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ENTRADA EN FASE NACIONAL  A}- 05-06
SOLICITUD DE:
Patente de Invenci6n. [1 Patente de Modelo de Utilidad.
B Capitulo I. [ capitulo I1.
Nombre: CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI
KAISI_-IA _ )
SOLICITANTE | fociaded eorsitida y existants belo las IDENTIFICACION
(71) '
o . c.C. O N O
Direccion: z;_hl:'lma 5-Chome, C.E. D Otro D
Tokio 1158543 Cual
Japon Nuimero
Domicilio: Tokio 115-8543
Japdn
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccién: Carrera 4*, No. 72-35 C.C. Bg NIT |
Teléfono: 347 38 1
REPRESENTANTE F:x. o 211 88 50 . | cE O oo [
APODERADO ) . Cual
E-mail: glientes@camyp.com, , ual
Domicilio: Bogotd, Colombia. Nimero 438.018 T.P 31.929
1. Norlhiro NISHIMOTO , 2. Tadamitsu KISHIMOTO -
@ 4-8-9-804, Nyoidani, 3-5-31, Nakanocho
Minoh-shi Tondabayashi-ghi
QOsaka 5682-0011 Osaka 584-0021
INVENTOR (€5) | or
3. Yasuo ADACHI ) 4. Kolchl TAKAYAMA /
c/o Laboratory of Immune Regulation c/o Respiratory Clinic
Graduate School of Frontier Bioaciences Kyushu University Hospital
Osaka University 3-1-1, Maidashi, Higashi-ku,
1-3, Yamadaoka, Sulta-&hi, Fukuoka-shi,
Osaka 585-0871 Fukucka 812-8582
Japén Japén

PCT (86) .
Solicitud Internacional No. PCT/JP2004/015874 Fecha: 15 de octubre de 2004
Publicacién Intemacional No. WO 2005/037315 A1 Fecha: 28 de abril de 2005

Titulo (54)
@ AGENTE TERAPEUTICO PARA EL MESOTELIOMA

'(.D Clasificacién Internacional (51) AB1K 45/00  39/395, AG(F 35/00

Pri ridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha | (31) Namero de Solicitud

sikd nold JP 17 de octubre de 2003 | 2003-358152
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesioén del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12

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

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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Solicito la concesién de la patente,
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EMILIO FERRERO
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C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929




CAVELIER ABOGADOS COLO 144198410033

DOCUMENTOS ANEXOS

1. (X Publicacién Intemacional WO 2005/037315 A1
2. Forma PCTASA/210. Informe de Blsqueda Intemacional.
3. XExtracto de publicacion.
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CAVELIER 179
ABOGADOS

EDIFICIO SIS
CARRERA 4 N° 72-38
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

REPRESENTACION Y PODER

Colo 1418 41 0o\ D Y
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Representaciin y Poder con autenticacidn notarial y Apastille
para patentes, modelos de utilidad, disefios ladusiriales,
marcas de fibrica, nombres comerciales, engefias, nombres
de domiulo, lemas corereiales, lcenelas.

Represantation snd Power-of- Aitorney with notarial
anthentication aod Apostille for petsats, willity  modas,
industrial designs, trademarks, commercial names, rade

emblens, domstn numes, slogam, licenses:
REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo fumado (s)/1 (we), the undersigned

daaly
0420

CHUGAI SEIYAXU KABUSHIKI KAISHA
domiciliado (s) en/of 5-1, Ukima 5~chome,

Kita-ku, Tokyo 115-8543 Japan, hereby ratify the l\ntl:
application Ho. 04,090.189 filed by EMILIO FERRERO on September 10, 2004 and

por ¢l prosents nombramos a BEMILIO FERRERO, tpa 31929;
GONZALO PERDOMO, tpe. 131; LUZ CLEMENCIA DB PAEZ, o
23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. §32, domicilisdoa en 13 Coovers 4°

.}?MS,Bupi.Colﬂ!bil,nobmlhm‘d

perigraid 1o del Articulo. 343 del Cidigo de Comareio; ol primaro como
priucipal y los demds como mplentes, en s anden; tomo mis (oucstros)
representantes eu todos los ammtos de propiedad indusrial con faculad
pus reclbir notificeciones y nombrar spoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representants suplents reemplazard al principal
nmbmomﬂﬂﬂhﬁlﬂodﬁniwbmﬂ.h
ﬂnrn@u.ﬁuimﬂodmﬂnmnﬂmhm
de yewnplazar a] primero, o & torecro ol sopumda. Bn tales casos, o
represcrtante principal, o ¢l primaro, o segundo suplenis, ca su camo, ©
enbos, decleranin su itencidn de no gjercar Ia represetasidn mediants
daclaracién sutenticada por Notario Piblico en Colambia, @ por Notario
u otro-Funcionarlo Piblico, 0 Consul ds Colommbia, en el extnjero; y of
s tratare de Impedimento, con: ol cartificado respectivo. Si alpumo do los
nombrudos thimre definitivaments, ol siguicore tomank m lugar. Cuando
conare Is suscncis © impadimento doj representante principal, o de au
wimere ¢ sagumdo suplomag, o s caso, podria guua b
representecidn, en su erdan, uno u otroy segiin el caso, smaniéndola par
@ <! soio hecho ds erceris, comndo e e omento o Gaccicio dc In
represcntncién por el primeto, scgundo o arcsr suplents cn su caso.

Adcmis, conflero (confarimos) poder & 108 abogados miba nembrados,
pera obunaer la protecridn de mi (nusstr) propiedad indusirial y contra
Ia compwmcia dosicul, & cuyo efscy mNteizo (amos) a Jos dichos
spoderadas pera qua me (nos) represcaten snle cuslasquieny entidades o
personas, ejerzan o no jwrisdiosién, especialmante amte T del orden
administrativo. conteotiosa_sdminbtative y judicial, asl como los
tribunales de arbiramento, o todo 1o concamieswy 2 los siguienies
smmox &) Obtencidn de patentes de invencidn, nodelos de nrilidad, y
disfios Indusoisles; ol regisro dc marcas de fibrics, culcotivas,
defimgivas, de scvicio, lemes comerclales, nomives comerciales,
suscliag, zombres de dominio, variedades vegetales ¥ Senominacioney de
origes; s removaclén, trespas, cambio ds nombre o domicilin,
emcclacién vohumtarix; y el reglswo de licenciay de uso de esos derechos;
b)um«wm.mddm.
oposiciones u obsarvaclones, caneclacién sdminisvativa y judiclal,
mulided, medidas cautelsres, concesién de Ncwnciss, la tuicls, In
poleccién de secrema Indusrinles, y cn general Ios juicios ctviles,
penales, sdministrativos o conlencjoso_adminlsrasives relacionados con
cstos durcchos; Accionss ¥y procasol qQue PIUmMOVAMOS © Se nos

—O CAVELIER ABOGADOS
WFPODE)1-179 (MINUTA 12.1.1.29)

In dus compliance with the tero of parsgraph 1st. of articls 543 of the
Commerclal Code, do hersby sppeint EMILIO FERRERO, pa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpu. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpe
23855 md GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled st Corras # N
72_35, Bogoti, Colombis, the Grst as principsl and the cthers as
ahtcrnates, in the order of their sppeintent, a8 our representxtives for afl
industial property metiars with Gculty 1o receive potificstions and to
sppoint atoomcys i and out of Court. The first altemae shall replace the
principal i case of his absence ur of tempora) or dafinitive impediment.
The s=ow rufe will apply when the second shernate representative is o
replece the first ong, or when the thind is m replace the first or pecond
ahsmnatys in their wmn, of both of thamn, mcond In mch caess, the
princips] represeniative, ar the first ar sccond alternates in thelr o, or
both of them, shall state their inteution not to act 88 representatives
through a declaration givam before & Notary Public in Colombis, ar before
n Notmxy or another Public Official or a Colombim Consul sbroad: and in
casc of impedimens, the sppropriste certificate shall suffica. If any of the
sppoinioes wera i be definitely abaant, the following siterate shall mka
his placa. When the absence or impediment of the principal
Tepresentative, or of the first or sccond sltemale jn their lurn casses, the
mnmhnhnwmﬂrmbymmm
fret or secand alicrmsie dopending on case, snd the mere fact or
excreise will suffice. Ths exercise of the representation by the fim,
muﬂdﬂmmMMﬂlﬂuﬂﬂﬂﬁm

g mmcnl astignnwent, chanpge of hame or

coligrion; mud the registration of licenses of use of

the abave rights; b) Actions of unfair competidon, protection to the
confumer, opposttons or observations, edministative or Cowrt
.emcellation, nullity, infringement, gronting of licansas, the acticn for writ
msadanps, the prataction of wads sscrets, and in general the civil, panal,
ad sdminlmrwive suits relating 10 thoso righos; actions md suin
inatituted by me (us) or agains me (ua). And that In all the shove maniers

they may substituce this Power of Attorney, compramiss, conclilate, admit
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gven. Y purs quo an todos los asuntos eribe detarminados, pusdm the facts of the case, desist, camcel, recelve, rexign, and ratify acts donc by
usthulr otc rosideto, trangigiv, concilisr, admitr los hechos del represeritatives without s power of mturoey.

procsso, desistly, caneelsy, recibir, rauumcler, y mtificar los actos de

ageutes oficiosca

Dedo y firmmdo hoy/Given and signed this 16th _day of September, 2004
w/in _Tokyo, Japan

Presldent, CEO

CHUGAI SEIYAKD XABUSHIKI KAISHA

n.},‘ﬁ 'H;r.;m
AY 2005 %

_ O CAVELIER ABOGADOS
WPPODEDI-179 (MINUTA 12.1.1.2.9)
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Registratiop "°'561 of 2001

Notarial Certificate

This is to certify that Manami SEKIGUCHI, the
attorney of Osamu NAGAYAMA, President, CEO of CHUGAI
SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA, a Japanese body corporate of 5-1,

" Ukima 5-chome, Kita-ku, Tokyo, Japan has stated in my very
presence that sald Osamu NAGAYAMA acknowledges himself to
have signed the attached Power of Attorney in compliance
with the authority bestowed on him as President, CEO of
CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA.

The foregoing was duly proven by 'th'e ce.rt:l.fiéd_--'_coﬁ
of the company regiaster issued by To“ﬁ.%'u.mﬁ:: e

Bureau, Japanese Government, dated Ju]g"?l’..m_ul‘t" oRmuHAL
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Dated this 7th day of October, 2
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No. 1-10, Nihombashli, Kabuto-cho,
Chuo-ku, Tokyo, Japan
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1. Country: JAPAN
This public document
2. has been signed by Norio Akiyama

FLn m c.d
3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo _A_ﬁ:‘l:lilﬁug\ ?J,;;_;-E
nHEEE RhJ/
4. bears the seal/stamp of "I T i
Certified
b. at Tokyo 6.
7. by the Ministry of Foreign Affairs
8. 04- N2 003170
9, Seal/stamp:
. "\“
ﬂD/ ” ) ,,\t Shinichi HAGIWARA
s ‘y\ 'ji ; fortheM' ot ﬁ)_l'i Fl!_m.
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TRADUCCION OFICIAL No. 10.13/04d realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia y

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un documento
escrito en inglés y espafiol por medio del cual CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI
KAISHA, domiciliado en el S5-1, Ukima 5-chome, Kita-ku, Tokio 115-8543
Japdn, por el presente ratifica la solicitud de patente No. 04.090.189
presentada por el Doctor Emilio FERRERO el 10 de Septiembre de 2004 y
adicionalmente otorga derechos de representacién y poder a los Doctores

EMILIO FERRERO, tpa. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE

L mw—— T

_/

PAEZ, tpa. 23555; y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la
Carrera 4 No. 72-35, Bogotd D.C., Colombia.
Dado y firmado el 16 de Septiembre de 2004 en Tokio, Japbn, por

Osamu NAGAYAMA, Presidente y Director Ejecutivo.

Firma Ilegible i nng:-&

Firma ona ™ . OMGMAL

CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA PRSI T
10 MAY 2005““%

El presente es para certificar que Manami SEKYS
Osamu NAGAYAMA, Presidente y Director Ejecutivd
KABUSHIKI KAISHA, sociedad anfénima japonesa domiciliada en 5-1 Ukima
5-chome, Kita-ku, Toklo, Japén, ha declarado en presencia mfa que el
mencionado Osamu NAGAYAMA reconoce que €l mismo firmé el adjunto
Poder de conformidad con 1la autoridad a €&l investida como
Prepidente, Director Ejecutivo de CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA.
Lo anterior fue debidamente_ probado con la copia certificada del

registro de la compafiia expedido por la Oficina de Asuntos Legales

de Tokio del Gobierno Japonés, con fecha del 21 de Julio de 2004.
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Expedido hoy 7 de Octubre de 2004

Firma 1leqible
Notario Pidblico Norio Akiyama

No. 1-10, Nihombashi, Kabuto-cho
Chuo-ku, Tokio, Japdén

Sello: Oficina de Asuntos Legal de Tokio
OFICINA DE NOTARIO

No. 1-10, Nihombashi, Kabuto-cho
Chuo-ku, Tokio, Japén

Sellos rojos al lado de la firma y en la parte superior del documanto.

APOSTILLA

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

1. Pais: JAPON
Este documento pGblico Y
2. ha sido firmado por Norio Akiyama ' ,
3. actuando en calidad de Notario de la 0f1c1naa;de Agunt ls

-'h. ‘

Legales de Tokio v

4. lleva el sello/estampilla de

T s AN L

) Cexrtific s “:::,m ¥ CIRCULO

OTaTOPIA COMCIDN eo‘l'l.l;‘;':“"“

5. en Tokio 6. t'.)C".!i e 11 rﬁ' it _
7. por el Ministerio de Relaciones i:ﬁ::@dr e :

8. 04 - No. 003170V

9. Sello/estampilla

vAC)
ot o”"o
)
L J
9o >
&« -
- » Shinichi HAGIWARA
e S
»
’*’ Kol Por el Ministro de Relaciunes Exteriores
JApOW

Es traduccidén fiel y completc:n de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacién.

