3-AS5-0004 v1) es un ensayo de 384
pocillos que se basa en perlas homogéneas que se usan en la cuantificacion de
mAbs y Fab modificados. Una muestra de proteina se adiciond a una proteina A
que se recubre con la perla aceptora, un anticuerpo anti- cadena ligera Kappa, y
estreptavidina que se recubre con perlas donantes. Cuando los cuatro
componentes forman un complejo, la perla aceptora y la perla donante estan
préximas lo suficiente para que {a perla donante transfiera un ion de oxigeno
simple a la perla aceptora, lo que produce una sefal en ia perla aceptora. La
sefial se mide en un lector de placasl Envision de Perkin-Elmer. La muestra se
cuantificd usando una curva estandar de un anticuerpo conocido de la placa. Los

materiales que se usaron; OptiPlaca de 384 pozos, blanco opaco, (Perkin Elmer),

Proteina A recubierta con perla aceptora (Perkin Elmer), estreptavidina /X\




recubierta con perla donante (Perkin Elmer), biotina de cadena ligera Kappa de
carnero anti-humano (Pierce}, y amortiguador Tris Salino con Tween-20
(Teknova) o albumina de suero bovino, Probumin de Grado Diagnédstico K
(Millipore). El valor de fondo se sustrajo y la concentracién se determiné por el
ajuste de todas las diluciones a la curva estandar de cada placa.

Senalizacion de IL-13R 1alfa mediante un ensayo de fosfo-STAT6

La medicién por citometria de flujo de la IL-13 inducida por la
fosforilacion de STAT 6 en las células THP-1 es un ensayo sensible para evaluar
la actividad de neutralizacion de la IL-13 por un anticuerpo que se basa en la
deteccién de IL- 13 inducida por la fosforilacion de STAT 6 (P-Stat 6) mediante
citometria de flujo (FC). Este ensayo permite la medicién rapida y cuantitativa de la
respuesta de las células THP-1 para rhIL-13 con una sensibilidad (EC50,

332 pg/ml), la cual es superior a la de una célula B humana primaria basado en el
ensayo de p-Stat 6 (EC50, 5000 pg/ml).

Las células THP-1 se obtuvieron de ATCC (TIB-202™), se pasaron una
vez cada 4-6 dias, y se mantuvieron en medio RPMI-1640 completo. Otros reactivos
incluyen: el mAb anti-P-Stat 6 de ratdn-Aiexa Fluor 488 (BD Transduction
Laboratories™, San Diego, CA), Citofix / Citoperm TM (BD Pharmingen, San Diego,
CA), IL-13 humana recombinante (R&D System, Minneapolis, MN}. Para el ensa);ro
las células se cosecharon y se resuspendieron de 5 x 10% a 1 x 108 células por ml en
medio completo fresco. Los reactivos de prueba se diluyeron serialmente en RPMI-

1640 con 10 % FBS: anticuerpos en 8 diluciones dobles o triples comenzando con

2 mg/ml o como se indique y el medio solo y 25 pl de cada una de las diluciones del

anticuerpo se transfirieron a una placa de 96-pocillos y seguido de 25 plfpocillo por
20 ng/ml (0,5 ng) de rlL-13 y se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos.
La actividad de la IL.-13 o las variantes se puede probar', igualmente, con el uso de

diluciones seriadas dobles o triples de la IL-13 a partir de 2 ng/ml o como se indique.




Para el ensayo tipico, las células THP-1 se adicionan a los pocillos que
contienen el anticuerpo y/o IL-13 y se incubaron durante 15 min a 37 °C. Después, las
células se sedimentan por centrifugacion (450 x g) durante 3 minutos y el
sobrenadante se descarta. Las células resuspendidas se fijaron por la adicion del
amortiguador Citcfix/Citoperm durante 10 minutos a 37 °C seguido del lavado y la
permeabilizacion con metanol frio al 90 % durante 30 minutos en hielo (o las células
se pueden almacenar a —20 °C maximo hasta un mes) y se sedimentaron de nuevo.
Las células se tifieron por resuspension en el amoitiguador de tincién(1x PBS, 1 %
FBS, 0,09 % NaNj) que contiene 20 ul de anti-P-Stat 6-Alexa Furo y se incubaron 1
hora a temperatura ambiente en la oscur.idad' Las células se lavaron despues y se
resuspendieron en amortiguador de tincion para el analisis por citometria de flujo (FC)
por medio del uso de un FACSCalibur o CellQuestPro (BD, San Diego, CA) para la
adquisicion y analisis de los datos. Las células THP-1 positivas a P-Stat 6 = (el
numero de células THP-1 positivas a P-Stat 6/el numero total de células THP-1) x
100.

Ensayo con Biacore

Las mediciones de afinidad con resonancia de plasmoén de
superficie (SPR) se realizaron por medio del uso de un biosensor éptico Biacore
3000 (Biacore). Una superficie biosensor se preparé por el acoplamiento de
anticuerpos especificos de fragmentos Fc de !gG anti-humana (Jackson) a la
superficie de dextrano carboximetilado de un chip CM-5 {Biacore) con el uso de
las instrucciones del fabricante para la quimica de acoplamiento de aminas.
Aproximadamente 20.000 RU {unidades de respuesta) de anticuerpos anti-Fc de
lgG humana se inmovilizaron en cada una de las cuatro celldas de fiujo. Los
experimentos cineticos se realizaron a. 25 °C en amortiguador de corrida PBS

(que contiene 0,005 % surfactante P20 y EDTA a 3 mM). Este amortiguador se

filtro y desgasificd durante al menos 30 minutos antes del uso. Las diluciones /S




seriadas de IL-13 de 33 nM a 0,046 nM se prepararon en amortiguador de
corrida. Aproximadamente 250 RU del mAb de prueba se capturd en las celdas
de flujo 2, 3 y 4 del chip sensor. La celda de flujo 1 se usé como una superficie
de referencia.

La captura del mAb se siguié por una inyeccion de tres minutos (fase
de asociacion) de IL-13 a 50 yl/min, seguido por 10 minutos de flujo de
amortiguador {fase de disociacion). La superficie del chip se regenerd por dos
pulsos de 12 segundos de inyeccion de 100 mM de H,PO, (Sigma, catalogo num.
7961) a 50 ul/min. Los datos obtenidos se procesaron mediante en el software
BlAevaluation, version 3.2 (Biacore). En primer lugar, la sustraccion de la doble
referencia de los datos se realizd por la sustraccion de las curvas que se generan
por la inyeccion del amortiguador de las curvas gue se sustraen de la referencia
para las inyecciones de analitos. Después, el analisis cinéetico de los datos se
realizb usando 1:1 modelo de unidn con un ajuste global. El resultado para cada
mADb se reporto en el formato de Ka (constante de asociacion), Kd (constante de
disociacion) y Kp (constante de afinidad).

Determinacion de la solubilidad del anticuerpo en PBS mediante la

ultrafiltracion por centrifuga

Para determinar |la solubilidad de los diferentes anticuerpos a
temperatura ambiente, los experimentos se realizaron por medio de columnas de
ultrafiltracién por centrifugacion. En pocas palabras, las preparaciones de
anticuerpos en amortiguador fosfato salino {PBS) se adicionaron a las columnas de
ultrafiltracion por centrifugacién Vivaspin-15 (15 ml) (30000 MWCO, Sartorius,
Goettingen, Alemania) a temperatura ambiente. L.as columnas se rotaron a 3000 x g

durante intervalos de 20 minutos en una centrifuga Eppendorf 5804R usando un

rotor con recipiente pendular. Una vez que los volimenes se redujeron a

aproximadamente 2 ml, el sobrenadante se transfirid a una columna Vivaspin-4 ' /\/\
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(4 ml) (30000 MWCO) y se centrifugd a 4000 x g durante intervalos de 20 minutos.
Después gue el volumen de muestra se redujo a 500 yl, la muestra se transfirio a
una columna Vivaspin-500 y se centrifugd a 15.000 x g en una centrifuga Eppendorf
5415R durante 15 minutos. Esto se repitid hasta que se observé la precipitacion. En
este punto la centrifugacion se detuvo y la muestra se mantuvo a temperatura
ambiente durante la noche para alcanzar el equilibrio. A la manana siguiente, la
muestra se centrifugd para extraer la precipitacidn y la concentracion de proteinas
se determino a A280 usando un Nanodrop (Thermo Fisher-, Wilmington, DE) con
una dilucién adecuada. Sila concentracion es mayor que 100 mg/ml, el proceso se
detiene. Si no ocurrid la precipitacion, la concentracién de proteinas se midio
después de cada centrifugacion. Si la concentracién de proteina es mayor de
100 mg/ml, la centrifugacion se detiene. Ademas, los anticuerpos descritos en este
documento se detectaron después para identificar las caracteristicas que harian de
un anticuerpo particular, un candidato ideal para un desarrollo adicional. Los
métodos que se usan para la deteccion estos anticuerpos se describen en la
solicitud de patente de los estados Unidos num. 61/022.385.

EJEMPLO 4: VARIANTES HFA DEL ANTICUERPO ANTI-IL-13.

Los 90 mAb que se producen a partir de la transfeccion de la matriz de
cada variante de cadena ligera de HFA apareada con cada variante de cadena
pesada de HFA (Ejemplo 2, Tablas 3 y 4, respectivamente) se detectaron
inicialmente por la medicion directa de la unién con IL-13-R130Q-biotinilada en la
solucion y la capacidad de inhibir a IL-13 R130Q de la unidn con la [L-13 Ra2
usando 1,1 nM de Mab y 2 nM de b-IL-13 R130Q.

La actividad de union o inhibicion de las muestras de Mab
recombinante se compararon con la de los mAb quiméricos, L¢c 16Hc7 (mAb 167)
que comprende las sec. con num. de ident.: 2 y sec. con nim. de ident.: 3. Los

datos de estas detecciones por medio del uso de los sobrenadantes de cultivo de
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tejido sin purificar de la transfeccion a pequeha escala, determinaron qué variantes
se escalarian para la expresién, purificacion y evaluacion adicional (Tabla 5). Los

mAb de HFA seleccionados se expresaron en células HEK293 a gran escala y se

purificaron. Estos se evaluaron por Biacore para determinar su afinidad de unién

para la variante RI30Q de IL-13.

Tabla 5. Datos de la union para probar los anticuerpos IL-13

Porcentaje de union IL-13 R130Q Porcentaje de inhibicién IL-13 R130Q
(30 ng/ml) (333 ng/ml} a Ra2

Le15He2 94.8 61
Lc11He2 922 " 51
Lc14Hc2 91.8 54
LeBHC2 86.1 59
Le5He2 85,9 57
Le3Hce2 853 50
LcaHc2 84,7 55
Lc2Hc2 84,0 52
Lc8HC2 81,1 55
Lc10He2 78.9 57
Le15He 76.2 44
Lc12Hc1 36,4 26
Le3Hes 26,6 14
Lc7HeB 0,3 4
Lc7He1 1,4 6
Lc1BHc? ' 74

mAbs HFA

Tabla 6. Datos del Biacore en muestra HFA seleccionadas.

mAbs HFA Ko por Biacore (pM}
Lc14Hc2 256 £ 19
Lc8Hc2 272+£22
LeBHc2 269+ 24
Le3Hcz 246 £ 24
Lc2He2 365115

Lc16He7 {quimera raton-humano) 54 + 11
mAb de raton C836(1gG parental) 52+ 10

En base a estos datos, las variantes de HFA Lc6Hc2 y Lc14Hc2 se

eligieron para la maduracién por afinidad.