DVZ/ID-6065/WPCL002G/COLO 14419-841-001-7 éﬁ?ﬂnsﬁ% 2.
TRADUCTOR E INTERPRETE OFKCIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPAROL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 19997
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(57) Absiract: A therapeutic esgent for mesothelioma,
comprising an interlenkin-6 (IL-6) entagonint, for example, an
antibody against TL-6 receptor ([L-6R); and a mesothelioma
cytostatic agent comprixing an IL-6 antagonist, for exampls, an
antibody against IL-6R.
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DESCRIPTION

MESOTHELIOMA THERAPEUTIC AGENT

_ TECHNICAL FIELD
The present invention relates to a novel

mesothelioma therapeutic agent and mesothelioma cell
inhibitor.

BACKGROUND ART

Mesothelioma is a tumor that occurs in the
mesothelium that covers the surface of the pleura,
peritoneum and pericardium that respectively envelop the
organs of the chest cavity such as the lungs and heart,
and abdominal organs such as the digestive tract and
liver. 1In the case of diffuse pleural mesothelioma,
chest pain is caused by invasion of the intercostals
nerves on the side of the chest wall pleura, and
respiratory and circulatory disorders may occur due to
tumor growth and accumulation of pleural fluid in the

pleura on the organ side (Takagi, Journal of Clinical and

Experimental Medicine, (March Supplement), "Respiratory
Diseases", pp. 469-472, 1999). There is eventually
proliferation into the adjacent mediastinal organs,
progressing to direct invasion of the heart or
development into the abdominal cavity by means of the
diaphragm, or there may be development outside the chest

cavity as a result of additional lymphatic or circulatory

metastasis (ibid).

In the U.S., diffuse pleural mesothelioma is
reported to occur in 3,000 persons annually, the number
of cases began to increase prominently in the 1980s, and
is frequently observed in men in their sixties, with the
incidence in men being roughly five times that in women-
(Takagl, Journal of Clinical and Experimental Medicine
(March Supplement), "Respiratory Diseases", pp. 469-472,
1999). According to recent reports in the U.S. and

{2,
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Europe, the incidence of mesothelioma is demonstrating a
rapidly increasing trend, and based on epidemiological
statistics from the U.K. in 1995, the number of deaths
from mesothelioma is predicted to continue to increase
over the next 25 years, and in the worst possible
scenario, has been indicated as having a risk to the
extent of accounting for 1% of all deaths among men born
in the 1940s (Nakano, Respiration, Vol. 18, No. 9, pp.
916-925, 1999).

Numerous different classifications of the clinical
disease stages have been used fo; ?esothelioma, and since
the methods for classifying the disease stage used
differ, previous therapeutic reports on mesothelioma have
encountered difficulties when comparing the results of
treatment (Nakano, Respiration, Vol. 18, No. 9, pp. 916-
925, 1999). An international TNM classification for
malignant pleural mesothelioma in 1995 by the
International Mesothelioma Interest Group (IMIG) {(Nakano,
Respiratioﬂ, Vol. 18, No. 9, pp. 916-925, 1999).

In addition, malignant mesothelioma has a causative
relationship with exposure to asbestos, and this has also
been demonstrated in animal experiments (Tada, Journal of
Clinical and Experimental Medicine (March Supplement},
"Respiratory Diseases™, pp. 406-408, 1999). Asbestos
that has been inhaled into the respiratory tract reaches
a location directly beneath the pleura where a tumor
eventually develops due to chronic irritation for at
least about 20 years, and this tumor spreads in a thin
layer over the entire surface of the pleura (Takagi,
Journal of Clinical and Experimental Medicine (March
Supplement), "Respiratory Diseases", pp. 469-472, 1999).
Consequently, although malignant mesothelioma is
classified as an asbestos-related disease, not all
malignant mesothelioma is caused by asbestos, and well-
documented exposure is only observed in about half of all
patients (Tada, Journal of Clinical and Experimental
Medicine (March Supplement), "Respiratory Diseases", pp.
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Malignant pleural mesothelioma 1s resistant to
treatment, is associated with an extremely poor
prognosis, and requires that countermeasures be taken
immediately (Nakano, Respiration, Vol. 18, No. 9, pp.
916-925, 1999). For example, although the folic acid
antagonist, methotrexate (MTX)}, has a satisfactory
efficacy rate of 37% in large-dose single treatment in
combination with leucovin, its use has not proliferated
due to the technical difficulty associated with
application to mesothelioma that causes retention ef a
large amount of pleural fluid (Nakano, Journal of
Clinical and Experimental Medicine {(March Supplement},
"Respiratory Diseases", pp. 570-573, 2003). In addition,
although pleuropulmonary exclsion and pleurectomy are
performed for diffuse pleural mesothelioma, there is
increased susceptibility to relapse following treatment,
and the post-surglcal local relapse rate in particular is
high at 35-43% (Takagi, Journal of Clinical and
Experimental Medicine (March Supplement), "Respiratory
Diseases", pp. 469-472, 1999).

Numerous human mesothelioma cell lines and several
mouse mesothelioma cell lines are known to express IL-6
in vitro, and in mice transplanted with mouse
mesothelioma cell line AB22, which'expresses a high level
of IL-6, IL-6 has been reported to be detected in serum
prior to cancer cell growth, clinical symptoms and
changes in peripheral blood lymphocyte tissue
(Bielefeldt-Ohmann, Cancer Immunol. Immunother. 40: 241-
250, 1995). 1In addition, serum IL-6 levels in patients
with malignant pleural mesothelioma are higher in
comparison with pulmonary adenoma patients ccmplicated
with pleural effusion, and with respect to
thrombocytosis, which is one of the clinical aymptoms of
malignant pleural mesothelioma, there is known to be a
remarkable correlation between serum IL-6 levels and
platelet counts (Nakano, British Journal of Cancer 77(6):

14
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907-912, 1998). Moreover, the tumor cells of pleural
mesothelioma patients express high levels of IL-6, and
IL-6 levels in the serum have been reported to increase
prior to death (Higashihara, Cancer, October 15, 1992,
Vol. 70, No. B8, pp. 2105-2108).

As a result of administering rat anti-mouse IL-6
antibody (6B4) to mouse transplanted with AB22 at the
rate of twice a wéek, Bielefeldt-Ohmann, et al. reported
that effects were observed that considerably diminished
the onset and progression of clinical symptoms
(Bielefeldt-Ohmann, Cancer Immuno}: Immunother. 40: 241-
250, 1995). However, according to a report by
Bielefeldt, antl-IL-6 antibody does hot have a direct
growth inhibitory effect on AB22 in vitro, there were no
differences observed in the postmortem appearances of
mice treated with anti-IL-6 antibody and those not
treated with said antibody, and tumor masses of
considerable size were observed even in the treated mice
(Blelefeldt-Ohmann, Cancer Immunol. Immunother. 40: 241-
250, 1995). Namely, growth inhibition of mesothelioma by
anti-IL-6 antibody has not been known both in vitro and
in vivo.

Takagi, Journal of Clinical and Experimental
Medicine (March Supplement), "Respiratory Diseases", pp.
469-472, 1999

Nakano, Respiration, Vol. 18, No. 9, pp. 916-925,
1999

Tada, Journal of Clinical and Experimental Medicine
(March Supplement), "Respiratory Diseases", pp. 406-408,
1999

Nakano, Journal of Clinical and Experimental
Medicine (March Supplement)}, "Resplratory Diseases", pp.
570-573, 2003

Bielefeldt-Ohmann, Cancer Immunol. Immunother. 40:
241-250, 1995

Higashihara, Cancer, October 15, 1992, Vol. 70, No.
8, pp. 2105-2108
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DISCLOSURE OF THE INVENTION

IL-6 antagonists were not known to act directly on
mesothelioma and demonstrate growth inhibitory effects.
An object of the present invention is to provide a novel
mesothelioma therapeutic agent (mesothelioma cell growth
inhibitor) that contains an IL-6 antagonist as its active
ingredient.

As a result of conducting extensive studies to
develop a novel mesothellioma therapeutic agent that
inhibits the growth of mesotheliqmg cells, the inventor
of the present invention obtained the novel finding that
the growth of mesothelioma cells can be inhibited by
inhibiting or interrupting signal transmission relating
to IL-6, thereby leading to completion of the present
invention.

Thus, the present invention provides a mesothelioma
therapeutic agent that contains an interleukin-6 (IL-6)
antagonist as its active ingredient.

In addition, the present invention also provides a
growth inhibitor against mesothelioma cells that contains
an interleukin-6é (IL-6) antagonist as its active
ingredient.

The aforementioned mesothelioma is, for example,
pleural mesothelioma, and more sﬁeéifically, malignant
pleural mesothelioma. Diffuse pleural mesothelioma is
included in malignant pleural mesothelioma.

The aforementioned IL-6 antagonist is, for example,
an antibody to IL-6 or an antibody to IL-6 receptor, and
preferably a monoclonal antibody to IL-6 receptor. The
aforementioned antibody to IL-6 receptor is particularly
preferably a monoclonal antibody to human IL-6 receptor
such as PM-1 antibody, or a monoclonal antibody to mouse
IL-6 receptor such as MR16-1 antibody. The
aforementioned antibody to IL-6 receptor is preferably a
recombinant antibody.

The aforementioned antibody to IL-6 receptor may be
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a chimeric antibody, humanized antibody or human
antibody. 1In the present invention, a particularly
preferable antibody 1s humanized PM-1 antibody.

The present invention can also be in the forms
indicated below.
(1) The use of an interleukin-6 (IL-6) antagonist to
produce a mesothelioma therapeutic agent.
(2) The use according to (1) above in which the
mesothelioma is pleural mesothelioma.
(3) The use according to (2) above wherein the pleural
mesothelioma is malignant pleural mesothelioma.
(4) The use according to any of (1) through (3) above
wherein the IL-6 antagonist is an antibody to IL-6
receptor.
(5) The use according to (4) above wherein the antibody
to IL-6 receptor is a monoclonal antibody to IL-6
receptor.
(6) The use according to (4) above wherein the antibody
to IL-6 receptor is a monoclonal antibody to human IL-6
receptor.
(7) The use according to (4) above wherein the antibody
to IL-6 receptor is a monoclonal antibody to mouse IL-6
receptor.
(8) The use according to any of (4) through (7) above
wherein the antibody to IL-6 receptor is a recombinant
antibody.
(9) The use according to (6) above wherein the
monoclonal antibody to human IL-6 receptor is PM-1
antibody.
(10) The use according to (7) above wherein the
monoclonal antibody to mouse IL-6 receptor is MR16-1
antibody.
(11) The use according to any of (4) through (10) above
wherein the antibody to IL-6 receptor is a chimeric
antibody, humanized antibody or human antibody to IL-6
receptor.
(12) The use according to (11) above wherein the
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humanized antibody to IL-6 receptor is humanized PM-1
antibody.
{13) The use of an interleukin-6 (IL-6) antagonist to
produce a growth inhibitor against mesothelioma cells.
(14) The use according to (13) above in which the
mesothelioma is pleural mesothelioma.
{15) The use according to {(14) above wherein the pleural
mesothelioma is malignant pleural mesothelioma.
(16) The use according to any of (13) through (15) above
wherein the IlL-6 antagonist is an antibody to IL-6
receptor.
{(17) The use according to (16) above wherein the antibody
to IL-6 receptor is a monoclonal antibody to IL-6
receptor.
(18) The use according to (16) above wherein the antibody
to IL-6 receptor is a monoclonal antibody to human IL-6
receptor.
(19) The use according to (16) above wherein the antibody
to IL-6 receptor is a monoclonal antibody to mouse IL-6
receptor.
(20) The use according to any of (16} through (19) above
wherein the antibody to IL-6 receptor is a recombinant
antibody.
(21) The use according to (18) above wherein the
monoclonal antibody to human IL-Glreceptor is PM-1
antibody. '
(22) The use according to (19) above wherein the
monoclonal antibody to mouse IL-6 receptor is MR16-1
antibody.
(23) The use according to any of (16) through (22) above
wherein the antibody to IL-6 receptor is a chimeric
antibody, humanized antibody or human antibody to IL-6
receptor.
{(24) The use according to (23) above wherein the
humanized antibody to IL-6 receptor is humanized PM-1
antibody.

The present invention can also adopt the forms
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(1) A treatment method for mesothelioma comprising:

administering an interleukin-

6 (IL-6) antagonist to a

subject requiring that treatment.

(2) The method according to

(1) above wherein the

mesothelioma is pleural mesothelioma.

(3) The method according to

(2) above wherein the

pleural mesothelioma is malignant pleural mesothelioma.

(4) The method according to

any of (1) through (3) above

wherein the IL-6 antagonist is an antibody to IL-6

receptor.

(5) The method according to
antibody to IL-6 receptor 1s
6 receptor.

(6) The method according to
antibody to IL-6 receptor is
human IL-6 receptor.

{7) The method according to
antibody to IL-6 receptor is
mouse IL-6 receptor.

{8) The method according to
wherein the antibody to IL-6
antibody.

(9) The method according to
monoclonal antibody to human
antibody.

(10) The method according to
monoclonal antibody to mouse
antibody.

(11) The method according to

{({4) above wherein the
a nmonoclonal antibody to IL-

{(4) above wherein the
a monoclonal antibody to

(4) above wherein the
a monoclonal antibody to

any of (4) through (7) above
receptor is a recombinant

(6) above wherein the
IL-6 receptor is PM-1

(7) above wherein the
IL-6 receptor is MR16-1

any of (4) through (10)

above wherein the antibody to IL-6 receptor is a chimeric
antibody, humanized antibody or human antibody to IL-6

receptor.
(12) The method according to

(11) above wherein the

humanized antibody to 1IL-6 receptor is humanized PM-1

antibody.
(13) A method for inhibiting

the growth of mesothelioma

14
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cells comprising: administering an interleukin-~6 (IL-6)
antagonist to a subject requiring that inhibition.