EJEMPLO 5: MADURACION POR AFINIDAD Y PRODUCCION DE LAS
VARIANTES DE UN ANTICUERPO ANTI-IL-13.

Los estudios de los complejos de anticuerpos-anticuerpos de
estructura tridimensional conocidos revelaron los residuos que contactan con el
antigeno dentro de las CDR, denominados residuos que determinan la
especificidad (SDR) (Padlan, y otros, 1995, FASEB J 9: 133-9; Almagro 2004,
J.Mol Recognit. 17: 132-143). Para mejorar la afinidad de la variante de HFA
principal, una genoteca aleatoria en cuatro SDR de gran uso para el
reconocimiento del antigeno proteico se usé con los residuos H91, N92, EQ3, y
Y94 de L-CDR3.

Dos genotecas de fagos de las variantes de L-CDR3 se hicieron por
medio del uso de CDR injertado con LC6-VB_Lc6 como andamiaje para la
construccion de la genoteca (sec. con nim. de ident.: 9) denominado fagdémido |L-13-
62, y un segundo por medio del uso de Lc14 VB_L12 (sec. con nim. de ident.: 17)
designado fagomido IL-13-142. Ambas genotecas se combinaron con He2 (sec. con
- num. de ident.: 20) y se clonaron como fragmentos Fab. Los cuatro residuos (H91,
N92, E93, y Y94) de L-CDR3 en la sec. con num. de ident.: 9 (Lc6) y sec. con num.
de ident.: 17 (Lc14) se aleatorizaron con la introduccidn de la diversidad completa por
medio de los codones “NNK™ para proporcionar una diversidad teérica de 1,9 X 10°
variantes. Un fagémido con las regiones V del Mab murino parental, C836, se
const%uyé también y designo IL-13-167.

Las genotecas Fab se construyeron en un sistema de exposicion en
el fago plX como se describe en la patente de Estados Unidos num. 6.472.147
(Scripps) y la solicitud co-pendiente de los solicitantes publicada con el nam.
WQ02009/085462. El fagdémido IL-13 -62 se expresd como una unidad dicistronica
que contiene las regiones variables de la IL-13Lc6 y IL-13Hc2. La construccion de

la genoteca se hizo por medio del uso de métodos similares a los descritos
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anteriormente {(Almagro y otros, 2006 J Mol. Recognit 19: 413-422). Las genotecas |
se ensamblaron a partir de tres fragmentos de PCR anidada compuestos por una
region N-terminal (fragmento 1) y una region C-terminal (fragmento 3) para
capturar a los fragmentos individuales N-terminal y C-terminal de la molécula
parental. Una vez generados, los fragmentos externos se mezclaron con el
fragmento interno que orienta a las respectivas SDR, (fragmento 2). El fragmento
2 se hizo a partir de oligos degenerados y se usé para cruzar los fragmentos 1y 3
para generar la secuencia de longitud completa de |a genoteca. Las secuencias de
longitud completa se clonaron en el vector de fago con la respectiva cadena ligera.

Las genotecas se seleccionaron contra la IL-13 R130Q-biotintlada. En
pocas palabras, antes de la seleccién, las perlas paramagnéticas (Invitrogen,
Carlsbad, CA) gue se recubrieron con estreptavidina se bloquearon en el
Chemiblocker (Chemicon, Temecula, CA). Del mismo modo, la genoteca de fago L-
CDR3 se bloquet previamente con el Chemiblocker, diluido 1:1 en 0,05 %
amortiguador Tris salino {TBS) con Tween-20 (T) durante 30 minutos a temperatura
ambiente, seguido de una etapa de adsorcion previa, en la que la genoteca de L-
CDR3 se incubo con las perlas magnéticas bloqueadas para eliminar las uniones no
especificas. La variante de IL-13 Biotinilada R130Q (Peprotech, Rocky Hill, Nueva
Jersey), se adiciono ala genoteca de fagos en diferentes concentraciones (entre
10 nM y 0,01 nM) para las tres rondas sucesivas de seleccion. El fago unido al
antigeno se capturé usando las perlas magnéticas y se rescatdé mediante la adicién
de 1 ml de células TG-1 de Escherichia coli en crecimiento exponencial OD
(600 nm) = 0,5, vy se incubd a 37 °C durante 30 minutos. El fago se prbdujo despues
y se prepard para la siguiente ronda de seleccién. E! Fab-plX se produjo a partir de
lisados de células bacterianas crudos de las colonias TG-1.

Un ELISA de punto tnico de alto rendimiento (10 nM) se usé para

clasificar las variantes a partir de! esfuerzo de seleccion del fago. Se demostro la
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union a las curvas de 1L-13 R130Q-biotinilada de los FAb especificos de variantes

SDRU que se exponen en la proteina plX del fago. Los clones con una mayor senal

que la IL-13-167 (uniones de mayor afinidad que el Fab quimérico murino-humano)

se eligieron para la conversion de Fab a Mab. Los datos clasificados para la
genoteca de IL-13 -62 basados en las sec. con num. de ident.: 9 y 20 se presentan
en la Tabla 7A, en donde al menos 40 clones tuvieron mayor afinidad para la IL-13
que la secuencia Fab parental murina (fago-Lc16H7). La Tabla 7B muestra el dato
comparable para la genoteca de |L-13-142 basada en las sec. con num. de ident.:
17 y 20, en donde 53 clones tuvieron mayor afinidad que las secuencias parentales
murinas (Lc18H7). Algunos clones contenian mutaciones en el marco (como se
nota).

Tabla 7A. Datos de la genoteca de IL-13-62 clasificada.

Clon Fab HS1 Ng2 E93 Y94 'Sefal (% de Lc16HcT) Mutacion adicional
del 184 Ninguno

172 Ninguno

172 Ninguno

160 Ninguno
152 Q38R

148 Ninguno

144 Ninguno

<o M3 [ <o

144 Ninguno

144 Ninguno

144 Ningunao

140 Ninguna

139 Ninguno

zlz| Pl =

136 Ninguno

136 Ninguno

136 Ninguno

136 Ninguno

I O] o=

132 Ninguno
128 L54Q (CDR2)

124 Ninguno

122 Ninguno

122 Ninguno

SRS ESEEEY EYEEYEY R e Y Y N s =
OfomZlOo|lw|om[alrlolrjojfglw]<|r[ZI<][w|T]O

OlolalalTalool PO <ololelOOl>[GOl®

122 Ninguno




Clon Fab

Sefal (% de Lc16He7)

Mutacion adicional

3H12

120

mut externo VL

1A07

120

Ninguno

1A02

120

Ningunc

1002

117

576G

4810

117

Ninguno

AF07

116

Ninguno

1008

116

Ninguno

2G06

112

556G (en CDR2)

1H12

111

Ninguno

3F08

111

Ninguno

3G05

Ninguno

1B0S

Ninguro

1F04

Ninguno

1F1t

Ningunc

2D09

Ninguno

REG7

Ninguno

1F12

QPO OO]O[wioo[ MOl >0 O

Ninguno

2004
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Ninguno

Tabla 7B. Datos de la genoteca de IL-13-142 clasificada.

Fago nam.

Secuencia de aminoacidos

H91

N92

E93

% de Le16Hc7

100

68

3979

54

360,7

75

356,3

55

354,89

82

341.5

86

334,2

05

320,1

10

318,0

22

313.4

70

307.6

e

300,7

135

296,2

31

288,3

46

81,2

21

76,5

94

2725

85
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Secuencia de aminoacidos % de Lc16Hc?

H31 N92 E93 100

256.5

244 8
2447

D
Wy
F

239.7

2377

2344
232,9
2320
231,1

230,7

229 4
[228,5
[223,2
221,6
208,5
R0G,3
204 .6

196,3
195,9
195,3
193.2
192,0
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Secuencia de aminoacidos % de Le16Hc?

H91 N92 ES3 100

H N E 113,8

Conversién de Fab a Mab.

Las Fab seleccionadas de |la genoteca de IL-13-62 (Tabla 7A) se
convirtieron en los mAb de longitud total por digestion de restriccion e insercion en el
vector pUNDER para la deteccion. Estas variantes basadas en Lc6 se aparearon con
Hc2 (sec. con num. de ident.: 20) que contienen la cadena pesada de IgG1 humana y

se filtraron por la transfeccion a pequena escala en las celulas HEK293 por medio del

uso de los sobrenadantes crudos y la IL-13 (Tabla 8).

Tabla 8. Deteccion de los Mab que comprenden las variantes Lc6 y He2

% Inhibicién deLDesviacién

Designacion Le . A
esignacio la union a Ra2 estandar

ZBO3
3G05
3E06
2C09
5F04
2C05
2E12
1A05
1HO2
2G01
2HO01
RA12
5A02
1B01
3AQ9
2AQ3 L
3B06 S L

90,6 1,15
89.5 0,253
89 2,15
87,6 0,383
87,1 0,785
83,8 0,794
83 2,67
82,7 0,156
31,7 1,06
81,2 0.0718
80 1,02
78,5 1,19
78,4 0,955
776 1,72
76.5 2,18
75,8 0,621
74,3 1
73 2,09
72,8 4,84
72,1 0,541
70,9 4,28
70,8 3.8
68,4 3,35
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% Inhibicién deLDesviacién

Designacion Lec la unién a Ra2 festandar

3G01
2CH
3A04
3G02
5G02
5H04
5803
2ZH09
2HO8
3C06
2C04
1E03
3001
1F03
2E04
3A05
1602

68,4 4,6

67,7 4,54
67 1,94
56,9 3,11
66,2 1,8

66,1 2,36
63 4,37
52,5 4,99
62,3 13,97
52,1 1,08
51,9 3,46
61,5 2,06
58,5 13,14
57,6 5,9

56.6 5,08
55,5 3,2

55,2 1,49
2EO1 - - - - 53,9 4
2E06 - - - S S 50,2 2,79
3C09 HFA Lc6 (sec. con ndm. de ident.: 3) 34,6 2,43

W<

GlFIrlo|lPlO0|c|o0|t[F|F|P{ O[O

La unton absoluta de IL12Ra2 que resuita de la genoteca de |L-13-
62 (Tabla 7A) y la genoteca de IL-13-142 (Tabla 7B) no se puede comparar
directamente en términos de magnitud de la sefial ya que los ensayos se
realizaron usando condiciones ligeramente diferentes. Las variantes de la
genoteca de 142 no se probaron en el formato Mab.

Mutagénesis dirigida al sitio que dirige los residuos especificos en las CDR

Aunque la exposicidn del fago piX y la seleccidon se escogié como el

modo para la maduracion por afinidad de fa cadena ligera C836 de marco

adaptado, la mutagénesis dirigida al sitio (SDM) se usé también en Lc6 y He2.