(14) The method according to (13) above in which the
mesothelioma is pleural mesothelioma.

{15) The method according to (14) above wherein the
pleural mesothelioma is malignant pleural mesothelioma.
(16) The method according.to any of (13) through (15)
above wherein the IL-6 antagonist is an antibody to IL-6
receptor.

(17) The method according to (16) above wherein the
antibody to IL~-6 receptor is a mopqclonal antibody to IL-
6 receptor. '

(18) The method according to (16) above wherein the
antibody to IL-6 receptor is a monoclonal antibody to
human IL-6 receptor.

{19) The method according to (16) above wherein the
antibody to IL-6 receptor is a monoclonal antibody to
mouse IL-6 receptor.

(20) The method according to any of (16) through (19)
above wherein the antibody to IL-6 receptor is a
recombinant antibody.

(21) The method according to (18) above wherein the
monoclonal antibody to human IL-6 receptor is PM-1
antibody.

(22) The method according to (19) above wherein the
monoclonal antibody to mouse IL-6 receptor is MR16-1
antibody.

(23) The method according to any of (16) through (22)
above wherein the antibody to IL-6 receptor 1is a chimeric
antibody, humanized antibody or human antibody to IL-6
receptor.

(24) The method according to (23) above wherein the
humanized antibody to IL-6 receptor is humanized PM-1
antibody.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
Fig. 1 is a graph that shows the results of Example
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1 by indicating the productivities of IL-6 by various
malignant mesothelioma cell lines.

Fig. 2 is a graph that shows the results of Example
2 by indicating the productivities (lack thereof) of IL-6
receptor (IL-6R) by various malignant mesothelioma cell
lines. Furthermore, GAPDH indicates the amount of mRNA
of GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) used
as an internal control.

Fig. 3 is a graph that shows the results of Example
3, wherein the production of vascular endothelial growth
factor (VEGF) by mﬁlignant mesothelioma cell lines H2052
and H2452 1s induced by IL-6 and IL-6R.

Fig. 4 1s a graph that shows the results of Example
4 in which a similar experiment to Example 3 was
conducted for malignant mesothelioma cell line H28 by
indicating that this cell line produces vascular
endothelial growth factor (VEGF) without requiring
induction by IL~6/IL-6R.

Fig. 5 is a graph that shows the results of Example
5, wherein in contrast to phosphorylation of STAT3 due to
stimulation by IL-6 being promoted in cell line H2025, in
which production of VEGF 1s induced by IL-6,
phosphorylation of STAT3 due to stimulation by IL-6 is
not promoted in cell line H28, in which production of
VEGF is not induced by IL-6.

Fig. 6 is a graph that shows the results of Example
6, wherein in contrast to expression of SOCS3 due to
stimulation by IL-6 and IL-6R being induced in cell line
H2025, in which production of VEGF is induced by IL-6,
SOCS3 is non-inductively expressed in cell line H28, in
which production of VEGF 1s not induced by IL-6.

Fig. 7 is a drawing showing the structure of a
promoter of plasmids pGL3-VEGF and pGL3-VEGFmut along
with its vicinity used in Example 7.

Fig. 8 is a graph that shows the results of Example
7, wherein in a system in which VEGF promoter is coupled
to luciferase reporter gene, in the case of altering the
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p-STAT3 binding site within the VEGF promoter, activation
of the VEGF promoter by IL-6 does not occur.

Fig. 9 is a schematic drawing showing the mechanism
of induction of VEGF promoter (production of VEGF) due to
stimulation by IL-6 in cell line H2052 as predicted from
the results of Examples 5 through 7.

Fig. 10 is a graph that shows the results of Example
8, wherein the growth of cell line H2052 increases IL-6
concentration-dependently in the presence of IL-6R.

Fig. 11 is a graph that shows the results of Example
9, wherein promotion of the growth of cell line H2052 by
IL-6 and IL-6R is inhibited by MRA.

Fig. 12 is a graph that shows the results of Example
10, wherein the growth of cell line H226 increases IL-6
concentration-dependently in the presence of IL-6R, and
that MRA demonstrates inhibitory effects on that growth.

Fig. 13 1s a graph that shows the results of
Experlment 8 by indicating that the growth of cell line
H226 increases IL-6 concentration-dependently in the
presence of IL-6R.

Fig. 14 is a graph that shows the results of Example
ll, wherein growth promotion of malignant mesothelioma
cell lines H2052 and H226 by IL-6 and soluble IL-6
receptor is inhibited by humanized PM-1 antibody.

Fig. 15 is a graph that shows the results of Example
12, wherein induction of VEGF production by IL-6
stimulation in the malignant mesothelioma cell lines
MSTQO, H226, H2052 and H2452 is inhibited by humanized PM-
1 antibody.

Fig. 16 is a graph that shows the results of Example
13, wherein phosphorylation of STAT3 induced by IL-
6/soluble IL-6R stimulation in the cell lines H2052 and
H2452 is inhibited by humanized PM-1 antibody.

Fig. 17 is a graph that shows the results of Example
14, wherein promotion of the growth of the cell lines
H2052 and H226 by IL-6 and soluble IL-6R stimulation is
not inhibited by anti-VEGF antibody.

Ly
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BEST MODE FOR CARRYING OUT THE INVENTION
IL-6 1s a cytokine also referred to as B cell

stimulating factor 2 (BSF2) or interferon B2. IL-6 was
initially discovered to be differentiation factor
involved in activation of B lymphocytic cells (Hirano, T.
et al., Nature (1986) 324, 73-76), after which it was
determined to be a multifunctional cytokine having
effects on the functions of various cells {Akira, S. et
al., Adv. In Immunology (1993) 54, 1-78). 1IL-6 has also
been reported to induce maturation of T iymphocytic cells
(Lotz, M. et al., J. Exp. Med. (1588) 167, 1253-1258).

IL-6 transmits its biological activity by means of
various proteins on cells. One of these is the ligand-
binding protein of IL-6 receptors having a molecular
weight of about 80 kD (Taga, T. et al., J. Exp. Med.
(1987) 166, 967-981; Yamasakl, K. et al., Sclence (1987)
241, 825-828). In addition to existing in a membrane-
bound form that is expressed on the cell membrane by
penetrating the cell membrane, IL-6 receptors also exist
as soluble IL-6 receptors mainly composed of an
extracellular region.

Another of these a membrane protein gpl30 having a
molecular weight of about 130 kD that is involved in the
signal transmission of non-ligand binding. IL-6 and IL-6
receptors form an IL-6/IL-6 receptor complex, and as a
result of subsequently binding with gpl130, the biological
activity of IL-6 is transmitted into cells (Taga, T. et
al., Cell (1989} 58, 573-581).

IL-6 antagonists are substances that inhibit the
transmission of the bilological activity of IL-6. Known
examples of these IL-6 antagonists include antibody to
IL-6 (anti-IL-6 antibody), antibody to IL-6é receptors
{(anti-IL-6 receptor antibody), antibody to gpl30 (anti-
gpl30 antibody), IL-6 variant, and IL-6 or IL-6 receptor
partial peptide.

There have been several reports regarding anti-IL-6
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receptor antibody (Novick, D. et al., Hybridoma (1991)
10, 137-146; Huang, Y.W. et al., Hybridoma (1993) 12,
621-630; International Unexamined Patent Publication No.
WO 95-09873; French Unexamined Patent Publication No. FR
2694767, and U.S. Patent No. US 521628). Humanized PM-1
antibody is known to be obtained by transplanting the
complementarity determining region (CDR) of one of these
in the form of mouse anti-PM-1 (Hirata, Y. et al., J.
Immunol. (1989) 143, 2900-2906) to human antibody
(International Unexamined Patent Publication No. WO 92-~
19759).

The aforementioned IL-6 antagonist is preferably an
antibody to IL-6 receptor, and more preferably a
monoclonal antibody to human IL-6 receptor or monoclonal
antibody to mouse IL-6 receptor. An example of the
aforementioned monoclonal antibody to human IL-6 receptor
is PM-1 antibody, while an example of monoclonal antibody
to mouse IL-6 receptor is MR16-1 antibody. The
aforementioned antibody i1s preferably a chimeric
antibody, humanized antibody or human antibody, an
example of which is humanized PM-1 antibody.

There are particular limitations on the origin, type
or form of the IL-6 antagonist used in the present
invention provided it inhibits the growth of mesothelioma
cells and is useful as an active ingredient of a
mesothelioma therapeutic agent.

IL-6 antagonists are substances that inhibit the
biological activity of IL-6 by interrupting signal
transmission by IL-6. IL-6 antagonists are preferably
substances that have inhibitory action against the
binding of IL-6, IL-6 receptor and gpl30. Examples of
IL-6 antagonists include anti-IL-6 antibody, anti-IL-6
receptor antibody, anti-gpl30 antibody, IL-6 variants,
soluble IL-6 receptor variants, IL-6 receptor partial
peptides and low molecular weight substances
demonstrating similar activity.

Anti-IL-6 antibody used in the present invention can
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be obtained as a polyclonal or monoclonal antibody using
known methods. Monoclonal antibody of mammalian origin
1s particularly preferable for the anti-IL-6 antibody
used in the present invention. Examples of monoclonal
antibodies of mammalian origin include those produced by
hybridomas and those produced by hosts transformed with
an expression vector containing antibody gene using
genetic engineering techniques. This antibody interrupts
the transmission of the biological activity of IL-6 to
cells as a result of inhibiting binding of IL-6 to IL-6
receptors by binding with IL-6. '

Examples of these antibodies include MH166 (Matsuda,
T. et al., EBur. J. Immunol. (1998) 18, 951-956), and SK2
antibody (Sato, K. et al., 21st General Meeting of the
Japanese Society for Immunology, Academic Record (1991)
21, 166).

Anti-IL-6 antibody-producing hybridoma can basically
be produced in the manner described below using known
technology. Namely, this antibody can be produced by
using IL-6 as a sensitizing antigen, immunizing with this
in accordance with ordinary immunization methods, fusing
the resulting immunocytes with known hoat cells according
to ordinary cell fusion methods, and then screening for
cells that produce monoclonal antibody according to
ordinary screening methods.

More speclfically, production of IL-6 antibody
should be carried out in the manner described below.
Human IL-6 used as sensitizing antigen for acquiring
antibody is obtained by using the IL-6 gene/amino acid
sequence disclosed in Eur. J. Biochem. (1987) 168, 543-
550; J. Immunol. (1988) 140, 1534-1541; or, Agr. Biol.
Chem. (1990) 54, 2685-2688.

After inserting the IL-6 gene sequence into a known
expression vector system and transforming suitable host
cells, the target IL-6 protein is purified by known
methods from the host cells or culture supernatant,
followed by using this purified IL-6 protein as a
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sensitizing antigen. In addition, a fused protein
consisting of IL-6 protein and another protein may also
be used as sensitizing antigen.

The anti-IL-6 receptor antibody used in the present
invention can be obtained in the form of a polyclonal
antibody or monoclonal antibody using known means.
Monoclonal antibody of mammalian origin is particularly
preferable for the anti-IL-6 receptor antibody used in
the present invention. Examples of monoclonal antibody
originating in mammalian cells include those produced by
hybridomas and those produced in a host transformed with
an expression vector that contains antigen gene by
genetic engineering techniques. As a result of this
antibody binding to IL-6 receptors, binding of IL-6 to
IL-6 receptors is inhibited, thereby interrupting the
transmission of the blological activity of IL-6 to cells.

Examples of these antibodies include MR16~1 antibody
(Tamura, T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993) 90,
11924-11928), PM-~1 antibody (Hirata, ¥. et al., J.
Immunol. (1989) 143, 2900-2906), AUK12-20 antibody,
AUK64-7 and AUK146-15 antibody (International Unexamined
Patent Publication No. WO 92-19759). Among these, PM-1
antibody is particularly preferable for use as the
antibody.

Furthermore, a PM-1 antibody-producing hybridoma
cell line has been internationally deposited based on the
Budapest Treaty under the designation FERM BP-2988 on
July 12, 1989 at the International Patent Organism
Depository of the National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology (Tsukuba Central 6, 1-
1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japan) as PM-1. 1In
addition, an MR16-1 antibody-producing hybridoma cell
line has been internationally deposited based on the
Budapest Treaty under the designation FERM BP-5875 on
March 13, 1997 at the International Patent Organism
Depository of the National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology (Tsukuba Central 6, 1-
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1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japan) as Rat-mouse
hybridoma MR16-1.

Anti-IL-6 receptor monoclonal antibody-producing
hybridoma can basically be produced in the manner
described below using known technology. Namely, this
hybridoma can be produced by using IL-6 receptor as
sensitizing antigen, immunizing with this in accordance
with ordinary immunization methods, fusing the resulting
immunocytes with known host cells according to ordinary
cell fusion methods, and screening for cells that produce
monoclonal antibody according to known séreening methods.

More specifically, anti-IL-6 receptor antibody
should be produced in the manner described below. For
example, human IL-6 receptor used as sensitizing antigen
for acquisition of antibody is obtained by using the IL-6
receptor gene/amino aclid sequence disclosed in European
Unexamined Patent Publication No. EP 325474, while mouse
IL-6 receptor 1s obtained by using the IL-6 receptor
gene/amino acld sequence disclosed in Japanese Unexamined
Patent Publication No. 3-155795.

There are two types of IL-6 receptor protein
consisting of that which is expressed on the cell
membrane and that which is released from the cell

- membrane (soluble IL-6 receptor) (Yasukawa, K. et al., J.

Biochem. (1990} 108, 673-676). Soluble IL-6 receptor
antibody is substantially composed of the extracellular
region of IL-6 receptor that binds to the cell membrane,
and differs from membrane-bound IL-6 receptor in that it
is missing a cell membrane-penetrating region or cell
membrane-penetrating region and intracellular region.
IL-6 receptor protein may use either IL-6 receptor
provided it can be used as sensitizing antigen for
producing the anti-IL-6 receptor antibody used in the
present invention.

After inserting the gene sequence of IL-6 receptor
into a known expression vector system to transform
sultable host cells, the target IL-6 receptor is purified
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by known methods from the host cells or culture
supernatant followed by using the purified IL-6 receptor
protein as sensitizing antigen. In addition, a fused
protein consisting of cells that express IL-6 receptor or
IL-6 receptor protein and another protein may also be
used as sensitizing antigen.

Escherichia coli (E. coli) containing plasmid

pIBIBSF2R that contains cDNA encoding human IL-6 receptor

has been internationally deposited based on the Budapest
Treaty under the deposit pumber FERM BP-2232 on January
9, 1989 at the International Patent Organism Depository
of the National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi,

‘Tsukuba, Ibaraki, Japan) as HB101-pIBIBSF2R.

Anti-gpl30 antibody used in the present invention
can be obtained in the form of polyclonal antibody or
monoclonal antibody using known means. Monoclonal
antibody of mammalian origin is particularly preferable.
for the anti-gpl30 antibody used in the present
invention. Monoclonal antibodies of mammalian origin
include those produced by hybridomas and those produced
in a host transformed with an expression vector that
contains antibody gene by genetic engineering techniques.
This antibody inhibits binding of IL-6/IL-6 receptor
complex to gpl30 and interrupts the transmission of the
biological activity of IL-6 to cells by binding with
gpl30.

Examples of these antibodies include AM64 antibody
{Japanese Unexamined Patent Publication No. 3-21989%94),
4Bl1l antibody, 2H4 antibody (U.S. Patent No. 5571513) and
B-P8 antibody (Japanese Unexamined Patent Publication No.
8-291199).

Anti-gpl30 monoclonal antibody-producing hybridoma
can basically be produced in the manner described below
using known technology. Namely, this hybridoma can be
produced by using gpl30 as a sensitizing antlgen,
immunizing with this in accordance with ordinary

2X



10

15

20

25

30

35

24

- 18 -

immunization methods, fusing the resulting immunocytes
with known host cells according to ordinary cell fusion
methods, and screening for cells that produce monoclonal
antibody according to ordinary screening methods.

More specifically, monoclonal antibody should be
produced in the manner described below. For example,
gpl30 used as sensitizing antigen for acquiring antibody
is obtained by using the gpl30 gene/amino acid sequence
disclosed in European Unexamined Patent Publication No.
EP 411946.

After inserting the gene sequ?nce of gpl30 into a
known expression vector system to transform suitable host
cells, the target gpl30 protein 1s purified from the host
cells or culture supernatant by known methods, followed
by using the purified gpl30 receptor protein as
sensitizing antigen. In addition, a fused protein
consisting of cells expressing gpl30 or gpl30 protein and
another protein may also be used as sensitizing antigen.

Although there are no particular limitations on the
mammal immunized with sensitizing antigen, it 1is
preferably selected in consideration of compatibility
with the host cells used for cell fusion, typical
examples of which include rodents such as mice, rats and
hamsters. _

Immunization of the animal with sensitizing antigen
is carried out in accordance with known methods. As a
typical example of such a method, immunization is
preferably carried out by injecting sensitizing antigen
into the abdominal cavity or beneath the skin of a
mammal. More specifically, a suspension of sensitizing
antigen diluted to a suitable amount with phosphate-
buffered saline (PSB) or physiological saline is mixed
with a suitable amount of an ordinary adjuvant such as
Freund's complete adjuvant as desired followed by

- emulsifying and administering several times to the mammal

every 4 to 21 days. In addition, a suitable carrier can
be used when immunizing with the sensitizing antigen.
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After confirming that immunization has been carried
out in this manner and the antibody level in serum has
risen to a desired level, immunocytes are removed from
the mammal and used for cell fusion. Spleen cells are a
particularly preferable example of immunocytes used for
cell fusion.

Various known cell lines such as P3X6Ag8.653
(Kearney, J. F. et al., J. Immunol. ({(1979) 123, 1548-
1550), P3X63Ag8U.1 {Current Topics in Microbiology and
Immunology (1978) 81, 1-~7), NS-1 (Kohler, G. and
Milstein, C., Eur. J. Immunol. (1976) 6, 511-519), MPC-11
(Margulies, D. H. et al., Cell (1976) 8, 405-415, SP2/0
(Shulman, M. et al., Nature (1978) 276, 269-270), FO (de
St. Groth, S. F. et al., J. Immunol. Methods (1980) 35,
1-21), S194 (Trowbridge, I. S., J. Exp. Med. (1978) 148,
313-323) or R210 (Galfre, G. et al., Nature (1979) 277,
131-133) are already suitably used as mammalian myeloma
cells serving as the other host cells fused with the
aforementioned immunocytes.

Fusion of the aforementioned immunocytes and myeloma
cells can basically be carried out in compliance with
known methods such as the method of Milstein, et al.
(Kohler, G. and Milstein, C., Methods Enzymol. (1981) 73,
3-46). \

More specifically, the aforementioned cell fusion is
carried out, for example, in an ordinary nutritive
culture liquid in the presence of a cell fusion promoter.
Examples of fusion promoters that are used include
polyethylene glycol (PEG) and Sendai wvirus (HVJ), and an
assistant such as dimethylsulfoxide can also be added to
enhance fusion efficiency as desired.

The ratio of immunocytes and myeloma cells used is
preferably 1 to 10 times more immunocytes than myeloma
cells. Examples of culture liquids that can be used for
the aforementioned cell fusion include RPMI1640 .culture
liquid preferable for growth of the aforementlioned
myeloma cells, MEM culture liquid and other ordinary
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culture liquids used for this type of cell culturing.
Moreover, a serum supplement such as fetal calf serum
(FCS) can also be used in combination with the
aforementioned culture liquid.

Cell fusion is carried out by thoroughly mixing
predetermined amounts of the aforementioned immunocytes
and myeloma cells in the aforementioned culture liquid,
adding PEG solution, such as PEG solution having an
average molecular weight of about 1000 to 6000 and pre-
warmed to 37°C, normally at a concentration of 30 to 60%
(w/v), and then mixing to form the targef fused cells
(hybridoma). Continuing, cell fusion agents and so forth
that are detrimental to hybridoma development can be
removed by repeating the procedure consisting of
sequentlally adding suitable culture liquid and then
centrifuging to remove the supernatant.

The hybridoma is selected by culturing in an
ordinary selective culture liquid such as HAT culture
liquid (culture liquid containing hypoxanthine,
aminopterin and thymidine). Culturing in said HAT
culture liquid is continued for a duration, which is
normally from several days to several weeks, that ia
sufficient for destroying those cells other than the
target hybridoma (non-fused cellq). Next, hybridoma that
produces the target antibody is then screened and cloned
by carrying out ordinary limiting dilution methods.

In addition to obtaining the aforementioned
hybridoma by immunizing animals other than humans with
antigen, a desired human antibody having binding activity
with a desired antigen or antigen-expressing cells can be
obtained by sensitizing human lymphocytes with a desired
antigen protein or antigen-expressing cells in vitro, and
then fusing the sensitized B lymphocytes with myeloma
cells such as U266 (refer to Japanese Examined Patent
Publication No. 1-59878). Moreover, a desired human
antibody may also be acquired in accordance with the
aforementioned method by administering antigen or

2\
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antigen-expressing cells into a transgenic animal having
a repertoire of human antibody genes (refer to
International Unexamined Patent Publications Nos. WO
93/12227, WO 92/03%18, WO 54/02602, WO 94/25585, WO
96/34096 or WO 96/33735).

Hybridoma that produces monoclonal antibody produced
in this manner can be sub-cultured in ordinary culture
liquid and stored in liquid nitrogen for a long period of
time.

A method in which the hybridoma is cultured in
accordance with ordinary methods and obtained in the form
of the. culture supernatant, or a method in which the
hybridoma 1s grown by administering to a mammal that is
compatible therewith followed by obtalning the form of
ascites, can be employed to acquire monoclonal antibody
from the hybridoma. The former method is suitable for
obtaining highly pure antibody, while the latter method
is suitable for producing antibody in large volume.

For example, production of anti-IL-6 receptor
antibody-producing hybridoma can be carried out according
to the method diaclosed in Japanese Unexamined Patent
Publication No. 3-139293. This can be carrled out using
a method in which the PM-l-producing hybridoma
internationally deposited based on the Budapest Treaty
under the designation FERM BP-2988 on July 12, 1989 at
the International Patent Organism Depository of the
National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba,
Ibaraki, Japan) is injected intoc the abdominal cavity of
BALB/c mice to obtain ascites followed by purification of
PM-1 antibody from the ascites, or a method in which said
hybridoma is cultured in a medium such as 10% fetal calf
serum, RPMI1640 medium containing 5% BM-Condimed H1l
(Boehringer-Mannheim), hybridoma SFM medium (Glbco-BRL)
or PFHM-11 medium (Gibco-BRL), followed by purification
of PM-1 antibody from the culture supernatant.

Recombinant antibody produced using gene

32
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recombination technology by cloning antibody gene from a
hybridoma, incorporating in a suitable vector and then
inserting into a host can be used as monoclonal antibody
in the present invention (refer to, for example,
Borrebaeck, C. A. K. and Larrick, J. W., Therapeutic
Monoclonal Antibodies, publishing in the United Kingdom
by MacMillan Publishers Ltd., 1990).

More specifically, mRNA that encodes antibody
variable (V) region is isolated from cells such as a
hybridoma that produce the target antibody. 1Isolation of
mRNA is carried out by preparing total RNA according to a
known method such as guanidine centrifugation {Chirgwin,
J. M. et al., Biochemistry (1979) 18, 5294-5298) or AGPC
(Chomczynski, P. et al., Anal. Biochem. (1987) 162, 156-
159), and the preparing mRNA using an mRNA Purification
Kit (Pharmacia) and so forth. 1In addition, mRNA can be
prepared directly by using the QuickPrep mRNA
Purification Kit (Pharmacia).

cDNA of the antibody V region is synthesized from
the resulting mRNA using reverse transcriptase.
Synthesis of cDNA can be carried out using, for example,
the AMV Reverse Transcriptase First-Strand cDNA Synthesis
Kit. In addition, The 5'-Ampli Finder Race Kit
(Clontech) and 5'-RACE method using PCR (Frohman, M. A.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85, B8998-5002)
can be used to synthesize and amplify the cDNA. The
target DNA fragment is purified from the resulting PCR
product and coupled with vector DNA. Moreover, a
recombinant vector is then produced from this and
inserted into E. coli and so forth followed by selecting
2 colony to prepare the desired recombinant vector. The
base sequence of the target DNA is then confirmed by a
known method such as the deoxy method.

Once DNA that encodes the V region of the target
antibody, this 1s then coupled with DNA that encodes a
desired antibody constant region (C region) followed by
incorporation into an expression vector. Alternatively,
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DNA encoding the V region of the antibody may be
incorporated into an expression vector that contains DNA
of the antibody C region.

In order to produce antibody used in the present
invention, an antibody gene as will be described later is
incorporated into an expression vector that expressed
under the control of, for example, an enhancer or a
promoter. Next, host cells are transformed with this
expression vector to allow expression of the antibody.

In the present invention, a gene recombinant
antibody that has been artificiall¥ altered for the
purpose of lowering interspecies antigenicity to humans
can be used, examples of which include chimeric antibody,
humanized antibody and human antibody. These altered
antibodies can be produced using known methods.

Chimeric antibodies are obtained by coupling DNA
encoding antibody V region obtained in the manner
described above with DNA encoding human antibody C region
followed by incorporating the coupled product into an
expression vector and producing by inserting into a host
(refer to European Unexamined Patent Publication No.:-EP
125023 or International Unexamined Patent Publication No.
WO 92-19759). Chimeric antibody that is useful in the
present invention can be obtaineq by using this known
method.

For example, plasmids containing DNA that encode the
V regions of the L chain and H chain of chimeric PM-1
antibody have been named pPM-k3 and pPM-hl, respectively,
and Escherichia coll retaining these plasmids have been
internationally deposited based on the Budapest Treaty
under the designation NCIMB40366 and NCIMB40362,
respectively, on February 12, 1991 at the National
Collections of Industrial and Marine Bacterla Limited (23
St Machar Drive, Aberdeen AB2 1lRY, Scotland, Commonwealth
of Great Britain and Northern Ireland).

Humanized antibodles, which are also referred to as
reshaped antibodies, are obtailned by transplanting'the

A
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complementarity determining region (CDR) of mammals other
than humans such as mice to the complementarity
determining region of human antibody, and their typical
gene recombination techniques are known (refer to
BEuropean Unexamined Patent Publication No. EP 125023 or
International Unexamined Patent Publication No. WO 92-
19759).

More specifically, a DNA sequence designed so as to
couple CDR of mouse antibody with the framework (FR)
region of human antibody is synthesized by PCR from a
plurality of oligonucleotides produced so as to have
overlapping portions on their ends. The resulting DNA is
then coupled with DNA that encodes human antibody C
region followed by incorporation into an expression
vector and insertion into a host to produce the DNA in
that host (refer to European Unexamined Patent
Publication No. EU 239400 or International Unexamined
Patent Publication No. WO 92-19759).

An FR for which the complementarity determining
region forms a satisfactory antigen binding sité is
selected for the FR of the human antibody coupled by
means of COR. The amino acids of the framework region of
the antibody varlable region may be substituted so that
the complementary determining reqion of the reconfigured
human antibody forms a suitable antigen binding site
(Sato, K. et al., Cancer Res. (1993) 53, 851-856).

Human antibody C region is used for chimeric
antibody and humanized antibody. An example of a human

antibody C region 1s Cy, and for example, Cyl, Cy2, Cy3 or

Cy4 can be used. In addition, the human antibody C region
may be modified to improve stabllity of the antibody or
its production.