Mediante el SDM, ciertos residucs de las SDR se aleatorizaron a todos los
aminoacidos posibles excepto la metionina y la cisteina. Por el contrario,
cualquiera de las metioninas o cisteinas en las SDR se elimind para evitar la

presencia de residuos susceptibles a a oxidacién. Por lo tanto, en He2 (sec. con




num. de ident.: 20) M34 y M100 se alteraron por SDM y estas variantes de
posicion Unica se detectaron por aumentos en la actividad de union junto con las
secuencias que comprenden mutaciones adicionales.

En pocas palabras, aproximadamente 200 variantes de la cadena
ligera y 400 variantes de cadena pesada de Lc6-He2 se generaron por mutagénesis
de alto rendimiento dirigida al sitio. Para el ensayo, cada variante de la cadena
ligera se apared con la secuencia Hc2 y se ensay6 con respecto a la actividad
(datos no presentados). Del mismo modo, cada variante de la cadena pesada se
apared con la Lc6 para la deteccion de la unién directa a IL-13 y los ensayos de
unién competitiva de Ra2 con la IL-13. Con este enfoque se identificaron varios
anticuerpos mejorados que tienen la variante de cadena ligera como la variante de
cadena pesada. Muchas variantes demostraron una mejoria en el anticuerpo murino
original y otras se mejoraron en comparacion con las regiones V de HFA L6 (sec.
con num. de ident.: 9) y H2 (sec. con num. de ident.: 20). Algunas de las mutaciones
de la cadena ligera mejoradas se encontraban en la misma posicion que las
mutaciones positivas identificadas a partir del método de genoteca para la variante
de fago. Ademas, las variantes de cadenas pesadas con la actividad mejorada
seleccionadas se combinaron con el fago derivado de las cadenas ligeras para
formar los anticuerpos monoclonales completos y se probaron nuevamente. Varias
de estas combinaciones producen la mejora adicional de la afinidad de union para la
IL-13 R130Q. Esta afinidad de union fue mayor que la medida para el mAb murino

original (C836) y varias veces mas alta en comparacién con las regiones-V de HFA,

Lc6 y He2. Estos mAb se purificaron y sometieron a mediciones de afinidad por

medio de la resonancia de plasmén (Biacore) y mas de 50 MAbs que se probaron
(mas de 100 probados) tuvieron mayor afinidad para la 1L-13 que el Mab murino

original (C836), que fue de aproximadamente 50 pM.




Basado en los datos de deteccion de la matriz Lc mas Hc, las variantes

Hc que se seleccionaron (obtenidas a través de SDM) se aparearon con una variante
L6, N92-, E93D de sec. con nim. de ident.. 9 (representado como sec. con num. de
ident.: 25) y se escalo la produccion para la purificacion y su posterior analisis. Estos
mAb se probaron rigurosamente para la unién directa a la IL-13 RI30Q por el analisis
de Biacore, para la actividad de neutralizacion por la capacidad de inhibir la unién de
IL-13 a su Ra1 en el ensayo fosfo-STATS, y por una versién basada en Luminex de la
capacidad de inhibir la IL-13 R130Q de la unién a su Ro2. La inhibicion de la unién de
IL-13 Ra2 usd 500 pg/ml de b-wt IL-13b y los valores de ICsy se calcularon en base a
las curvas que se muestran en la Figura2. Los valores de ICx; para el ensayo de P-
STATS6 y los valores 1C5g para €l ensayo Luminex de inhibicion de Ra2 se presentan
enla Tabla 9. y

Tabla 9. Propiedades de los candidatos de los mAb que comprenden Lc-

2B03 (sec. con nim. de ident.: 25) Y M34 Y M100 Hc2 sustituida (sec. con

nam. de ident.: 20).

Sec. con num. de Ko (pM) | Ko (pM)
ident.: 20 (HC) | Kp {(pM)HEK [CHOIL-13| CHO IL- | Solubilidad | Solubilidad | P-STAT6
Variaciones IL-13 R130Q |silvestre [13 R130Q| PBS mg/ml |suero mg/ml|ECsg ng/ml

M345, M100L 1,4 18,4 <1148
M34E, M100L 7.6 C,16
M34V, M100L 16,4 ‘ 1.8

M34V, M100L, V1061[25,2
M345, M100L, V106i|20,5
M34E, M100L, V106!|11,4
M345, M100L, V1061[20,9
M34Q, M100L 24,3

T315, M34S, M100L,
V106I

T315, M345, M100L 12,3
T31S, M34V, M100L 3,7

15,2

De esta manera, las sustituciones en Lc6 (sec. con num. de ident.:

9) que se encuentran en los candidatos de los mAb de la Tabla 7A con
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mutaciones del marco, incluyen las variantes que se describen a continuaciéon

para la sec. con num. de ident.: 27.

Variantes de secuencia de cadena ligera - Lc6
(sec. con nuam. de ident.: 27; CDR subrayadas)

Descripcién de las variantes

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASKSIS
KYLAWYQX3g KP GQAPRLLIYS GST X4
QSGIPA 60

RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDEFAVYYCQQ
Xa1 Koz Xea Xaga PYTFGQ GTKLEIK 107

En donde:

el residuo 38 puede serMet, Ser, Leu, Glu, Gin, 0
Val:

54 puede ser Leu o Gin;

91 puede ser His, Gin, 0 Pro;

92 puede ser Asn, Asp, Ser, Leu, Pro, lle, Phe, Glu,
o Val;

93 puede ser Glu, Asp, Gly, Ser, lle, Tyr, Tryp, Asn,
His, Val, Met, Arg, Leu, Phe, Pro o esta ausente; y
94 puede ser Tyr, Gly, Ser, Ala, Val, Phe, Thr, Glu,
o esta ausente.

La mutagenesis dirigida al sitio se uso para crear variantes
adicionales con cambios en Hc2 (sec. con nam. de ident.: 20} CDR 1
(26GFSLSTYGMGVG37) y CDR3 (100MGSDYDVWFDY 4p). Las variantes del

dominio variable de [a cadena pesada que produce la union a IL-13 de alta

afinidad puede incluir aguellos de (sec. con num. de ident.: 28).

Variantes de secuencia de cadena pesada Hc2 Descripcion de las variantes

(sec. con num. de ident.: 28; CDR subrayadas)

QVTLKESGPV LVKPTETLTL TCTVSGFSLS X3 En donde el residuo 31 puede serTo §;

Y G X34 GVGWIR QPPGKALEWL AHIWWDDVKR 34 puede ser Met, Ser, Leu, Giu, GIn, o Val;
60 100 puede ser Met 0 Leu; y

YNPALKSRLT ISKDTSKSQV VLTMTNMDPV 106 puede ser Val o lle.

DTATYYCAR X100 GSDYD Xi05 WFDY
WGQGTLVTVS 5 121

De esta manera, una regién variable de la cadena pesada de sec.
con num. de ident.: 28, y las variantes descritas anteriormente, se pedrian usar
para manipular un anticuerpo en combinacion con un segundo dominio de unién
al antigeno que comprende las variantes en la L-CDR3 como se muestra en la

Férmula I:
Q-Q-Xaai-Xaap-Xaaz-Xaaq-P-Y-T (sec. con num. de ident.: 29)

@'\0

en donde Xaa; puede ser His, Gin, o Pro;




Xaa; puede ser Asn, Asp, Ser, Leu, Pro, lle, Phe, Glu, o Val;”

Xaaj; puede ser Glu, Asp, Gly, Ser, lle, Tyr, Tryp, Asn, His,
Val, Met, Arg, Leu, Phe, Pro o estar ausente; y

Xaay puede ser Tyr, Gly, Ser, Ala, Val, Phe, Thr, Glu, o estar
ausente.

LLas regiones determinantes de complementaridad (CDR) del
anticuerpo monoclonal de ratén, C836 se adaptaron en 15 marcos de cadena
ligera y 6 de cadena pesada de anticuerpo humano que proporcionan
anticuerpos que unen con alta afinidad la IL- 13 R130Q humana y la 1L-13
humana de tipo-salvaje. Las cadenas ligeras de HFA 2, 3, 6, 8, 14 (sec. con
nums. de ident.: 5,6, 9, y 17) y la cadena pesada 2 (sec. con num. de ident.: 20)
produjeron los mAb con bioactividad muy deseable y alta afinidad. Se esperan
que los anticuerpos resultantes adaptados con marco humano tengan menor
inmunogenicidad si se administran a los pacientes humanos y, por lo tanto,
proporcionan una mayor vida media plasmatica que sus contrapartes quimeérica o
completamenté murina.

La afinidad {(Kp) del mAb C836 de ratdn, de longitud completa, silvestre,
se determiné que era aproximadamente 50 pM y similar a la quimera de |a region C
humana-region V de ratdn(Lc16Hc7) como se midio por el Biacore. La adaptacion de
las CDR a partir del mAb C836 en marcos de anticuerpos humanos disminuyé la Kp
de unién al antigeno de aproximadamente 5 veces, a aproximadamente 250 pM
(Tabla 6) la cual es tipica para una quimera sencilia con CDR—injertado. El ensayo de
matriz de alto rendimiento de una genoteca Fab y la sintesis de nuevo de nuevas

cadenas de anticuerpos y la construccion del vector para la transfeccién transitoria

activo el ensayo de numerosos Fab, asi como mAb de longitud completa, que

comprende las combinaciones de region V ligera y pesada, para la union relativa.




En una segunda etapa, las afinidades de [a unién de los mAb
seleccionados adaptados con marco humano se maduraron por enfoque colorido
~ para los residuos seleccionados llamados SDR que usan las genotecas-Fab de fagos
como la mutagénesis dirigida al sitio. A partir de esos esfuerzos, los mAb gue tienen
una secuencia de cadena ligera sencilla apareada con 11 variantes de secuencia Hec2
(sec. con num. de ident.: 20) se expresaron en células CHO y HEK293 y mostraron

afinidad de unidn por el analisis del Biacore para IL-13 R130Q y IL-13 silvestre.de

~ menos que 50 pM (Tabla 9). Estos anticuerpos: 1) neutralizaron la funcion de IL-13

por la inhibicidon de IL-13 R130Q y la IL-13 silvestre de la unién a los receptores de IL-
13 Ra1, inhibieron la fosforilacion del factor de transcripcion STAT-6, conocida por ser
activada por la sefnalizacion a través del complejo receptor de 1L-13 Ra1/IL-4, y 3)
inhibieron la union de la IL-13 R130Q y la IL 13 silvestre al receptor Ra2 de IL.-13.

La caracterizacion biofisica indicé que varias especies muestran
solubilidad mayor que 100 mg/ml en PBS y mayor que 50 mg/ml en el suero
humano. De esta manera, estos mAb modificados, activos, tienen propiedades
que son consistentes con las propiedades deseables tipicamente observadas en
una moléecula terapéutica para el uso en el tratamiento de las enfermedades
mediadas por |L-13.

Ademas de la preparacién de mAb por la combinacién de la cadena
ligera designada 2B03 (sec. con num. de ident.; 25) con las variantes CDR Hc2
tales como sec. con num. de ident.. 26, otras variantes se pueden preparar de la
cadena Iigera- de la sec. con num. de ident.: 9 y 17 junto con las variantes de la
cadena pesada de la sec. con nim. de ident.: 20 como se muestra en la Tabla 9.
De esta manera, gran numero de variantes de los mAb de alta afinidad,
inmunoespecificos a IL-13 son posibles en base a estos descubrimientos y las
ensefianzas de este documento. Por ejemplo, estos incluyen las variantes

establecidas en la sec. con nums. de ident.: 25 y 26.