Chimeric antibodies are composed of a variable
region of an antibody of mammalian origin other than
humans and a C region originating in human antibody,
while humanized antibodies are composed of a
complementarity determining region of an antibody of
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mammalian origin other than humans and a framework region
and C region originating in human antibody, and since
their antigenicity in humans is decreased, they are
useful as antibodies used in the present invention.

A preferable specific example of a humanized
antibody used in the present invention is humanized PM-1
antibody (refer to International Unexamined Patent
Publication No. WO 92-19759).

In addition to the method previously described,
another known technology for acquiring human antibody
consists of acquiring human antibody by panning using a
human antibody library. For exaﬁple, a phage that binds
to an antigen can also be selected by using a variable
region of human antibody as a single chain antibody
(scEFv) and expressing on the surface of a phage using the
phage display method. The DNA sequence that encodes the
human antibody varlable region that binds to the antigen
can then be determined by analyzing the genes of the
selected phage. Once the DNA sequence of the scFv that
binds to the antigen has been identified, an expression
vector that is equivalent to that sequence can then be
produced to acquire the human antibody. These methods
are already commonly known and reference can be made to
WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/q€?13, WO 93/11236, WO
93/19172, WO 95/01438 and WO 95/15388.

Antibody gene constructed in the manner described
above can be expressed and acquired by known methods. 1In
the case of mammalian cells, antibody gene can be
expressed with DNA or vector that contains said DNA in
which a commonly used useful promoter, antibody gene to
be expressed, and poly A signal downstream from the 3'
side are functionally bound. An example of a
promoter/enhancer is human cytomegalovirus immediately
early promoter/enhancer.

In addition, examples of other promoters/enhancers
that should used to express antibody used in the present
invention include virus promoters/enhancers such as those
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of retrovirus, polyoma virus, adenovirus or Simeon virus
40 (SV40), as well as promoters/enhancers originating in

mammalian cells such as human elongation factor la
(HEFla) .

For example, in the case of using SV40
promoter/enhancer, antibody can be easily expressed in
accordance with the method of Mulligan et al. (Mulligan,
R. C. et al., Nature (1979) 277, 108-114) or in the case

of HEFla promoter/enhancer, antibody can be easily
expressed in accordance with the method of Mizushima et
al. (Mizushima, S. and Nagata, S.; Nucleic Acids Res.
(1990) 18, 5322).

In the case of Escherichia coli, antibody can be
expressed by functiocnally binding a commonly used useful
promoter, signal sequence for secreting antibody and
antibody gene to be expressed. Examples of promoters
include lacZ promoter and araB promoter. In the case of
using lacZ promoter, antibody should be expressed in
accordance with the method of Ward et al. (Ward, E. S§. et
al., Nature (1989) 341, 544-546; Ward, E. S. et al.,
FASEB J. (1992) 6, 2422-2427), or in the case of using
araB promoter, antibody should be expressed in accordance
with the method of Better et al. (Better, M. et al.,
Science (1988) 240, 1041-1043).

The pelB signal sequence (Lei, S. P. et al., J.
Bacteriol. (1987) 169, 4379-4383) should be used for the
signal sequence for antibody secretion in the case of
producing in the periplasm of E. coli. After separating
the antibody produced in the periplasm, the antibody is
used after suitably refolding the antibody structure
(refer to, for example, WO 96/30394).

Examples of replication sources that can be used
include those originating in SV40, polyoma virus,
adenovirus or bovine papilloma virus (BPV), and in order
to increase the number of gene copies in the host cell
system, the expression vector can contain a selection
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marker such as aminoglycoside phosphotransferase (APH)
gene, thymidine kinase (TK) gene, E. coli xanthine-
guanine phosphoribosyl transferase (Ecogpt) gene or
dihydrofolate reductase (dhfr) gene.

Any arbitrary production system can be used to
produce antibody used in the present invention. The
production system for antibody production may be an in
vitro system or an in vivo system. Examples of in vitro
production systems include production systems that use
euFaryotic cells and a production systems that use
prokaryotic cells.

In the case of using eukaryotic cells, the
production system may use animal cells, plant cells or
fungal cells. Known examples of animal cells include:

(1) mammalian cells such as CHO, COS, myeloma, BHK (baby
hamster kidney), HeLa and Vero cells, (2) amphibian cells
such as African tree frog follicular cells, and (3)
insect cells such as 8f9, sf21 and Tn5 cells. Known
examples of plant cells include cells originating in
Nicotiana tabacum, and they should be cultured in
calluses. Known examples oflfungal cells include yeasts
cells such as Saccharomyces species including
Saccharomyces cerevisiae, and molds such as Aspergillus
species including Aspergillus niger.

In the case of using prokaryotic cells, a production
system that uses bacterial cells is used. Known examples
of bacterial cells include E. coli and Bacillus subtilis.

Antibody is obtalned by inserting the target
antibody gene into these cells by transformation, and
then culturing the transformed cells in vitro. Culturing
is carried out in accordance with known methods. For
example, DMEM, MEM, RPMI1640 or IMDM can be used for the
culture liquid, and a serum supplement such as fetal calf
serum (FCS) can also be used in combination. 1In
addition, antibody may also be produced in vivo by
transferring cells into which the antibody gene has been
inserted to the abdominal cavity and so forth of an
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animal.

On the other hand, examples of in vivo production
systems include production systems that use animals and
production systems that use plants. In the case of using
an animal, examples of production systems include those
that use mammals or insects.

Examples of mammals that can be used include goats,
plgs, sheep, mice and rabbits (Vicki Glaser, SPECTRUM
Biotechnology Applications, 1993). Silkworms can be used
for the insects. In the case of using plants, tobacco
plants can be used, for example. '

Antibody gene is inserted into these animals or
plants followed by production and recovery of the
antibody wilthin the bodies of the animals or plants. For
exanmple, an antibody gene is inserted at an intermediate
location in a gene that encodes a protein uniquely
produced in milk such as goat P casein to prepare in the
form of a fused protein. A DNA fragment that contains
the fused protein into which the antibody gene has been
inserted is then injected into a goat embryo and this
embryo is then introduced into a female goat. The
desired antibody is then obtained from the milk produced
by a transgenic goat or its progeny that is born from the
goat that has receilved the embryoc. A suitable hormone
may be used in the transgenic goat to increase the amount
of milk containing the desired antibody produced from the
transgenic goat (Ebert, K. M. et al., Bio/Technology
(1994) 12, 689-702).

In addition, in the case of using silkworms, a
silkworm is infected with baculovirus into which the
target antibody gene has been inserted followed by
obtaining the desired antibody from the silkworm body
fluid (Maeda, S. et al., Nature (1985) 315, 592-594).
Moreover, in the case of using a tobacco plant, the
target antibody gene is inserted into a plant expression
vector such as pMON 530, after which this vector is
inserted into bacteria such as Agrobacterium tumefaciens.

24
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This bacteria is then used to infect a tobacco plant such
as Nicotiana tabacum to obtain the desired antibody from
the tobacco leaves (Jilian, K. -C. Ma, et al., Eur. J.
Immunol. (1994) 24, 131-138).

As has been described above, in the case of
producing antibédy with an in vitro or in vivo production
system, a host may be simultaneously transfected by
separately incorporating DNA encoding antibody heavy
chain (H chain) or light chain (L chain) in separate
expression vectors, or transforming a host by
incoxporating DNA encoding H chain and L chain in a
single expression vector (refer to International
Unexamined Patent Publication No. WO 94-11523).

Antibody used in the present invention may .be an
antibody fragment or modified product thereof provided is
can be preferably used in the present invention.

Examples of antibody fragments include Fab, F(ab')2, Fv
or H chaln and single chain Fv (scFv) in which Fv or Fv
or H chaln and L chain are coupled with a suitable
linker.

More specifically, after forming an antibody
fragment by treating an antibody with an enzyme such as
papain or pepsin, or constructing a gene that encodes
these antibody fragments and inserting it into an
expression vector, it 1s expressed in suitable host cells
(refer to, for example, Co, M. S. et al., J. Immunol.
(1994) 152, 2968-2976; Better, M. & Horwitz, A. H.,
Methods in Enzymology (1989) 178, 476-496; Plueckthun, A.
& Skerra, A., Methods in Enzymology (1989) 178, 476-496;
Lamoyi, E., Methods in Enzymology (1989) 121, 652-663;
Rousseaux, J. et al., Methods in Enzymology (1989) 121,
663-666; Bird, R. E. et al., TIBTECH (1991) 9, 132-137).

The aforementioned scFv 1s obtained by coupling
antibody H chain V region with L chain V region. 1In this
scFv, the H chain V region and L chain V region are
coupled with a linker and preferably a peptide linker
(Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
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(1988) 85, 5879-5883). The H chain V region and L chain
V region in scFv may have for their origins any of the
origins described for the aforementlioned antibodies. An
example of a peptide linker used to couple the V regions
is an arbitrary single chain peptide composed of 12-19
amino acid residues.

DNA that encodes scFv is obtained by using DNA that
encodes the aforementioned antibody H chain or H chain V
region and DNA that encodes L chain or L chain V region
as templates, amplifying a DNA portion that encodes a
desired amino acid sequence among tpese sequences by PCR
using a primer pair that defines both ends, and then
amplifying by combining with a prime pair that defines
the DNA that encodes the peptide linker portion as well
as both of its ends so that each H chain and L chain is
linked.

In addition, once DNA that encodes scFv is produced,
expression vectors that contain them as well as hosts
that have been transformed by said expression vectors can
be obtained in accordance with ordinary methods. 1In
addition, scFv can be obtained in accordance with
ordinary methods by using those hosts.

These antibody fragments can be produced from a host
by acqulring and expressing their genes in the same
manner as previously described. The "antibody" referred
to in the present invention includes these antibody
fragments.

Antibodies bound with various types of molecules
such as polyethylene glycol (PEG) can be used for
antibody modified products. The "antibody" referred to
in the present invention includes these antibody modified
products. These antibody modified products can be
obtained by carrying out chemical modification on a
resulting antibody. These methods have already been
established in this field.

As was previously described, expressed antibody can
be separated from inside or outside cells or from a host
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and purified to uniformity. Separation and purification
of antibody used in the present invention can be carried
out by affinity chromatography. Examples of columns used
for affinity chromatography include a protein A column
and protein G column. Examples of carriers used for a
protein A column include Hyper D, POROS and Sepharose
F.F. Other separation and purification methods used with
ordinary proteins may also be used and there are no
limitations thereon.

Antibody used in the present invention can be
separated and purified by suitably selecting and
combining, for example, chromatography other than the
aforementioned affinity chromatography, filtration,
ultrafiltration, salting out or dialysis. Examples of
other types of chromatography include ion exchange
chromatography, hydrophobic chromatography and gel
filtration. These types of chromatography can be applied
to high-performance liquid chromatography (HPLC). 1In
addition, reverse phase HPLC may also be used.

Concentration of antibody obtained as described
above can be measured by measurement of optical
absorbance, ELISA and so forth. Namely, in the case of
measuring optical absorbance, after suitably diluting
with PBS(-), optical absorbance at 280 nm is measured
followed by calculating concentration based on 1.35 OD
representing 1 mg/ml. 1In addition, measurement of
concentration by ELISA can be carried out in the manner

described below. Namely, 100 pl of goat anti-human IgG
(TAG) diluted to 1 pg/ml with 0.1 M bicarbonate buffer
(pH 9.6) are added to a 96-well plate (Nunc) followed by
incubating overnight at 4°C to immobilize the antibody on
the plate. After blocking, 100 pl of suitably diluted
antibody used in the present invention, sample containing

antibody or human IgG standard {Cappel) are added
followed by incubating for 1 hour at room temperature.

After washing the plate, 100 pl of 5000X-diluted
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alkaline phosphatase-labeled anti-human IgG (BIOSOURCE)
are added followed by incubating for 1 hour at room
temperature. After washing the plate, substrate solution
is added followed by incubating and then measuring
optical absorbance at 405 nm using a Microplate Reader
Model 3550 (BioRad) to calculate the concentration of the
target antibody.

IL-6 variant used in the present invention is a
substance that has binding activity with IL-6 receptor
but does not transmit the blological activity of IL-6.
Namely, although IL-6 variant competes with IL-6 for
binding with IL-6 receptor, since it does not transmit
the biological activity of IL-6, signal transmission by
IL-6 is interrupted.

I1L—-6 variant is produced by introducing a mutation
by substituting an amino acid residue in the amino acid
sequence of IL-6. Although there are no limitations on
the origin of the IL-6 serving as the basis of the IL-6
variant, human IL-6 is preferable in consideration of
antigenicity and so forth.

More specifically, this is carried out by predicting
the secondary structure of the amino acid sequence of IL-
6 using a known molecular modeling program such as WHATIF
(Vvriend, et al., J. Mol. Graphics (1990) 8, 52-56), and
then evaluating the effects on all of the amino acid
residues to be substituted. After determining a suitable
substlituted amino acid residue, by then using a vector
containing a base sequence that encodes human IL-6 gene
as a template and introducing a mutation such that the
amino acid is substituted by PCR carried out in the
normal manner, a gene that encodes IL-6 variant is
obtained. This can then be incorporated in a suitable
expression vector as necessary to obtain IL-6 variant in
compliance with the aforementioned recombinant antibody
expression, production and purification methods.

Specific examples of IL-6 variants are disclosed in
Brakenhoff et al., J. Biol. Chem. (1994) 269, 86-93,
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Savino et al., EMBO J. (1994) 13, 1357-1367, WO 96-18648
and WO 96-17869.

IL-6 partial peptide or IL-6 receptor partial
peptide used in the present invention is a substance that
has binding activity with IL-6 receptor or IL-6,
respectively, and does not transmit the biological
activity of IL-6. Namely, IL-6 partial peptide or IL-6
receptor partial peptide specifically inhibit binding of
IL-6 to IL-6 receptér by capturing IL-6 receptor or IL-6
by binding thereto. As a result, signal transmission by
IL-6 1s interrupted since the biclogical activity of IL-6
is not transmitted.