La combinacion de Hec y Lc representada por el mAb M1295 que
comprende las regiones variables de las sec. con nim. de ident.: 25y 26 es de
particular interés por tener un marco de cadena pesada que es susceptible de
desarrollo terapéutico. La eliminacién de la metionina en los COR 1y CDF{S de la
cadena pesada (residuos 34 y 100) reduce las posibilidades de oxidacion y hace a
estas secuencias ideales para el desarrollo terapéutico. Se espera gue 0s
anticuerpos que tienen el contenido de metionina reducido exhiban una estabilidad
mejorada a la oxidacion,

EJEMPLO 6: ANALISIS DE EPITOPO Y PARATOPO DE DOMINIOS DE UNION
ANTIIL-13

Se realizd el mapeo del epitopo mediante la cristalografia de rayos Xy
se compararon los resultados de los Fab relacionados con C836 (que comprende la
sec. con num. de ident.: 2 y 3), la variante HFALB2 adaptada con el marco humano

injertado al CDR (que comprende la sec. con num. de ident.: 9 y 20), y la vaniante

M1295 de afinidad madurada a la regién V (que comprende la sec. con ndm. de -

ident.: 25 y 26) unida a la IL-13 (sec. con num. de ident.: 1).

Una veréién guimérica marcada con His del -Fab C836 se expreso
en las células CHO y se purifico mediante cromatografia de exclusién por
tamafio y afinidad. Los fragmentos Fab de HFALGS2 y M1295 se prepararon por
clivaje de papaina de los mAb correspondientes y se purificaron mediante
cromatografia de exclusion por tamario y afinidad. Lall.-13 humana recombinante
se adquirid de R&D Systems (cat. num. 213-IL/CF). Los complejos de IL-13-Fab
se prepararon por la mezcla de Fab con exceso de IL-13 en una proporcion
molar de 1:1,2. La mezcla se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente,

se concentrd, y separd de la especie no compleja mediante la cromatografia de

%"

exclusion por tamano.




La cristalizacién se llevd a cabo mediante el método de difusidn del
vapor de la gota colgante a 20 °C. Los cristales de C836: IL-13 se obtuvieron a
partir de 20 % de PEG 3350, 0,2 M de tartrato de sodio, 0,1 M de HEPES, pH 7,5.
Los cristales de HFALGZ2; IL-13 se obtuvieron a partir de 14 % de PEG 3350, 0,2 M
de tartrato amonico, 0,1 M de MES, pH 6,5. Los cristales de M1295; IL-13 se
cbtuvieron a partir de 25 % de PEG 8K, acetato de sodic 0,1 M, pH 4,5. Para la
coleccion de datos de los rayos X, un cristal de cada complejo se empapd durante
unos segundos en el licor madre correspondiente suplementado con 20 % de
glicerol. Los datos de difraccidon se recogieron y procesaron mediante un
generador de rayos X Rigaku MicroMax™-007HF equipado con un detector CCD
Saturno 944, y un sistema de refrigeracién criogénica X-Stream™ 2000 (Rigaku,
The Woodlands, TX).

Las estructuras cristalinas de los tres complejos, C836:I1L-13,
HFAL62:1L-13 y M1295:1L-13, se determinaron en resolucionde 2.0 A 1.9A  y
2,8 A, respectivamente, y se perfeccionaron con el Factor R cristalografico de
22,4 %, 18,6 % y 19,7 %, respectivamente. En las tres estructuras, la interface
antigeno-anticuerpo se define claramente en la densidad electronica.

Cada uno de los tres Fab (C836, HFALG2 y M1295) se unen a la IL-13

en la superficie de las helices A y D cerca del N-y C-terminal de la cadena de

polipéptido de IL-13. La interface antigeno-anticuerpo cubre aproximadamente 600 A?

en cada una de las moléculas interactuantes. Los residuos en contacto se definen
mediante una distancia interatdmica de 4 A de corte. Mediante esta definicion, el
epitopo reconocido por estos anticuerpos incluye 8 residuos de la IL-13, tres de [a
hélice A (Arg10, lle13, Glui4) y 5 residuos de la hélice D (Leu100, Lys103, Phe106,
Arg107, Glu108). Basado en el numero de contactos, Arg10 y Arg107 parecen ser

residuos claves del epitopo.




El paratopo en C836 incluye 12 residuos que interactian con la IL-
13 (basado en 4 A de corte para la distancia interatomica) que reside en cada
uno de las seis CDR excepto L-CDR2. El paratopo incluye 3 residuos de la
cadena L (Tyr32, His81, Asn92 de la sec. con num. de ident.; 2) y 9 residuos de
la cadena H (Tyr32, Trp54, Trp55, Asp56, Val58, Arg60, Aspl03, Tyr104, Asp105
de la sec. con num. de ident.: 3). Basado en el numero de contactos, las CDR de
reconocimiento principal son H2 y H3. El residuo de anclaje en la cadena ligera
es Tyr32, que se coloca contra Arg10 y forma un puente de hidrégeno con la Glu
14 de la IL-13. El Unico contacto con la L-CDR3 es el enlace de hidroégeno entre
Arg10 (IL-13) y el grupo carbonilo de la de la cadena principal de His91. Las
cadenas laterales de los residuos en la L-CDR3 no parecen interactuar
directamente con la iL-13.

Los residuos epitopo y paratopo de HFALG2 son idénticos a
aquellos para C836.

El M1295 comprende residuos alterados en L-CDR3 (sec. con num.

de ident.: 25) en comparacion con €l HFALBE2, en donde los residuos Asn92-

Glu93 se sustituyeron por Asp92, es decir, un residuoc se eliminé y uno se muto.

La comparacion de las estructuras de cristal de M1295 y HFALB2 en el complejo
con la IL-13 indica que ocurrieron cambios conformacionales no significativos en
las otras CDR. La eliminacion de L-CDR3 resultd en un lazo mas corto para que
el residuo Asp92 introducido ocupe el espacio anteriormente sujeto por el par
Asn-Glu, mientras que los residuos His91 y Tyr94 que flanquean estan
aproximadamente en las mismas posiciones. Estos cambios permitieron los
contactos adicionales con IL-13. La LC Asp92 de la sec. con num. de ident.: 25
forma un puente salino con un residuo epitopo clave Arg10 (sec. con num. de
ident.: 1). Este puente salino no existe en HFALB2 porque los puntos potenciales

de la pareja (Glu93) estan fuera del Arg10. Otro nuevo contacto es el puente de

AN




hidrégeno entre LC Asp92 y Ser6 en el extremo N-terminal de la IL-13. Esta
interaccién extiende el epitopo desde la Ser6 que no estaba en contacto con
cualquiera de HFALGB2 o C836. En total, el epitopo de la- IL-13 limitado por M1295
incluye 9 residuos de la IL-13 (Ser6, Arg10, Ile13, Glul4, Leu100, Lys103,
Phe106, Arg107, Glu108). El paratopo de M1295 incluye 3 residuos de la cadena
L (Tyr32, His91, Asp92) y 9 residuos de la cadena H (Tyr32, Trp54, Trp55,
Asp586, Val58, Arg60, Asp103, Tyr104, Asp108).

EJEMPLO 7: DETECCION DE LA ALANINA

Ademas de la cristalografia, descrita en la presente descripcion hay
un estudio de mutagénesis por deteccion de la alanina de las regiones variables
de C836 de la cadena pesada y ligera, para determinar los residuos del{de los)
dominio(s) variable(s) que son importantes en la unién de [L-13.

Los residuos de los dominios variables de anticuerpo en contacto
con los antigenos examinados en 59 complejos y descritos como los residuos
determinantes de la especificidad (SDR) se seleccionaron para la mutagénesis.
Los residuos fueron 27-36, 46-56 y 89-97 de la cadena ligera de C836 (sec. con
ndm. de ident.: 2) y ios residuos 27-39, 49-60 y 100-111 de |la cadena pesada
(sec. con num. de ident.: 3). Las variantes se probaron en el ensayo en fase
solida IL-13R-alfa 2 como se describe en el Ejemplo 2 en seis concentraciones
mediante diluciones seriadas de 3 veces a partir de 1 pug/ml. Las actividades se
normalizaron con el mAb de silvestre.

Basado en cémo la unidn de IL-13R-alfa2 cambid a una
concentracion nanomolar baja de anticuerpos en relacion con el anticuerpo
silvestre, o si I.a uniéon no se afectd o realmente mejord por la sustitucion de

alanina, los residuos se clasificaron (en orden de importancia) como “critico™,

“importante” o “irrelevante” para la unién a la [L-13. a{])




Critico en |la union: Ligera: Y32, Q89, Q90, y H31. Pesada: G33,

H52, V58, R60, M100, G101, $102, D103, Y104, D105, y W107.

Importante para la unién: Ligera: K31, Y49, N92, E93, y Y96.
Pesada: F27, L29, Y32, M34, G35, L50, 53, W54, D56, y V106.

Irrelevante para la union: Ligera: K27, S28, 129, 830, L33, S50,
G51, 852, T53, L54, Q55, S56, Y94, y P95. Pesada: $28, S30, T31, W49, D57, y
K59.

En general, la cadena pesada tiene mas residuos implicados en la
unién (es decir, clasificados como criticos o importantes para la unién) en relacion con
los residuos de ia cadena ligera. Eso apoya la observacién de que varios marcos
diferentes de la cadena ligera pedrian producir anticuerpos IL-13 que unen con
eficacia a la IL-13. Por ejemplo, la combinacién de L3 (sec. con num. de ident.. 6), L6
{sec. con num. de ident.: 9), y .14 (sec. con num. de ident.: 17) combinadas con H2
{sec. con num. de ident.: 20) tienen valores similares de K4 de aproximadamente
250 pM. Por el contrario, sélo tres mutaciones en la regién marco de la cadena
pesada (sec. con num. de ident.: 3) en 32 y 31 causd una disminucion de 2 veces en
la Ky, de 250 pM a 500 pM, respectivamente.

Se enconird que 20 residuos de los 51 residuos mutados para la
alanina forman un nucleo de residuocs involucrados en la unién, y otros 15
residuos proximos a los residuos criticos son importantes para la union.

En conjunto con la evidencia a partir de los estudios de
cristalografia (Ejemplo 8), los residuos determinaron estar involucrados en
ayudar a definir mas la unidn de los residuos del paratopo de los anticuerpos de
la invencién, asi como el potencial para la modificacion de los marcos que
podrian resultar en variantes activas.