IL-6 partial peptide or IL-6 receptor partial
peptide is a peptide that is composed of an amino acid
sequence of a portion or entirety of the region involved
in binding between IL-6 and IL-6 receptor in the amino
acid sequence of IL-6 or IL-6 receptor. Such a peptide
is normally composed of 10 to 80, preferably 20 to 50 and
more preferably 20 to 40 amino acid residues.

IL-6 partial peptide of IL-6 receptor partial
peptide can be produced by a method in which the region
involved in binding between IL-6 and IL-6 receptor is
identified in the amino acid sequence of IL-6 or IL-6
receptor, and a portion or all of that amino acid
sequence is normally known, examples of which include
genetic engineering technigues and peptide synthesis
methods.

I1-6 partial peptide or IL-6 receptor partial
peptide can be produced using genetic engineering
techniques by incorporating DNA that encodes a desired
peptide in an expression vector and obtaining the desired
peptide in compliance with the aforementioned recombinant
antibody expression, production and purification methods.

IL-6 partial peptide or IL~6 receptor partial
peptide can be produced using peptide synthesis methods
by using a method normally used in peptide synthesis,
such as a solid phase synthesis method or liquid phase
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synthesis method.

More specifically, this should be carried out
according to the method described in 2Zokuiyakuhin-no-
Kaihatsu, Vol. 14, Peptide Synthesis, N. Yajima, ed.,
Hirokawa Shoten Publishing (1991). In the case of solid
phase synthesls, a method is used in which, for example,
a peptide chain is elongated by alternately repeating a
reaction in which an amino acid corresponding to the C
terminal of the peptide to be synthesized is bound to a
support that is insoluble in organic solvent, and amino
acids in which the a-amino groups and side chain
functional groups are protected with suitable protecting
groups are sequentially bound in order from the C
terminal to the N terminal, and a reaction in which said
protecting groups of a-amino groups of amino acids or
peptide bound to the resin are eliminated. Solid phase
peptide synthesis methods are broadly divided into the
Boc method and Fmoc method depending on the type of
protecting groups used.

After synthesizing the target peptide in this
manner, a de-protecting reaction and reaction for
severing the peptide chain from the support are carried
out. In the reaction for severing the peptide chain,
hydrogen fluoride or trifluoromethane sulfonic acid are
normally used in the Boc method, while TFA is normally
used in the Fmoc method. In the Boc method, for example,
the aforementioned protected peptide resin is treated in
hydrogen fluoride in the presence of anisole. Next, the
protecting groups are eliminated and the peptide is
severed from the support followed by recovery of the
peptide. A crude peptide is then obtained by freeze-
drying the product. On the other hand, in the Fmoc
ﬁethod, for example, a de-protecting reaction and
reaction for sévering the peptide chain from the support
can be carried out using the same procedure as described
above in TFA.

The resulting crude peptide can be separated and
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purified by applying to HPLC. Elution should be carried
out under the optimum conditions using a water-
acetonitrile-based solvent normally used for purification
of protein. The fraction corresponding to the peak of
the resulting chromatography profile is then separated
and freeze-dried. The peptide fraction purified in this
manner is then identified by molecular weight analysis
using mass spectrometry, amino acid composition analysis
or amino acid sequence analysis.

Specific examples of IL-6 partial peptides and IL-6
receptor partial peptides are disclosed in Japanese
Unexamined Patent Publication No. 2-188600, Japanese
Unexamined Patent Publication No. 7-324097, Japanese
Unexamined Patent Publication No. 8-311098 and U.S.
Patent No. US 5210075.

IL-6 signal transmission inhibitory activity of IL-6
antagonist used in the present invention can be evaluated
by normally used methods. More specifically, IL-6-
dependent human myeloma line (S6B45, KPMM2), human
Lennert's T lymphoma cell line KT3 or IL-6-dependent cell
line MH60 or BSF2 1s cultured followed by the addition of
IL-6 while simultaneously in the presence of IL-6
antagonist and measurement of the uptake of 3H-thymidine
by IL-6-dependent cells.

In addition, 3®I-labeled IL-6 bound to IL-6 receptor
expressing cells is measured by culturing IL-6 receptor
expressing cells in the form of U266 cells followed by
the addition of !?I-labeled IL-6 and the simultaneous
addition of IL-6 antagonist. In the aforementioned assay
system, a negative control group that does not contain
IL-6 antagonist is provided in addition to the group in
which IL-6 antagonist is present, and comparison of the
results obtalned from the two groups makes 1t possible to
evaluate the IL-6 inhibitory activity of the IL-6
antagonist.

As will be indicated in the examples to be described
later, since growth inhibitory effects on mesothelioma

Ab
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cells have been observed for anti-IL-6 receptor antibody,
anti-IL-6 receptor antibody and other IL-6 antagonists
were suggested as being useful as therapeutic agents for
mesothelioma.

The treatment target in the present invention is a
mammal. The mammal of the treatment target is preferably
a human.

The mesothelioma therapeutic agent or mesothelioma
cell growth inhibitor of the present invention can be
administered systemically or locally either orally or
parenterally. For example, intravenous infusion or other
form of intravenous injection, intramuscular injection,
intrathoracic injection, intraperitoneal injection,
subcutaneous injection, suppositories, enema or oral
enteric-coated pills and so forth can be selected, and
the administration method can be suitably selected
according to the age and symptoms of the patient. The
effective dose is selected within the range of 0.0l mg to
100 mg per kilogram of body weight per administration.
Alternatively, a dose of 1 to 1000 mg, and preferably 5
to 50 mg, can be selected per patient.

The preferable dose and administration method in the
case of anti-IL-6 receptor antibody, for example, 1s such
that the amount of free antlbody present in the blood 1s
the effective dose, a specific example of which is a
method by which it is administered using a method such as
intraveﬁous drip or other form of intravenous injection
or subcutaneous injection and so forth according to an
administration sachedule such as twice a week, once a

-week, once every two weeks or once every four weeks in a

single administration or divided among several
administrations at a dose of 0.5 mg to 40 mg, and
preferably 1 mg to 20 mg, per month (4 weeks) per 1
kilogram of body weight. The administration schedule can
be adjusted such as by lengthening the administration
interval from twice per week or once per week to once
every two weeks, once every three weeks or once every
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four weeks while observing the patient's condition and
trends in blood test values.

The mesothelioma therapeutic agent or mesothelioma
cell growth inhibitor of the present invention may
contain a pharmaceutically acceptable carrier or additive
depending on the administration route. Examples of such
carriers and additives include water, pharmaceutically
acceptable organic solvents, collagen, polyvinyl alcohol,
polyvinyl pyrrolidone, carboxyvinyl polymer, sodium
carboxymethyl cellulose, sodium polyacrylate, sodium
arginate, water-soluble dextran, sodium carboxymethyl
starch, pectin, methyl cellulose, ethyl cellulose,
xanthan gum, gum Arabic, casein, gelatin, agar,
diglycerin, propylene glycol, polyethylene glycol,
Vaseline, paraffin, stearyl alcohol, stearic acid, human
serum albumin (HSA), mannitol, sorbitol, lactose and
surfactants acceptable for use as pharmaceutical
additives. Although additives used are selected are
suitably selected or combined from the aforementioned
additives according to the drug form, they are not
limited to those indicated above.

EXAMPLES

Although the following provides a detailed
explanation of the present invention through its examples
and reference examples, the present invention is not
limited thereto.

Example 1 - Production of IL-6 by Malignant

Mesothelioma Cell Lines

Culturing of malignant mesothelioma cell lines MSTO,
H2052, H28, H226 and H2452 was started at a cell
concentration of 5 x 10'/well in a 24-well plate
containing culture liquid (RPMI containing 10% fetal calf
serum (FCS))}, the cell culture liquid was replaced on the
following day, after which the cells were cultured for
additional 3 days followed by measuring the
concentrations of IL-6 in the culture supernatant using a
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fully automated chemiluminescent enzyme immunoassay
system (Fujirebio, Lumipulse) and correcting for the
amount of cellular protein. Those results are shown in
Fig. 1. The experiment was repeated three times,.
Although cell line H28 did not produce IL-6, the other
four lines produced IL-6. Cell lines H2052 and H226
produced particularly high levels of IL-6.

Example 2 - Expression of IL-6R in Malignant

Mesothelioma Cell Lines

The expression levels of IL-6 receptor were measured
for five malignant mesothelioma cell linés at the mRNA
level. KT-3 cells were used for the positive control,
and synoviocytes were used for the negative control.
These cells were cultured for 48 hours in RPMI containing
10% FCS, and mRNA that encodes IL-6 receptor IL-6R) in
the cells was measured by reverse- transcribed PCR
(RTPCR) using the GeneAmp PCR System (Applied Biosystems)
for the detection device. Those results are shown in

-Fig. 2. Fig. 2 (bottom) indicates the amount of mRNA of

the GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) used
for the internal control.

According to these results, malignant mesothelioma
cells are believed to express hardly any IL-6 receptor.
Since the pleural fluld in cases of malignant pleural
mesothellioma consists of bloody pleural fluid, soluble
IL-6 receptor is surmised to be present in large amounts,
and this is believed to be involved in transmission of
IL-6 irritation.

Example 3 - Induction of VEGF Production by IL-6

Stimulation (1)

Tumor cells of malignant mesothelioma cell lines
H2052 and H2452 were cultured in three series in 24-well
plates at an initial cell concentration of 5 x 10%/well in
RPMI1640 medium. On the following day, the cell culture
liquid was replaced followed by commencement of
stimulation by (1) recombinant IL-6 (10 ng/ml), (2)
recombinant IL-6 (10 ng/ml) + recombinant soluble IL-6R
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(100 ng/ml), and (3) inhibition by the anti-IL-6 receptor
antibody, humanized PM-1 antibody (refer to WO 92/19759)

(25 pg/ml) (RPMI was used for the medium control). After
culturing for an additional 3 days, the concentrations of
vascular endothelial growth factor (VEGF) in the culture
supernatants were measured using the Quantikine Human
VEGF Immunoassay Kit (R & D Systems) and corrected for
the amount of cellular protein.

Those results are shown in Fig. 3. As is clear from
these graphs, production of VEGF was inducted by IL-6
stimulation in both cell lines H2052 and H2452.

Example 4 - Induction of VEGF Production by IL-6

Stimulation (2)

The experiment of Example 3 was repeated using
malignant mesothelioma cell line H28. Those results are
shown in Fig. 4. As 1s clear from these results,
although cell line H28 produces high levels of VEGF, it
did not respond to stimulation by IL-6.

Example 5 - Phosphorylation of STAT3 by IL-6

Stimulation

Cell line H2025, in which production of VEGF is
induced by IL-6, and cell line H28, in which production
of VEGF is not induced by IL-6, were incubated in the
presence of recombinant IL-6 (10 ng/ml) and soluble
recombinant IL-6 receptor (100 ng/ml) together with
signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) followed by analysis of the phosphorylation from
STAT3 to p~STAT3 in hour 0, hour 0.5 and hour 1 of
incubation by Western blotting. Those results are shown
in Fig. 5.

As is clear from Fig. 5, prominent phosphorylation
of STAT3 was observed for cell line H2052 at 30 minutes
after IL-6 stimulation. In contrast, only slight
phosphorylation of STAT3 was observed in response to IL-6
stimulation for cell line H28. Furthermore, p-STAT3 in
Fig. 5 indicates phosphorylated STAT3, while STAT3
indicates the sum of phosphorylated and non-
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phosphorylated STAT3.

Example 6 - Induction of SOCS3 by IL-6 Stimulation

Cell line H2025, in which production of VEGF:-is
induced by IL-6, and cell line H28, in which production
of VEGF is not induced by IL-6, were stimulated by
incubating in the presence of recombinant IL-6 (10 ng/ml)
and soluble recombinant IL-6 receptor (100 ng/ml)
followed by measuring the expression levels of induced
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) by
measuring the levels of mRNA that encode them following
RT-PCR amplification in hour 0, hour 2 and hour 4 of
incubation. Those results are shown in Fig. 6.

As is clear from Fig. 6, induction of SOCS3 mRNA was
observed 2 hours after IL-6 stimulation in cell line

H2052. Continuously high expression of SOCS3 was
observed in cell line H28.

Example 7 - VEGF Promoter Assay

A plasmid pGL3-VEGF, which controls the expression
of luciferase gene by VEGF promoter, and a plasmid pGL3-
VEGFmut, which controls the expression of lucliferase gene
by a mutated VEGF promoter, were produced (Fig. 7).

50,000 H2052 cells each were transfected with 1 pg
of pGL3-VEGF or pGL3-VEGFmut, and the transfected cells
were stimulated with recombinant IL-6 (10 ng/ml) and
recombinant soluble IL-6 receptor (100 ng/ml). After
stimulating for 2 days, the luciferase activity induced
from the VEGF promoter and mutated VEGF promoter was
examined. Those results are shown in Fig. 8.

As is clear from Fig. 8, in the case of having
removed the phosphorylated STAT3 binding site from the
VEGF promoter, activation of the VEGF promoter due to IL-
6 stimulation was no longer ocbserved. Based on the
results of the aforementioned Examples 5, 6 and 7,
increased production of VEGF due to IL-6 stimulation in
cell line H2052 was believed to be mediated by a JAK-STAT
system. This predicted system is shown in Fig. 9.

&\
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Example 8 - Growth Promotion of H2052 and H226 by

Addition of IL-6 and Soluble IL-6 Receptor

Cell line H2052 cells were disseminated in a 96-well
plate containing RPMI medium containing 10% FCS at 500
cells/well followed by culturing in five series for 6 to
7 days in the presence or absence of recombinant soluble
IL-6 receptor at 100 ng/ml and in the presence of various
concentrations (0, 1, 10 or 100 ng/ml) of IL-6. Those
results are shown in Fig. 10 and Fig. 13. As is clear
from these graphs, cell line H2052 and cell line H226
grow IL-6 concentration- dependenFly in the presence of
recombinant soluble IL-6 receptor (100 ng/ml).