EJEMPLO 8: BICACTIVIDAD DE UN ANTICUERPO HUMANIZADO ANTI-IL-13




El M1285 se convirtio en un anticuerpo IgG1 totalmente humano y se
evalud la actividad biolégica en un modelo de rata de inflamacion alérgica de la via
respiratoria. Las ratas Brown Norway sensibilizadas y posteriormente desafiadas con
proteina ovoalbimina (ova) produjeron una respuesta alérgica en las vias aéreas
caracterizada por un reclutamiento aumentado de eosindfilos al pulmén, y un
aumento de la hiperreactividad bronquial (AHR) segun lo determinado por los
cambios en la resistencia pulmonar en respuesta al desafio con la metacolina (MCh),
un agonista no selectivo del receptor muscarinico. Las ratas tratadas con M12985 IgG1
durante |a fase de desafio de la respuesta alérgica, después de la sensibilizacién
sistémica a la ovoalbumina, demostraron una disminucion dosis-dependiente en las
células totales en el fluido del lavado broncoalveoiar (BAL).48 ratas se sensibilizaron
a OVA en los dias 0, 14 y 21, con una serie de inyecciones de OVA y alumbre para
establecer una respuesta inflamatoria prolongada. En concreto, las ratas se
sensibilizaron por inyeccién subcutanea de 0,5 ml de una sclucion de OVA
(100 mg/ml) mezclada con hidroxido de aluminio (4,28 mg/ml) en solucidn estéril
(0,9 % de NaCl), con la excepcion del Grupo 1, el control no sensibilizado, el que
simula al tratado con 0,5 ml de 0,9 % de NaCl estéril mediante el mismo protocolo.
Todos los animales con la excepcién del Grupo 1 de control se desafiaron despues,
con OVA (1 mg/kg) en los dias experimentales 23, 25 y 28 por instilacion intratraqueal
(IT) para provocar una respuesta alérgica especifica a ova en las vias respiratorias.

Para el estudio, 48 ratas se dividieron en 6 grupos de 8 individuos.
El grupo 1 se simulé-sensibilizé y desafié con PBS y traté con el vehiculo. El
grupo 2 se sensibilizd con ova y traté sélo con el vehiculo. El grupo 3 se
sensibilizd con ova y tratd con budesonida el dia antes y el dia del desafio con
OVA (1 mg/kg/dosis, IT). Los grupos 4-6 se trataron con dosis ascendentes de
M1295(1 mg/kg, 3 mg kg y 10 mg/kg) por inyeccién intravenosa despueés de la

fase de sensibilizacion, durante la fase del desafio, a partir del dia 21 de estudio
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(por la tarde después de la ultima inyeccion de OVA-alumbre), y en el dia 27 del
estudio.

El dia 29, los animales se sometieron a pruebas de la funcién pulmonar
en respuesta al desafio con metacolina. Despues de las mediciones de a linea base
de la resistencia y el funcionamiento, dosis crecientes de metacolina (SMI, 6, 12, 25,
50 y 100 mg / ml en nebulizador) se entregaron a través de aerosoles y se midieron la
resistencia y el funcionamiento de los pulmones. La resistencia de las vias
respiratorias se calculé para cada concentracion de metacolina y la media + SEM se
representé para todos los grupos de tratamiento.

Los animales se sacrificaron y el fluido BAL se recuperd para la
determinacién de las celulas infiltrantes, en especial el reclutamiento de los
eosinofilos en el BAL. Ademas de los objetivos principales de AHR y el
reciutamiento de eosindfilos en el BAL, las muestras de tejido pulmonar se
recogieron para los analisis histoldgicos de rutina que incluyen la tincibn H & E y
la evaluacién de la producciéon de la mucosidad.

Los cambios en la resistencia de la via respiratoria inducida por MCh se
evaluaron mediénte el ANOVA de dos vias con comparaciones mulfiples Bonferonni
posteriores a la prueba. Los cambios en el nimero de células del BAL, los niveles de
anticuerpo, los niveles de citocinas y las puntuaciones de la patologia se realizaron
mediante el ANOVA con una prueba de comparacion multiple apropiada. Un valor de
p <0,05 se ansidera significativo.

Hubo una marcada disminucion dosis-dependiente del nimero de
células de eosin;’)filos, linfocitos, macrofagos y neutrofilos en los grupos de ratas
tratadas con M1295 1gG1 en comparacién con los animales sensibilizados con ova

tratados con solucién salina. Los porcentajes relativos de eosindfilos se redujeron

notablemente, con numeros aproximadamente de 50 % menores en los animales

tratados con todas las dosis de M1295 IgG1 en comparacién con los animales A 6




sensibilizados con ova tratados con solucidon salina. Aungue la disminucion en el

reclutamiento de las células en el pulmon y la disminucién en el porcentaje relativo

de eosinofilos no alcanzé significacion estadistica, las tendencias generales
indican que la actividad biolégica de M1295 IgG1 en la rata.

Con respecto a la hiperreactividad de la via respiratoria, los animales
tratados con 10 mg/kg de M1295 IgG1 mostraron una disminucion estadistica
significativa (p < 0,01) en el maximo de resistencia de la via respiratoria a
continuacion de repetidos desafios con MCh 24 horas a continuacion del ultimo
desafio del pulmén con OVA v la resistencia de la linea base de la via respiratoria (p
<0,05) justo antes de ascender el desafio con MCh, en relacidn con los animales
sensibilizades con ova tratados con solucion salina.

El estudio confirma que la M1295 IgG1 es biolégicamente activa,
segun se determind por un efecto dosis-dependiente en los parametros
asociados con la respuesta alérgica y la inflamacion.

EJEMPLO 9: USO DE UN ANTICUERPO HUMANIZADO ANTI-IL-13 PARA
TRATAR ENFERMEDADES HUMANAS

Estudios preclinicos demostraron los efectos funcionales de la
neutralizacion mediada por M1295 de IL-13 humana en células humanas basado
en ensayos in vitro por medio del uso de puntos finales mecanicamente
relevantes asociados con la patogénesis del asma, dermatitis atopica, y
enfermedades mediadas por eosinofilos. Los resultados confirman los efectos
funcionales de la M1295 y los fragmentos de anticuerpo que comprenden las
regiones de unién relacionados segun lo determinado por la inhibicion de la
fosforilacion STAT6 mediada por IL-13, la inhibicion de la induccion de las
quimiocinas CCL2 y CCL26 de las células de asentamiento mediada por IL-13, y

la inhibicion de la modulacion de CD23 mediada por IL-13.




Estos datos, ademas de un amplio conjunto de datos publicados

que evaltan el papel de la ruta de IL-13 en las enfermedades atopica y no
atépicas, demuestran que la IL-13 es un modulador inmune importante y tiene un
papel fundamental en el asma, la dermatitis atopica y la enfermedad mediada por
eosinofilos. Los datos preclinicos apoyan la hipotesis de que el antagonismo de
la IL-13 podra resultar en una reduccion de los eventos de la sefializaciéon
corriente abajo asociados con las respuestas inflamatorias de tipo il, que
proporcionan la evidencia de que la intervencion de la terapia con anti-IL-13
podria ser beneficiosa en los pacientes con manifestaciones clinicas asociadas
con estas enfermedades.

El estudio del M1295 y los fragmentos de anticuerpo que comprende las
regiones de union relacionadas podra explorar un amplio intervalo de dosis
(0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg, 3.0 mg/kg y 10,0 mg/kg), que incluye las dosis que
podrian potencialmente ser eficaces en los pacientes con asma. El intervalo de la
dosis gque se debe evaluar en este estudio de Fase 1 se basa en la neutralizacion in
vitro de la bioactividad de la IL-13 humana, la toxicidad y los datos farmacocingticos
en las ratas y los macacos y la experiencia clinica con IMA-638, un mAb anti-IL-13

gue se une con aita afinidad a la IL-13 humana.




NOVEDAD DE LA INVENCION
Reivindicaciones

1. Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién al

antigeno de este que se une a un epitopo de IL-13 (sec. con num. de ident.: 1),

caractc_'—:rizado porgue el epitopo comprende una arginina en la posicion 10 y una
arginina en la posicion 107 de la sec. con niim. de ident.: 1.

2. El anticuerpo monoclonal de |a reivindicacion 1, caracterizado
ademas porque el epitopo comprende, ademas, un residuo seleccionado del grupo
que consiste de: una serina en la posicion 6, una isoleucina en la posicién 13, un
acido glutamico en la posicion 14, una leucina en la posicion 100, una lisina en la
posicion 103, una fenilalanina en la posicion 106, y un acido glutamico en ia
posicion 108 de la sec. con num. de ident.: 1.

3.  Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién al
antigeno de este, caracterizado porque comprende un paratopo que comprende
una region variable de cadena ligera y comprende, ademas, un residuo de
tirosina que a) interactlia con la iL-13 en la arginina en la posicion 10; y b) forma
un enlace con un acido glutamico en la posicion 14 de la sec. con hum. de ident..
1.

4. El anticuerpo monoclonal de ia reivindicacién 3, caracterizado
ademas porque el paratopo comprende, ademas, un residuo de histidina y residuo
de asparagina en dicha region variable de cadena ligera.

5. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 3, caracterizado
ademas porque el paratopo comprende, ademas, una region variable de cadena
pesada que comprende residuos de contacto con el paratopo seleccionado del grupo
gue consiste de tirasina, triptdéfano, acido aspartico, valina, y arginina.

6. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 5, caracterizado

ademas porque la region variable de cadena ligera comprende la sec. con num. de q)




ident.: 2 y la tirosina esta en la posicion 32 de la sec. con nim. de ident.: 2, y la region
variable de cadena pesada comprende la sec. con num. de ident.:3 y los residuos de
contacto comprenden una tirosina en la posicién 32, un acido triptéfano en la posicion
54, y una tirosina en la posicion 104.

7. Un anticuerpo moncoclonal aislado ¢ fragmento de unién al
antigeno de este, caracterizado porque comprende un paratopo que comprende una
regién variable de cadena ligera y comprende, ademas, un residuo de tirosina que
a) interactta con la IL-13 en la arginina en la posicioén 10; y b) forma un enlace con
una serina en la posicion 6 de la sec. con num. de ident.. 1.

8.  El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 7, caracterizado
ademas porque €l paratopo comprende, ademas, un residuo de tirosina y un
residuo de histidina en la regidn variable de cadena ligera.

9. El anticuerpo monoclonal de |a reivindicacién 7, caracterizado
ademas porgue el paratopo comprende, ademas, una region variable de cadena
pesada que comprende residuos de contacto con el paratopo seleccionado del grupo
que consiste de tirosina, triptéfano, acido aspartico, valina y arginina.

10.  El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 9, caracterizado
ademas porque la regién variable de cadena ligera comprende la sec. con num. de
ident.: 25 y el acido aspartico esta en la posicion 92 de la sec. con num. de ident.: 25,
y la regién variable de cadena pesada comprende la sec. con nim. de ident.: 26 y los
residuos de contacto comprenden una tirosina en la posicién 32, un acido triptéfano
en la posicidon 54, y una tirosina en la posicion 104.

11.  Un anticuerpo monoclonat aislado o fragmento de union al
antigeno de este, que compite por la unidn a un epitopo de IL-13 con un
anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo que consiste de C863, HFALG2, y

M1295.
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12. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 11,
caracterizado ademas porque el anticuerpo que compite por la unién a un
epitopo de IL-13 comprende una CDR3 de cadena ligera (L-CDR3) de la sec. con
num. de ident.: 29.

13. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 12,
caracterizado ademas porque el L-CDR3 de la sec. con nim. de ident.: 29 se

define ademas como se muestra en la Férmula (1):

Formula (1)--Q-Q-Xaaj-Xaaz-Xaaz-Xaas-P-Y-T (sec. con num. de ident.: 29)'

en donde Xaa1 puede ser His, Gin, o Pro;

Xaa, puede ser Asn, Asp, Ser, Leu, Pro, lle, Phe, Glu, o Val,

Xaas puede ser Glu, Asp, Gly, Ser, lle, Tyr, Tryp, Asn, His, Val, Met, Arg,
Leu, Phe, Pro o estar ausente; y

Xaa, puede ser Tyr, Gly, Ser, Ala, Val, Phe, Thr, Glu, o estar ausente.

14. El anticuerpo de la reivindicacion 11, caracterizado ademas
porque el anticuerpo que compite por la unién a un epitopo de [L-13 comprende la
region variable de cadena pesada de la sec. con num. de ident.: 28.

15.  El anticuerpo de la reivindicacién 11, caracterizado ademas
porque el anticuerpo que compite por la union a un epitopo de IL-13 comprende,
ademas, la region variable de cadena ligera de la sec. con num. de ident.: 27.

16.  Un anticuerpo monoclonal aislado que comprende la cadena
ligera variable de la sec. con num. de ident.: 9 y variantes de esta, y la cadena
pesada variable de la sec. con nim. de ident.: 20, y variantes de esta.

17.  El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 16, caracterizado
ademas porque las variantes de la cadena ligera variable de la sec. con num. de

ident.: 9 comprende cambios en los residuos seleccionados del grupo que consiste de

\O




una histidina en la posicién 91, una asparagina en la posicion 92, un acido glutamico
en la posicion 93, y una tirosina en la posicién 94.
18.  El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 17, caracterizado

ademas porque los residuos seleccionados del grupo que consiste de una histidina

en la posicion 91, una asparagina en la posicion 92, un acido glutamico en la

posicion 93, y una tirosina en la posicién 94 se cambian para los diferentes

aminoacidos o eliminados como sigue:

Histidina Asparagina Acido glutamico Tirosina
Pos. 91 Pos. 92 Pos. 93 Pos. 94

Q . D G eliminado

o

H

eliminado
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Tirosina

Pos. 94
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Acido glutamico

Pos. 93

Asparagina

Pos. 92

Histidina
Pos, 91
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T

H

r-
1]

rlz|n|sir|lo|lo|lo|s|wv
Qieo|lrlao|l®d(o|O|lv|o|®

E

eliminado

A

[ e B e - I /)

D

eliminado

D

ol |O|0|r|r|lo|r|rjon|g|s|lo|lr|le|Tmn|lolm|m|r|<|—|S|m

I|T|rT|ojojr|rjrxlrx|jo|o|lx|zx|zjx|xz|ojxzijz|lz|z|xz|xz|lz|xz]lO|xT| X

ml{E|lr|jolr|s|2|m| =
QIO O|O0|O|e|<|>P|2iIX|<]|<]|O]| 6

Z2(0O1w

19.  El anticuerpo monocional de la reivindicacion 16, caracterizado
ademas porque las vartantes de la cadena pesada variable de la sec. con num. de
ident.: 20 comprende cambios en los residuos seleccionados del grupo que consiste

de una treonina en la posicion 31, una metionina en la posicién 34, una metionina

en la posicidn 100, y una valina en la posicion 106.




20.- El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 19,
caracterizado ademas porque los residuos seleccionados del grupo que consiste
de una treonina en la posicidn 31, una metionina en la posicion 34, una
metionina en la posicién 100, y una valina en la posicion. 106 se cambian para los

diferentes aminoacidos o se eliminan como sigue:

Treonina
Pos. 31

Metionina
Pos. 34

Metionina
Pos. 100

Valina
Pos. 106

T

s

L

v

E

vV

T

21.  Un anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento de union al
antigeno de éste, caracterizado porque comprende la region variable de cadena
ligera de la sec. con num. de ident.: 25, y la regién variable de cadena pesada de
la sec. con num, de ident.: 26.

22. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 21, caracterizado
ademas porque las regiones de cadena ligera variable y cadena pesada se fusionan
a las regiones constantes de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera
correspondientes y una regidn de articulacién de cadena pesada.

23. Una composicion farmacéutica caracterizada porque

comprende el anticuerpo de la reivindicacion 21.
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24.  El anticuerpo aislado de la reivindicacion 22, que comprende,
ademas, las variantes de la sec. con num. de ident.: 25 y la sec. con num. de ident..
26, caracterizado ademas porque tales variantes retienen la capacidad de unirse a
un epitopo de IL-13 (sec. con num. de ident.: 1), caracterizado ademas porque el
epitopo comprende una arginina en la posicién 10 y una arginina en la posicion 107
de la sec. con num. de ident.: 1.

.25, El anticuerpo aislado de la reivindicacion 24, caracterizado
ademas porque el epitopo comprende, ademas, un residuo seleccionado del grupo
que consiste de: una serina en la posicidn 6, una isoleucina en la posicién 13, un
acido glutamico én la posicion 14, una leucina en la posicién 100, una lisina en la
posicion 103, una fenilalanina en la posicion 106, y un acido glutamico en la
posicion 108 de la sec. con num. de ident.: 1.

26.  Un anticuerpo recombinante humanizado aislado que comprende
una regién variabie de cadena pesada humanizada y una region variable de cadena
ligera humanizada caracterizado porque la region variable de cadena pesada
humanizada comprende tres regiones determinantes complementarias (CDR) de la
sec. con num. de ident.: 3 de cadena pesada y una region marco humana de una
cadena pesada del anticuerpo aceptor humano, y la region variable de cadena ligera
humanizada comprende tres regiones determinantes complementarias de sec. con
num. de ident.: 2 de cadena ligera y una regién marco humana de un cadena ligera
del anticuerpo aceptor humano, caracterizado porque el anticuerpo humanizado
reduce la union de IL-13 a un receptor IL-13 en las células THP-1 medido por 1a
sefializacion de STATS.

27. Elanticuerpo de la reivindicacion 26, caracterizado ademas
porque el anticuerpo modula, sustancialmente, al menos una actividad del polipéptido

IL-13 seleccionada del grupo que consiste de (a} inhibe la union de la IL-13 humana

silvestre recombinante humana al receptor IL-13 alfa 1 humano o un receptor IL-13 0 69




animal adecuado medido por la fosforilacion de Stat-6 inducida por la iL-13 silvestre,
(b} inhibe la unidn de la IL-13 humana silvestre recombinante humana al receptor IL-
13 alfa 2 humano o un receptor IL-13 animal adecuado, (c) disminuye los nimeros de
células de eosindfilos, linfocitos, macrofago y neutrdfilo en los grupos de ratas
tratadas con el anticuerpo en comparacion con los animales sensibilizados con OVA
tratados con solucion salina y (d) disminuye la resistencia de las vias respiratorias en
animales desafiados quimicamente en comparacion con un agente control no
especifico.

28. El anticuerpo de la reivindicacién 26, caracterizado ademas
porque comprende CDR de la regidn variable de cadena pesada seleccionadas del
grupo que consiste de sec. con num. de ident.: 3, 20 y 26.

29. El anticuerpo de la reivindicacién 26, carac’_cerizado ademas
porque comprende COR de la regién variable de cadena ligera seleccionadas del
grupo que consiste de sec. con nim. de ident.: 2, 9, 14 y 26.

30. Un fragmento de anticuerpo de unidn al antigeno
inmunoespecifico para la IL-13 humana el cual se une a una variante de IL-13
R110Q con una Kp medida por resonancia del plasmon de superficie (Biacore)
de menos de 250 pM (0,250 X 10 M) y evita la unidn de la IL-13 a IL-13R2alfa1
en células THP-1 medido por senalizacion de STATBE y el anticuerpo se puede
mostrar para contactar la IL-13 humana en los residuos de hélice A que
comprenden Arg10, lle13, Glu14 y residuos de hélice D que comprendén Lys103,
Phe106, Arg107, Glu108, caracterizado porque las distancias interatomicas no
exceden 4.0 A.

31.  Un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo IL-13 de
la reivindicacion 1.

32. Un vector de acido nucleico que comprende un acido nucleico

-aislado de conformidad con la reivindicacion 31. 0%
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33. Una célula huésped procaridtica o eucaridtica que comprende

un acido nucleico aislado de conformidad con la reivindicacion 31.

34. Una composicion que comprende un anticuerpo IL-13 de la

reivindicacion 1 y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

35.  Un método para diagnosticar o tratar una afeccion relacionada
con lalL-13 en una célula, érgano o animal, el metodo comprende poner en contacto
o administrar una composicién que comprende una cantidad efectiva de un
anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 1.

36. El método de la reivindicacion 35, caracterizado ademas
porque la afeccion relacionada con la IL-13 es asma.

37. Un método de conformidad con la reivindicacién 35,
caracterizado ademas porque la cantidad efectiva es 0,001-50 mg/kilogramo de
las células, tejido, organo o animal.

38. Un método de conformidad con la reivindicacion 35,
caracterizado ademas porque el contacto o la administraciéon es por al menos un
modo seléccionado de parenteral, subcutanea, intramuscular, intravenosa,
intrarticular, intrabronquial, intraabdominal, intracapsular, intracartilaginosa,
intracavidad, intracelial, intracelebelar, intracerebroventricluIar, intracolico,
intracervical, intragastrica, intrahepatica, intramiccardica, intraosteal, intrapélvica,
intrapericardiaca, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatica, intrapulmonar,
intrarrectal, intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratoracica,
intrauterina, intravesical, intralesional, bolos, vaginal, rectal, bucal, sublingual,
intranasal, o transdérmica.

39.  Un método de conformidad con la reivindicacion 35, que
comprende, ademas, administrar antes, concurrentemente o después de (a) poner
en contacto o administrar al menos una composicién gue comprende una cantidad

efectiva de al menos un compuesto o polipéptido seleccionado de una etiqueta o




reportero detectable, un farmaco anti-infeccioso, un farmaco del sistema
cardiovascular (CV), un farmaco del sistema nervioso central (CNS), un farmaco del
sistema nervioso auténomo (ANS), un farmaco del tracto respiratorio, un farmaco
del tracto gastrointestinal (GI), una hormona o farmaco estimulante de hormonas, un
farmaco para el balance fluido o de electrélitos, un farmaco hematologico, un
antineoplasico, un farmaco inmunomodulador, un producto nutricional, una citocina,
0 un antagonista de citocina.

40. Un dispositivo medico, caracterizado porque el dispositivo es
adecuado para promover el contacto del anticuerpo |IL-13 de la reivindicacion 1 con
una celula, tejido, u 6rgano de un paciente necesitado de éste.

41. Un articulo de fabricacién para uso farmacéutico o de
diagnéstico humano, caracterizado porque comprende material de empaque y un
contenedor que comprende una solucion o una forma liofilizada de al menos un
anticuerpo IL-13 de conformidad con la reivindicacion 1.

42. El articulo de fabricacidon de la reivindicacion 41, caracterizado
ademas porque el contenedor es un componente de un dispositivo o sistema de
suministro parenteral, subcutaneo, intramuscular, intravencso, intrarticular,
intrabronquial, intraabdominal, intracapsular, intracartilaginoso, intracavidad,
intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular, intracélico, intracervical,
intragastrica, intrahepatica, intramiocardica, intraosteal, intrapélvica,
intrapericardiaca, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatica, intrapulmonar,
intrarrectal, intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratoracica,
intrauterina, intravesical, intralesional, bolos, vaginal, rectal, bucal, sublingual,
intranasal, o transdermica.