Exanmple 9 - Inhibition of Growth Promotion of H2052

Cells due to Addition of IL-6 and IL-6R by Antibody

to IL-6R (Anti-IL-6R Antibody)

In order to determine whether or not growth
promotion of H2052 cells by IL-6 and IL-6 receptor is
inhibited by anti-IL-6R antibody, H2052 cells were
disseminated in a 96-well plate containing RPMI medium
containing 10% FCS at 500 cells/well followed by
culturing in three series for 7 days in the presence of
recombinant soluble IL-6 at 10 ng/ml and recombinant
soluble IL-6 receptor at 100 ng/ml and in the presence of
various concentrations (0.1 or 25 pug/ml) of humanized PM-
1 antibody. Following culturing, the amount of growth of
H2052 cells (OD 450) was measured by MTS assay. Those
results are shown in Fig. 11. As a result, anti-IL-6
antibody was determined to inhibit growth concentration-
dependently. On the other hand, inhibitory effects were
not observed in the case of adding human IgGl instead of
MRA at the same concentration as a control.

Example 10 - Growth Promotion of H226 Cells by

Addition of IL-6 and Soluble IL-6 Receptor and

Inhibition by Anti-IL-6R Antibody

Cell line H226 cells were disseminated in a 96-well
plate containing RPMI medium containing 10% FCS at a
concentration of 500 cells/well followed by culturing in
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three series for 7 days in the presence of recombinant
soluble IL-6 receptor at 100 ng/ml and in the presence of
various concentrations (0, 1, 10 or 100 ng/ml) of IL-6.
Those results are shown in Fig. 12. As is clear from the
graph, H226 cells that produce high levels of IL-6 grew
IL-6 concentration-dependently in the presence of
recombinant soluble IL-6 receptor (100 ng/ml) while their
growth was inhibited by anti-IL-6R antibody in the same
manner as H2052 cells producing high levels of IL-6.

Example 11 - Inhibition of Growth Promotion of Cell

Line H2052 and Cell Line H226 Induced by Addition of

IL-6 and Scluble IL-6 Receptér by Anti-IL-6 Receptor

Antibody

Cells of cell line H2052 and cell line H225 were
disseminated in a 96-well plate at 200 cells/well in RPMI
medium containing 10% FCS followed by culturing in five
series for 6 days in the presence of IL-6 (10 ng/ml) and
soluble IL-6 receptor (100 ng/ml) and in the presence of
various concentrations (0, 1 pg/ml, 5 pug/ml) of humanized
PM-1l antibody. After culturing, the cell growth rates of
cell line H2052 and cell line H226 were measured by MTS
assay. The cell growth rates indicated how many times
cell growth increased as compared with the absence of
addition of IIL-6/sIL-6R. Those results are shown in Fig.
14. As a result, anti-IL-6 receptdr antibody completely
inhibited the growth promoting action induced by addition
of IL-6/sIL-6R in cell line H2052 and cell line H226. On
the other hand, growth inhibitory effects were not
observed in the case of adding the same concentrations of
human IgGl (Sigma) as a control instead of anti-IL-6
receptor antibody.

Example 12 - Inhibition of Induction of VEGF

Production Induced by IL-6 Stimulation by Anti-IL-6

Receptor Antibody

A study was made of inhibition of the induction of
VEGF production induced by IL-6 stimulation in malignant
mesothelioma cell lines MSTO, H226, H2052 and H2452 by
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anti-IL-6 receptor- antibody under the same conditions as
Example 3 with the exception of the concentrations of the

humanized PM-1 antibody (0.1 pg/ml, S pg/ml). Those
results are shown in Fig. 15. As a result, anti-IL-6
receptor antibody completely inhibited induction of VEGF
production induced by IL-6/3IL-6R stimulation. On the
other hand, inhibitory action on induction of VEGF
production was not observed in the case of adding the
same concentrations of human IgGl (Sigma) as a control
instead of anti-IL-6 receptor antibody.

Example 13 - Inhibition of STATﬁ Phosphorylation by

Anti-IL~6 Receptor Antibody

A study was made to determine whether STAT3
phosphorylation induced by stimulation by IL-6 (10 ng/ml)}
and soluble IL-6 receptor (100 ng/ml) is inhibited by 5
Hg/ml of anti-IL-6 receptor antibody in cell line H2052
and cell line H2452 that produce VEGF. Those results are
shown in Fig. 16. As a result, anti-IL-6 receptor
antibody significantly inhibited phosphorylated STAT3 (p-

- S8TAT3) induced by IL-6/sIL-6R stimulation in malignant

mesothelioma cells. On the other hand, significant
inhibition of the phosphorylation of STAT3 was not
observed in the case of adding the same concentration of
human IgGl (Sigma) as a control instead of anti-IL-6
receptor antibody.

Example 14 - Effect of Anti-VEGF Antibody on Growth

of Malignant Mesothelioma Cells

Cells of cell line H2052 and cell line H226 were
disseminated in a 96-well plate at 500 cells/plate in
RPMI medium containing 10% FCS, followed by culturing in
five series for 6-7 days in the presence of IL-6 (10
ng/ml) and recombinant soluble IL-6 receptor (100 ng/ml)
and in the presence of 1 pg/ml of anti-VEGF antibody.
After culturing, the amounts of growth were examined by
MTS assay. The same concentration of human IgGl (Sigma)
was used for the control instead of anti-VEGF antibody.
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Those results are shown in Fig. 17. As a result, anti-
VEGF antibody did not inhibit cell growth induced by IL-
6/8IL-6R stimulation. On the basis of this result,
growth action on malignant mesothelioma cells induced by
IL-6/3IL-6R stimulation was clearly determined to not be
mediated by VEGF.

Reference Example 1 - Preparation of Human Soluble

IL-6 Receptor

Soluble IL-6 receptor was produced by PCR using a
plasmid pBSF2R.236 that contains DNA encoding IL-6
receptor obtained according to thg method of Yamasaki, et
al. (Yamasakl, K. et al., Science (1988) 241, 825-828).
Plasmid pBSF2R.236 was then digested with restrictase
Sphl to obtain IL-6 receptor cDNA which was then inserted
into mpl8 (Amersham). A mutation was introduced into the
IL-6 receptor ¢DNA by PCR with the In Vitro Mutagenesis
System (Amersham) using a synthetic oligoprimer designed
S0 as to insert a stop codon into the IL-6 receptor cDNA.
As a result of this procedure, a stop codon was inserted
at the location of amino acid 345, and cDNA was obtained
that encodes soluble IL-6 receptor.

In order to express the cDNA encoding soluble IL-6
receptor in CHO cells, it was coupled with plasmid pSV
{Pharmacla) to obtain plasmid pSVL344. Soluble IL-6
receptor cDNA severed with HindIII-Sall was then inserted
into plasmid pECEdhfr containing dhfr cDNA to obtain CHO
cell expression plasmid pECEdhfr344.

10 pg of plasmid pECEdhfr344 were then used to
transfect dhfr-CHO cell line DXB-11 (Urlaub, G. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, 4216-4220)
according to the calcium phosphate precipitation method
(Chen, C. et al., Mol. Cell. Biol. (1987) 7, 2745-21751).
The transfected CHO cells were then cultured for 3 weeks

in nucleoside-free aMEM selective culture liquid
containing 1 mM glutamine, 10% dialyzed FCS, 100 U/ml of
penicillin and 100 pg/ml of streptomycin.
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The selected CHO cells were then screened by a
limiting dilution method to obtain a single CHO cell
clone. This CHO cell clone was amplified with
methotrexate at a concentration from 20 nM to 200 nM to
obtain human soluble IL-6 receptor-producing CHO cell
line 5E27. CHO cell line 5E27 was cultured in Iscove's
Modified Dulbecco's Medium (IMDM, Gibco) containing 5%
FBS. After recovering the culture supernatant, the
concentration of soluble IL-6 receptor in the culture
supernatant was measured by ELISA. As a result, soluble
IL-6 receptor was confirmed to be present in the culture
supernatant.

Reference Example 2 - Preparation of Anti-Human IL-6

Antibody

A BALB/c mouse was lmmunized with 10 pg of
recombinant IL-6 (Hirano, T. et al., Immunol. Lett.

(1988} 17, 41) together with Freund's complete adjuvant,
and this was continued once a week until anti-IL-6
antibody was able to be detected in the serum.
Immunocytes were excised from local lymph nodes and fused
with myeloma cell line P3Ul using polyethylene glycol
1500. A hybridoma was selected according to the method
of 01, et al. using HAT culture liquid (Selective Methods
in Cellular Immunology, W. H. Freeman and Co., San
Franclsco, 351, 1980) to establish a hybridoma that
produced anti-human IL-6 antibody.

An IL-6 binding assay was performed in the manner
described below on the hybridoma that produced anti-human
IL-6 antibody. Namely, a flexible polyvinyl 96-well
microplate (Dynatech Laboratories, Alexandria, VA) was

coated overnight at 4°C with 100 pl of goat anti-mouse Ig

(10 pg/ml, Cooper Biomedical, Malvern, PA) in 0.1 M
carbonate-hydrogen carbonate buffer (pH 9.6). Next, the
plate was treated for 2 hours at room temperature with

100 ul of PBS containing 1% bovine serum albumin (BSA).
After washing the plate with PBS, 100 pl of
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hybridoma culture supernatant were added to each well

followed by incubating overnight at 4°C. The plate was
washed and '?*I-labeled recombinant IL-6 was added to each
well at 2000 cpm/0.5 ng/well followed by measuring the
radioactivity of each well after washing using a gamma
counter (Beckman Gamma 9000, Beckman Instruments,
Fullerton, CA). 32 of 216 hybridoma clones were positive
according to the IL-6 binding assay. Stable MH166.BSF2
was ultimately obtained from these clones. The anti-IL-6
antibody MH166 produced by said hybridoma had IgGlk
subtype.

Next, neutralizing activity on hybridoma growth by
MH166 antibody was investigated using IL-6-dependent
mouse hybridoma clone MH60.BSF2. MH60.BSF2 cells were
divided among the wells of a microplate at 1 x 10%/200
pl/well followed by the addition of sample containing
MH166 antibody and culturing for 48 hours, and then
additionally culturing for 6 hours after adding *H-
thymidine (New England Nuclear, Boston, MA) at 0.5

HCi/well. The cells were then placed on glass filter
paper and treated with an automatic harvester (Labo Mash
Science, Tokyo, Japan). Rabbit anti-IL-6 antibody was
used for the control.

As a result, MH166 antibody volume-dependently
inhibited uptake of 3H-thymidine by MH60.BSF2 cells
induced by IL-6. Thus, MH166 antibody was clearly
demonstrated to neutralize IL-6 activity.

Reference Example 3 - Preparation of Anti-Human IL-6

Receptor Antibody

Anti-IL-6 receptor antibody MT18B produced according
to the method of Hirata, et al. (Hirata, Y. et al., J.
Immunol. (1989) 143, 2900-2906) was bound to activated
Sepharose 4B (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ)
according to attached protocol to purify IL-6 receptor
(Yamasaki, K. et al., Science (1988) 241, 825-828).
Human myeloma cell line U266 was solubilized with p-
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paraaminophenyl methane sulfonyl fluoride hydrochloride
(Wako Chemicals) containing 1% digitonin (Wako
Chemicals), 10 mM triethanol amine (pH 7.8) and 0.15 M
NaCl (digitonin buffer), and then mixed with MT18
antibody bound to Sepharose 4B beads. Subsequently, the
beads were washed six times with digitonin buffer to
obtain partially purified IL-6 receptor for immunization.

A BALB/c mouse was immunized four times every 10
days with the aforementioned partially purified IL-6
receptor obtained from 3 x 10° U266 cells followed by
production of hybridoma in accordance with ordinary
methods. The binding activity of hybridoma culture
supernatant from positive growth wells to IL-6 receptor
was lnvestigated according to the method described below.
5 x 107 U266 cells were labeled with *S-methionine (2.5
mCi) and solubilized with the aforementioned digitonin
buffer. The solubilized U266 cells were then mixed with
MT18 antibody bound to Sepharcse 4B beads having a volume
of 0.04 ml followed by washing six times with digitonin
buffer, eluting the 3*S-methionine-labeled IL-6 receptor
with 0.25 ml of digitonin buffer (pH 3.4) and
neutralizing with 0.025 ml of 1 M Tris (pH 7.4).

0.05 ml of hybridoma culture supernatant were mixed
with 0.01 ml of Protein G Sepharose (Pharmacia). After
washing, the Sepharose was incubated with 0.005 ml of *s-
methionine-labeled IL-6 receptor solution prepared as
described above. The immunoprecipitate was then analyzed
with SDS-PAGE and hybridoma culture supernatant that
reacts with IL-6 receptor was investigated. BAs a result,
reaction-positive hybridoma clone PM-1 (FERM BP-2998) was
established. Antibody produced from hybridoma PM-1 have
the IgGlx subtype.

The IL-6 binding inhibitory activity of antibody
produced by hybridoma PM-1 on human IL-6 receptor was
investigated using human myeloma cell line U266. Human
recombinant IL-6 was prepared from E. coli (Hirano, T. et
al., Immunol. Lett. (1988) 17, 41-45) and labeled with



10

15

20

25

30

35

<4

_48-

1231 using Bolton-Hunter reagent (New England Nuclear;
Boston, MA) (Taga, T. et al., J. Exp. Med. (1987) 166,
967-981).

4 x 10° U266 cells were cultured with 70% (v/v)
hybridoma PM-1 culture supernatant and 14000 cpm of '*°I-

labeled IL-6 for 1 hour. 70 pl of sample were layered

onto 300 pl of FCS in a 400 pl microfuge polyethylene
tube followed by centrifugation and measurement of
radiocactivity of the cells.

As a result, antibody produced by hybridoma PM-1 was
clearly determined to inhibit binding or IL-6 to IL-6
receptor.