43. Un método para producir al menos un anticuerpo 1L-13 de

mamifero aislado de conformidad con la reivindicacion 1, el metodo comprende




proporcionar una célula huésped o animal transgénico o planta transgénica o célula
vegetal capaz de expresar el anticuerpo en cantidades recuperables.

44, Un anticuerpo IL-13 que se produce por un método de
conformidad con la reivindicacion 43.

45. U método de inmunizar un huésped por medio del uso de un
epitopo IL-13, el método comprende residuos de hélice A (Arg10, lie13, Glu14) y
residuos de hélice D (Lys103, Phe106, Arg107, Glu108) o un péptido mimético

de estos.

46. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo

de cualquiera de las reivindicaciones 1-22 y 24-30.
47. El uso de un anticuerpo anti-IL-13 de cualquiera de las
reivindicaciones 1-22 y 24-30 para la fabricacion de un medicamento para el

tratamiento de un trastorno mediado por la IL-13.
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Figura 3. Sistemas de numeracion de Kabat y Chothia y definiciones de HVL vy CDR para los anticuerpos representativos.
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Esta posicion se eliminé en la cadena ligera M1293. Como tal, la numeracidn de la secuencias para M1295 se ajusta par un
residuo. Por gjemplo, el proximo residuo (Tyr) es ¢l namero 93 en M1293, pero es €l nimero 94 ¢n las secuencias de cadena ligera
VL-62 vy ¢836. Este ajuste en la numeracion se refleja en el listado de secuencia.
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CDR

HVL

68

6O

66

69

67

67

70

68

68

71

69

69

72

70

70

73

71

71

74

72

72

75

73

74

74

77

75

75

78

76

76

79

77

77

20

78

78

81

79

79

82

80

80

83

81

81

&4

¥2

82

85

d

a

86

87

88

29

90

91

92
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Sitio de unidn (sombreado)

VH-MI1295 VH-62 VH-c836
Sec. con nam. | Sec. con ntm. [Seec. con nam. Numeracion
deident.: 26 de ident.: 20 deident.: 3 de la secuencias Chothia CDR HYL
T 94 39
Y 95 90
A4 96 91
97 92
o8 g 93
99 94
95

97
98
99
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—
L

<

—
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Sitio de union (sombreado)

VIH-M1295

Sec. con nam.

de ident.: 26

YH-62
Sec. con nim.
de ident.: 20

VH-¢836
See. con nam.
de ident.: 3

Numeracion
de la secuencias

Kabat

Chothia

CDR

HVL

S

S

S

120

112

112

A

A

A

121

113

113

S

S

S

122

114

i14




LISTA DE SECUENCIAS

CENTOCOR ORTHO BICTECH INC.
SWANSCN, Ronald V.
CHI, Ellen
RAGHUNATHAN, Gopalan
ZHAO, Shanrong

' FRANSSON, Johan
CORDIER, Wendy
ALMAGRC, Juan C.
HYUN, Linus

_ GILES-KOMAR, Jill

O'NEIL, Karyn T.

CARTON, Jill M.

ZHOU, Hong Mimi

TEPLYAKOV, Alexey V.

FENG, Yiging

ANTICUERPOS ANTI-IL-13 MODIFICADOS,

CEN5229WOPCT

Desconocido

Herewith

61/090,472

2008-08-20

COMPOSICIONES,

METODOS Y




61/097,232

2008-09-16

PatentIn. versién 3.5

1
112
PRT

Homo sapiens

<220>
<221> NCMBRE/CLAVE: VARIANTE
<222> UBICACION: 110

<223> OTRA INFORMACION: Xaa = Cualgquier aminoacido

Gly Prc Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu Ile Glu Glu Leu

1 5 10 15

Val Asn Ile Thr Gln Asn Gln Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met

20 25 30




2

107

PRT

Mus musculus




UNISN
(50)..(56)

CDR2Z2

UNION
{(89)..(97)

CDR3

Asp Val Gln Ile Thr Gln Ser Pro Ser Tyr Leu Ala Ala Ser Pro Gly

1 5 10 i5

Glu Thr Ile Thr Leu Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr

20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Glu Lys Pro Gly Lys Thr Asn Lys Leu Leu Ile

35 40 45




Tyr Ser Gly Ser

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

65

70

Asp Phe Ala Tyr Phe Cys Gln

Phe Gly Gly Thr Lys Leu Glu

100 1035

3
121
PRT

Mus musculus

UNIGN
(26)..(37)

CDR1

Leu Gln Ser Gly Ile Pro Arg Phe Ser Gly

Ser Ser Leu Glu Pro

B0

Glu Tyr Pro Tyr

95




UNION

{100) .. (110

CDR3

Leu Glu

Gln Val




Phe Leu Lys Ile Ala Ser VYal Asp Thr Ser Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85 90 9%

Cys Ala Arg Met Gly Ser Asp Tyr Asp Val Trp Phe Asp Tyr Trp Gly

100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val 3Ser Ala

115 120

4
107
PRT

Artificial

Regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina humanizada

UNION
{243 .. (34}

CDR1




UNIGN
(50) .

CDR2

UNION
(89).

CDR3

. (586)

. (97)

Asp Ile Gln Met Thr Gln

1

5

Thr Ile Thr

20

Tyr Gln Gln

Ser Thr Leu

Pro Ser Ser Leu

10

BRrg Ala Ser Lys

25

Pro Gly Lys

40

Ser Gly Val

Leu Ile




Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Tyr

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105

5
107
PRT

Secuencia artificial

Regién variable de inmunoglobulina humanizada

UNION
(24)..(34)

CDR1




UNTON
{50)..1(586)

CDR2Z

UNION

{89)..(97)

CDR3




Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Tyr

85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105

6
107
PRT

Secuencia artificial

Dominio wvariable de inmunoglobulina humanizada

UNION
(24Y..(34)

CDR1

<220>
<221> UNION

<222>  (50)..(56)




UNTION

(839)..(97)

CDR3




Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Tyr

B3 o9C : 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 103

7
107
PRT

Artificial

Dominio variable de inmunoglobulina humanizada

UNION
(24)..(34}

CDR1




UNION

(89)..(97)

CDR3




Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105

8
107
PRT

Artificial

Dominio variable de inmunoglobulina humanizada

UNION
(z4) .. (34)

CDbR1

UNION
(50)..1(56)

CDR2




<222> {89)

<223> CDR3




Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105

9
107
PRT

Artificial

Dominio variable de inmunoglobuline humanizada

UNION
(24)..(34)

CDR1

UNION
(50)..(56)

CDR2

UNION
{89)..(97)

CDR3







10

1G7

FRT

Artificial

Deminio variable de inmunoglobulina humanizada

UNION
{24)..(34)

CDR1

UNION
{50)..{56)

CDR2

UNION
(89)..(97)

CDR3







11
107
PRT

Secuencia artificial

Regién variable de inmunoglobulina humanizada

UNION
{(24)..(34)

CDR1

UNION
(50)..(56)

CDRZ

UNIOGN
{89)..(97)

CDR3

Asp Ile Gln Met Thr Giln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly







107
PRT

Secuencia artificial

Regidén variable de inmunoglcobulina humanizada

UNION
(24)..(34)

CDR1

UNION
(50)..(56)

CDR2

UNION
(89)..(97)

CDR3

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 iQ 15

\\/&




<210> 13

<211> 107

<212> PRT




Secuencia artificial

Regiodn variable de inmunoglcobulina humanizada

UNION
(24)..(34)

CDR1

UNION
(89)..(97)

CDR3

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr

> b




14

107

PRT

Secuencia artificial




Regién variable de inmunoglecbulina humanizada

UNION
(24)y..(34)

CDR1

UNION
{50)..(56)

CDR2

UNIGN
(89)..(97)

CDR3

Ala Ile Arg Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Phe Ser Ala Ser Thr Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr

20 : 25 30




Pro Lys Leu Leu Ile

45

Pro Ser Arg Phe Ser Gly

60

Cys Leu Gln Ser

80

Glu Tyr Pro Tyr

95

15
i07
PRT

Secuencia artificial

Dominio wvariable de inmunoglobulina humanizada




UNIGN
(50)..(586)

CDR2

UNICGH
(89)..(97)

CDR3

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr

20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Glu Lys Alz Pro Lys Ser Leu Ile




Ser Gly Ser Leu Gln

50 55

Gly Ser Gly

Asp Phe Ala

Phe Gly Gly

1¢0

16
107
PRT

Secuencia artificial

Arg Phe Ser Gly

Ser Leu Gln Pro

g0

Glu Tyr Pro Tyr

95

Regién variable de inmunoglobulina humanizada




UNION
(24)..(34)

CDR1

UNION
(B9) .. (97)

CDR3

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr

20 25 30

Leu ARla Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys His Leu Ile

35 40 45




Ser Gly Ser Gly Val Ser Arg Phe Ser Gly

50 60

Gly Ser Gly Leu Thr Ser Ser Leu Gln Prec

80

Asp Phe Ala Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Tyr

80 95

Phe Gly Gly Glu Ile

100 105

17
107
PRT

Secuencia artificial

Regién variable de inmunoglobulina humanizada




Leu Ala

(24)..(34)

CDR1

Ser Thr Leu

10

Ala Ser Lys

25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro




Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 g0

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Tyr

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

i00 105

18
107
PRT

Secuencia artificial

Regién variable de inmunoglobulina humanizada

UNION
(24)..1(34)

CDR1




UNION
(50)..(56)

CDR2Z2

Val Ile Trp Met Thr Gin Ser Pro Ser Leu Leu

1 5 10

Asp Arg Val Arg Ala Ser Lys

25

Leu Ala Trp Pro Gly Lys Ala

35 40

Tyr Ser Gly Ser Gly Val Pro

50




Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Cys Leu Gln Ser

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Tyr

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu

100 105

19
121
PRT

Secuencia artificial

Dominio variable de inmunoglobulina humanizada

UNIGN
{(26)..(37)

CDR1




UNION
(52)..(67)

CDRZ

UNION
(1003 ..(110)

CDR3

Gln Val Thr Leu Lys Glu

1 5

Leu Thr Cys

20

Gly Val Gly Trp

35

His Ile Trp Proc Ala

Arg Leu Thr Gln val




Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85 80 95

Cys Ala Arg Met Gly Ser Asp Tyr Asp Val Trp Phe Asp Tyr Trp Gly

100 103 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

20
121
PRT

Secuencia artificial

Dominio variable de inmunoglobulina humanizada

UNION
(26)..(37)

CDR1




UNION
(52)..(67)

CDR2

UNION
(100)..{(110)

CDR3

Thr Leu

20

Gly Pro

val Ser

25

Arg Gln

40

AsSp Asp

Val Leu

10

Gly Phe

Bro Pro

Ser Leu




Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Ser Gln Val

70 75 g0

Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85 S0 95

Gly Ser Asp Tyr Asp Val Trp Phe Asp Tyr Trp Gly

105 110

Val Thr Val Ser Ser

120

21
121
PRT

Secuencia artificial

Regidén variable de inmunogicbulina humanizada




{(26)..{37)

CDR1

UNION
{52)..(67)

CDRZ

UNIGN
(1003..(110)

CDR3

Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu

5 10

Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Ser Leu Ser

25 30

Gly Trp Ile Arg Gln

40

Ile Trp Trp Asp Asp




Leu Thr Ile Thr

70

Thr Asn Met Asp

85

Gly Ser Asp Tyr

Vval Thr Val Ser

120

22
121
PRT

Secuencia artificial

Bsp Thr Ser Lys &sn Gln Val

75 80

val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

90 95

Val Trp Phe Asp Tyr Trp Gly

110

Regién variable de inmuncglobulina humanizada




UNION
(26)..(37)

CDR1

UNION
{52)..(67}

CDR2

UNION
(100).. (110}

CDR3

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

20 25 30

Gly Met Gly val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu

35 40 45




23
121
PRT

Secuencia artificial

Regién variable de inmunoglcbulina humanizada




UNIGN
{(26)..(3M

CDR1

UNION
{52)..(67)

CDR2

UNION
(100) .. (110}

CDR3

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

20 25 30

Gly Met Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu

L ®




Asp Val Lys Arg Tyr Asn

60

Val Asp Thr Ser Lys Gln Phe

75 80

Ala Val Asp Thr Ala

80

Asp Val Trp Phe Asp

105

24
121
PRT

Secuencia artificial




Regidén variable de inmunoglobulina humanizada

UNION
{52)..(67)

CBR2

UNIGN
(100) .. (110}

CDR3

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gin Pro Gly Arg

i 5 i0 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

20 25 30




<210> 25

<211> 10é

<212> PRT




<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Humanized antibody light chain

<220>
<221> UNION
<222> (24} ..(34)

<223> CDR1

<220>
<221> UNION
<222> (50)..(56)

<223> CDR2

<220>

<221> UNION

<222>  (89)..(97)

<223> CDR3

<400> 25

Glu Tle Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Prc 'Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr

of




Leu Ile

26

121

PRT

Secuencia artificial




Cadena pesada de anticuerpc humanizado

UNIGN
(26)y..(37)

CDR1

UNION
(52)..(67)

CDR2

UNIEN
(1003 ..(110)

CDR3

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

1 5 10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

20 25 30

~ V




<210> 27

<211> 107

<212> PRT




<213> Secuencia artificial

<220>
<221> WCMBRE/CLAVE: VARIANTE

<222> UBICACION: 3B, 54, %1, 92, 93, 94

<223> OTRA INFORMACION: Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 27

Ser Thr




Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Tyr

85 90 95

Thr Phe Gly Gln Giy Thr Lys Leu Glu Ile Lys

160 105

28
121
PRT

Secuencia artificial

<220>
<221> NOMBRE/CLAVE: VARIANTE
<222> UBICACION: 31, 34, 100, 106

<223> OTRA INFCQRMACION: Xaa = Cualquier aminodcide

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

1 5 10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Xaa Tyxr

20 25 30




<210> 29

<211> 9

<212> PRT




Secuencia artificial

<Z220>

<221>» NOMBRE/CLAVE: VARIANTE

<222> UBICACION: 3, 4, 5, 6

<223> QTRA INFORMACION: Xaa = Cualguier aminodcido

Gin Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Tyr Thr

1 5
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SEQ ID

SEQ ID (83}
SR T . )

61
SED ID
SEQ ID 9 VB L%
822 ID h VD LW
SEQ ID 5 vs 012
SEQ ID 11 VB L12

]
SEC 1D ) €BGI HC
SEC ID 20 VB 2-26
SEG ID 21 VB 2-0%

SEC ID 2 {263 HC
SEC ID 20 VB 2-26
SEG ID 21 VB 2-0%

11y DVWQITCSFSYLAASEGRTITLNG
&EQ TD E 11) FIVLICSPATLEISPGRRATLAG
SEQ ID (1) AIQLICSPSSLIASVGDRVTITY
DIPMICSPSSLEASVGDRVTITY
[HOMTCSPSTLSASVENRYT T

RASKSTSKY LAWYQEKFOXTHRLLIY
RASKSTSK T LAWY QONPGQAPRLLI

RASKSISKY SAWYQOHFGHAPKLLI Y
BASKS1SKY LAWYQOKEGRRPKLLY Y
FASKSTSKY AWYOOM EGKA FRLLTYSGSTLQWVPS

2 CE6T LC {61} RFSGSGSGTDPTLTISSLECEDTAMY
(61} RFSGSGSGTDETLTZSSLEPEDFAVYYQRQHNEYPYTFGCGTKLEIR

OVTLKESGPGE LOPSOTLSLTCHF!

FFSLSTYGMGWH [ ROPRGKCLEWLAA IWWDDVER
OYTLKESGPVLYXEPTEILTLTCTVIBFSLS TYGHMGVGWI ROPPSHALEWLAH [WADDVER
QITLKESGPTLYXETQTLILTCTF 5P SLSTYGHGVGHI ROPPSKALEWLAH [WADDVKR

127
DOHREY PYUFGEGTRLE TR

{hl} RPAGAGAGTDETLYT ZGSLQPEDCATY YOQQIREY PYTNGGETKVE TR
{61} RF5GSGSGTDFTLTISSLOPEDEATYY(OOHNEY PYTFGOGTKLEIR
{61} RFSGSGSGTEFTLTZSSLQPDDEATYY(] OOHNE'(P‘!HF‘GQBZ‘RLE IK

A

YHPALKYRLTI SKDTSSSQVELKIASVOTSDTATYY! MGSDYDVHEDYWEQGTLVTVSA
Y NPALKYRLTISKDTSKSOVVLTHTIADPYDTATY YCARMGS DY DVWE DYHGGG T LYTVES
" PALKJRLTITKD T SENCVVLTNMTN4DPVDTATY YCAMGSDY DVREDYHEQGTLVT VA5

121

(57) Abstract; The present invention relates to engineered antibodies immunospecific for human interleukin-13 (TL- 3] protcin
or fragment thereof, as well as methods of making and using thereof, including therapeutic indications,

e
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| Notifications by e-mail aulhorized

3. Turther observations, if nccessary:

4. A copy of this notification has been sent ta:
B8 the receiving Office '
B the International Searching Authority
[C] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the clected Offices concerned

other:

The Intemnational Bureau of WIPQO
34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 87 20

Authorized officer

Mazaillier Auguste
e-mail pt03.pet@wipo.int
Telephone No, +41 22 338 74 03

Form PCI/IB/306 (January 2000)

1/DeJEXPVDO
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( indicacidn que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuenta)

Completa - D ' Incompleta D

PATENTE%INVENCION PCT %ODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

m Indicacién que se solicita una PCT

@/ Copia de la solicitud en espariol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
rejvindicatorio, resumen)

D Dibujos de ser estos pertinentes

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

Completa D Incompleta D

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

D Indicacién que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacidn del solicitante o de |a persona gue presenta la solicitud
D Reprasentacién grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disefio

l:, Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

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

Indicacién que se solicita un esquema de frazado
Datos de identificacién del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

PI02-F08 (2008-11-18)
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Bogota D.C.,
2020

Doctor(a)

RODRIGUEZ D" ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
CENTOCOR ORTHO BIOTECH INC.

REFERENCIA Radicacion No. 11 019113
Solicitud internacional PCT/US2009/053425
Fecha inicio fase nacienal 20/03/2011
Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430
Oficic No.

Como resultado del examen de forma, realizado con fun'?a‘men o en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision 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. Con respecto al resumen y de conformidad con lo dispuesto en el articulo 31 D. 486 en el cual se establece
que €l resumen consiste en una sintesis de la divulgacién técnica contenida en la solicitud de patente, debe
adecuar el resumen a los dispuesto en dicha norma, teniendo en cuenta que ¢l extracto permitird precisar el
objeto de la invencion, sus elementos caracteristicos y el campo de aplicacion.

Anexo al presente requerimiento se sugieren los lineamientos principales para la presentacidn adecuada del
resumen,

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante o0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comigion de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberén
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 258 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Ccoperaciéon en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesibn de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 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 consideraré abandenada y
perderé su prelacién.

Continua en la pagina siguiente...

Al cantestar faver indique el numero do Sede Centro: Carrera 13 No, 27-00 Pisos 2, 5., 7 y 10 PBX: 5870000
radicaddn que se encuentra a continuacién Sede CAN: Av. Cra 50 Me. 26-55 int. 2 Tal: 5880070
Cafl Centar 6513240. Linea 01800-210165
Watb: www sic.gov.co e-mail; info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia
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Continuacidn radicado No: 11 012113

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

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (¢)

31 MR, 20

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha_
adpali

At cantastar faver indique el ndmero de Sede Cenltre: Carara 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que sa encuentra a conlinuacidn Sede CAN: Av. Cra 50 Ne. 26-55 inl. 2 Tel: 5880070
Call Cenler 8513240, Linoa ¢1800-910165
Wab: www sic.gov.co e-mail; info@sle.gov.co
Bogota D.C. - Celombis




ANEXO INFORMATIVO

Presentacion

El resumen debe ser claro y tan conciso como lo permita la descripcidén. No debe
exceder de 250 palabras, debiendo contener preferentemente de 50 a 150
palabras y puede incluir férmulas quimicas y matematicas, cuadros o figuras, en
tamano 12x12.

Contenido

El resumen debe tratar esencialmente de lo que es nuevo y aporta la invencién al
estado de la técnica al que pertenece. De esta manera, si la naturaleza de la
invencién es la modificacion de un aparato, o la presentacién de un procedimiento,
producto o compuesto, el resumen debe enfocarse hacia la descripcion técnica de
la modificacion.

En el caso de que el documento de patente reivindique un producto,
particularmente un compuestc © componente y también contenga un

procedimiento o método de preparacion, éste también debe ser incluido en el
resumen.

En lo que concierne a los compuestos o composiciones quimicas, el resumen
debe contener la naturaleza quimica del compuesto o de la composicion, asi como
el campo de aplicacién. El resumen debe indicar la férmula quimica que mejor
caracterice la invencién.

En lo que respecta a los procedimientos, el resumen debe explicar el tipo de
reaccion, los reactivos y las condiciones para llevar a cabo el procedimiento.

El resumen no debe contener declaraciones relativas a las ventajas asociadas a la
invencion.




Ejemplo:

Objeto de la Invencion: Derivados de fenilamidina de férmula (l) con aplicacion
como antifingicos.

Caracteristicas de la Invencién: Compuestos fungicidas de férmula (I} y sales
donde: R1 es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinile, carbociclico o heterociclico
cada uno de los cuales se encuentra sustituido; R2 y R3 son iguales o diferentes y
se eligen entre: ciano, acilo, -ORa o —OSRa donde Ra es alquilo, alquenilo,
alquinilo, carbaciclilo o heterociclilo, o bien, R2 y R3 forman conjuntamente con el
atomo al cual se unen un anillo que puede sustituirse por R4 que es alquilo,
alquenilo, alquinilo, carbocicliclo o heterocicliio y que pueden sustituirse por
hidroxi, mercapto, azido, nitro, halégeno, ciano, acilo. R5 es igual a la definicion
contemplada para R4, R6 es un anillo carbociclico o heterociclico opcionalmente
sustituido y A es un grupo enlazante o AR6 y ARS forman un anillo fusionado con
el anillo de benceno M. '

Figura caracteristica:

r6

A

RS,

Campo de aplicacion: Produccién de agentes antifingicos con aplicacion
farmaceéutica