Reference Example 4 - Preparation of Anti-Mouse IL-6

Receptor Antibody

Monoclonal antibody to mouse IL-6 receptor was
prepared according to the method described in Saito, T.
et al., J. Immunol. (1991) 147, 168-173.

CHO cells producing mouse scoluble IL-6 receptor were
cultured in IMDM culture liquid containing 10% FCS
followed by purification of mouse soluble IL-6 receptor
from the culture supernatant using an affinity column in
which anti-mouse IL-6 receptor antibody RS12 (refer to
the aforementioned Saito, T. et al.) was immobilized in
Affigel 10 gel (BioRad).

50 pg of the resulting mouse soluble IL-6 receptor
were mixed with Freund's complete adjuvant and injected
into the abdomen of a Wistar rat. The rat was
additionally immunized with Freund's incomplete adjuvant
starting two weeks later. Rat spleen cells were then
harvested on day 45, and after fusing 2 x 10° cells with 1
x 107 cells of mouse myeloma cell line P3Ul using 50%
PEG1500 (Boehringer-Mannheim) in accordance with ordinary
methods, the fused cells were screened for hybridoma with
HAT medium.

After adding hybridoma culture supernatant to a
plate coated with rabbit anti-rat IgG antibody (Cappel),



10

15

20

25

- 49 -

the mouse soluble IL-6 receptor was allowed to react.
Next, hybridoma that produced antibody to mouse soluble
IL-6 receptor was screened by ELISA using rabbit anti-
mouse IL-6 receptor antibody alkaline phosphatase-labeled
sheep anti-rabbit IgG. The hybridoma clones that were
confirmed to produce antibody were sub-screened twice to
obtain a single hybridoma clone. That clone was named
MR16-1.

The neutralizing activity during information
transmission by mouse IL-6 of this hybridoma-producing
antibody was investigated according to the uptake of 3H-
thymidine using MH60.BSF2 cells (Matsuda, T. et al., J.
Immunol. (1988) 18, 951-956). 1 x 10' cells/200 pl/well
of MH60.BSF2 cells were prepared in a 96-well plate. 10
pg/ml of mouse IL-6 and 12.3 to 1000 ng/ml of MR16-1
antibody or RS12 antibody were added to this plate and
cultured for 44 hours at 37°C and 5% CO; followed by the
addition of 1 uCi/well of *H-thymidine. The uptake of 3H-
thymidine was theh measured 4 hours later. As a result,
MR16-1 antibody inhibited the uptake of 3H-thymidine by
MH60.BSF2 cells.

Thus, antibody produced by hybridoma MR16-1 (FERM

BP-5875) waa clearly determined to inhibit binding of IL-
6 to IL-6 receptor. '
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What is claimed is:

1. A mesothelioma therapeutic agent that contains
an interleukin-6 (IL-6) antagonist as its active
ingredient.

2. A mesothelioma therapeutic agent according to
claim 1 wherein, the mesothelioma is pleural
mesothelioma.

3. A mesothelioma therapeutic agent according to
claim 2 wherein, the pleural mesothelioma is malignant
pleural mesothelioma.

4. A mesothelioma therapeutic agent according to
any of claims 1 through 3 wherein, the IL-6 antagonist is
antibody to IL-6 receptor.

5. A mesothelioma therapeutic agent according to
claim 4 wherein, the antibody to IL-6 receptor is
monoclonal antibody to IL-6 receptor.

6. A mesothelioma therapeutic agent according to
claim 4 wherein, the antibody to IL-6 receptor is
monoclonal antibody to human IL-6 receptor.

7. A mesothelioma therapeutic agent according to
claim 4 wherein, the antibody to IL-6 receptor is
monoclonal antibody to mouse IL-6 receptor.

8. A mesothelioma therapeutic agent according to
any of claims 4 through 7 wherein, the antibody to-IL-6
receptor is recombinant antibody.

9. A mesothelioma therapeutic agent according to
claim 6 wherein, the monoclonal antibody to human IL-6
receptor is PM-1 antibody.

10. A mesothelioma therapeutic agent according to
claim 7 wherein, the monoclonal antibody to mouse IL-6
receptor is MR16-1 antibody.

11. A mesothelioma therapeutic agent according to
any of claims 4 through 10 wherein, the antibody to IL-6
receptor is chimeric antibody, humanized antibody or
human antibody.

12. A mesothelioma therapeutic agent according to
claim 11 wherein, the humanized antibody to IL-6 receptor

S\
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is humanized PM-1 antibody.

13. A growth inhibitor against mesothelioma cells
that contains an interleukin-6 (IL-6) antagonist as its
active ingredient.

14. A growth inhibitor according to claim 13
wherein, the mesothelioma is pleural mesothelioma.

15. A growth inhibitor according to claim 14
wherein, the pleural mesotheliema is malignant pleural
mesothelioma.

16. A growth inhibitor according to any of claims
13 through 15 wherein, the IL-6 antagonist is antibody to
IL-6 receptor.

17. A growth inhibitor according to claim 16
wherein, the antibody to IL-6 receptor is monoclonal
antibody to IL-6 receptor.

18. A growth inhibitor according to claim 16
wherein, the antibody to IL-6 receptor is monoclonal
antibody to human IL-6 receptor.

19. A growth inhibitor according to claim 16
wherein, the antibody to IL-6 receptor is monoclonal
antibody to mouse IL-6 receptor.

20. A growth inhibitor according to any of claims
16 through 19 wherein, the antibody to IL-6 receptor is
recombinant antibody. )

21l. A growth inhlbitor according to claim 18
wherein, the monoclonal antibody to human IL-6 receptor
1s PM-1 antibody.

22, A growth inhibitor according to claim 19
wherein, the monoclonal antibody to mouse IL-6 receptor
is MR16-1 antibody.

23. A growth inhibitor according to any of claims
16 through 22 wherein, the antibody to IL-6 receptor is
chimeric antibody, humanized antibody or human antibody.

24. A growth inhibitor according to claim 23
wherein, the humanized antibody to IL-6 receptor is
humanized PM-1 antibody.
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ABSTRACT

The present invention provides a mesothelioma
therapeutic agent containing an interleukin-6 (IL-6)
antagonist such as antibody to IL-6 receptor (IL-6R), and
a mesothelioma cell growth inhibitor containing an IL-6
antagonist such as antibody to IL-6R.
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AGENTE TERAPEUTICO PARA EL MESQTELIOMA
DESCRIPCION

CAMPO TECNICO
La presente invencidn se refiere a un nuevo agente terapéutico para el
mesotelioma y al inhibidor celular del mesotelioma.
ANTECEDENTES DE LA ESPECIALIDAD
El mesotelioma es un tumor que se produce en el mesotelio que recubre la
superficie de la pleura, el peritoneo y el pericardio que envuslven respectivamente
a los drganos de la cavidad tordcica tales como los pulmones y el corazdn, y a los
érganos abdominales tales como el tracto digestivo y el higado. En el caso dal
mesotelioma difuso de pleura, el dolor pectoral es provocado por la invasion de
~__los nervios intercostales en el costado de |a pleura de la pared toréicica y se
pueden presentar fr_astomos respiratorios y circulatorios debidos al crecimiento del
turor y a la acumulacion del Ifquido pleural en |a pleura en el costado del érgano
(Takagi, Journal of Clinical and Experimental Medicine, (March Supplement),
“Respiratory Diseases”, pp. 469-472, 1999). Eventualmente hay proliferacién en
los érganos adyacentes al mediastino, que progresa hacia la invasién directa del
corazdén o el desarrollo en la cavidad abdominal por medio del diafragma o es
posible que exista un desarrollo fuera de la cavidad tordcica como resultado de
las metéstasis linfaticas o circulatorias adicionales (ibid).
En los Estados Unidos de América, se informé que el mesotelioma difuso
de pleura se produce en 3.000 personas al afo, la cantidad de casos comenzé a
aumentar de manera significativa en la década del 90 y se observa con frecuencia
entre los hombres alrededor de los sesenta afios, siendo la incidencia en los
hombres de aproximadamente cinco vaces la de las mujeres (Takagi, Joumnal of
211612 Clinical and Experimental Medicine (March Supplement), “Raspiratory Diseases",

pp. 469-472, 1999). De acuerdo con los informes recientes de los Estados Unidos



de Ameérica y de Europa, la incidencia del mesotelioma estd demostrando una
tendencia que aumenta con rapidez y sobre la base de las estadisticas
epidamioldgicas del Reino Unido, en 1995, se prevé que la cantidad de muertes
por mesotelioma continuard aumentando durante los préximos 25 aiios, y en el
peor de los escenarios posibles, se ha indicado que presenta un riesgo hasta el
punto de dar cuenta del 1% de todas las muertes producidas antre los hombres
nacidos en la década del 40 (Nakano, Respiration, Vol. 18, No. 9, pp. 916-925,
1999).

Se han utllizado numerosas clasificaciones diferentes de los estadlos
clinicos de la enfermedad para el mesotslioma y dado que los métodos utilizados

para clasificar los estadfos de la enfermedad difieren, los informes terapéuticos

___.anteriores acerca del masotelioma se han topado con dificultades en el momento

de comparar los re;ultados del tratamiento (Nakano, Respiration, Vol. 18, No. 9,
pp. 916-925, 1999). Una clasificacion internacional de TNM para el mesotslioma
maligno de pleura en 1995 por el Intemational Mesothelioma Interest Group
(IMIG) (Nakano, Respiration Vol. 18, No. 9, pp. 916-925, 1999).

Ademds, el mesotelioma maligno tiene una relacién causal con la
exposicidn a los asbestos y esto tamblén se ha demostrado en experimentos
realizados con animales (Tada, Journal of Clinical and Experimental Medicine
(March Supplement), “Respiratory Diseases”, pp. 406-408, 1999). Los asbestos
que han sido inhalados en el tracto respiratorio alcanzan una ubicacién que esté
directamente por debajo de la pleura donde eventualmente se desarrolla un tumor
debido a una irritacién crénica durante por lo menos alrededor de 20 aiios, y este
tumor se disemina en una capa delgada a través de toda la superficie de la pleura
(Takagi, Joumal of Clinical and Experimental Medicine (March Supplement),
*Respiratory Diseases”, pp. 469-472, 1999). Por consiguiente, a pesar de que sl

mesotelioma mallgno se clasifica como una enfermedad relacionada con los

K2



asbestos, no todos los mesoteliomas malignos son provocados por los asbestos y
una exposicién bien documentada sélo se observa en alrededor de la mitad de
todos los pacientes (Tada, Journal of Clinical and Experimental Medicine (March
Supplement), “Respiratory Diseases”, pp. 406-408, 1999).

El mesotelioma maligno de pleura es resistente al tratamiento, se asocia
con un pronéstico extremadamente pobre y requiere que se adopten medidas de
prevencién en forma inmediata (Nakano, Respiration, Vol. 18, No. 9, pp. 916-925,
1999). Por ejemplo, a pesar de que el antagonista del dcido félico, el metotrexato
(MTX), tiene un indice de eficacia satisfactorio del 37% en el tratamiento tinico a
dosis altas en combinacién con leucovina, su uso no ha proliferado debido a la
dificultad técnica asociada con la aplicacion al mesotelioma que provoca la

__._.retancién de una gran eantidad de liquido pieural (Nakano, Joumnal of Clinical and
Experimental Medigne (March Supplement) "Respiratory Diseases", pp. 570-573,
2003). Ademaés, si bien se realizan la excisién pleuropulmonar y la pleurectomia
para el mesotelioma difuso de pleura, existe un aumento de Ia susceptibilidad a la
recidiva posterior al tratamiento, y el Indice de recidiva local post quinirgico en
particular es alto entre el 35 y el 43% (Takagi, Journal of Clinical and Experimental
Madicine (March Supplement), “Raspiratory Diseases”, pp. 469-472, 1999).

Se sabe que numerosas Iineas celulares del mesotelioma humano y
diversas lineas celulares del mesotelioma de ratdén expresan IL-6 in vitro y en
ratones transplantados con la linea celular AB22 del mesotelioma de ratdn, que
expresa un alto nivel de IL-6, se informd que IL-6 se detecta en suero antes del
crecimiento celular del céncer, los sintomas cllhicos y los cambios
experimentados en el tejido de los linfocitos de sangre periférica (Bielefeldt-
Ohmann, Cancer Immunol. Immunother. 40: 241-250, 1995). Ademés, los niveles
séricos de IL-6 registrados en pacientes con mesotelioma maligno de pleura son

superiores en comparacién con los pacientes con adenoma pulmonar complicado



con derrame de pleura y con respecto a la trombocitosis, que es uno de los
sintomas clinicos del mesotelioma maligno de pleura, se sabe que existe una
correlacidn significativa entre los niveles séricos de IL-6 y los recusntos de
plaquetas (Nakano, British Journal of Cancer 77 (6) : 907-912, 1998). Ademés las
células tumorales de los pacientes con mesotelioma de pleura expresan altos
niveles de IL-6, y se ha informado que los niveles de IL-6 en sangre aumentan
antes de que se produzca la muerte (Rigashihara, Cancer, 15 de Octubre de
1992, Vol. 70, No. 8, pp. 2105-2108).

Como resultado de haber administrado anticuerpos IL-6 anti-ratén de rata
(6B4) a ratones transplantados con AB22 con una frecuencia de dos veces por

semana, Bielefeldt-Ohmann, et al. informaron que se han observado efectos que

.-~fedujeron en forma considerable el inicio y la progresién de los sintomas clinicos

—r

(Bielefeldt-Ohmann, Cancer Immunol. Immunother, 40: 241-250, 1995). No
obstante ello, de acusrdo con un informe realizado por Bislefeldt, el anticuerpo
anti-1I-6 no tiene un efecto inhibitorio directo sobre el crecimiento en AB22 in vitro,
no se ha observado ninguna diferancia en la apariencia postmortem de los
ratones tratados con anti-IL-6, el anticuerpo y los que no fueron tratados con el
mencionado anticuerpo y se observaron masas tumorales de un tamafio
considerable inclusive en los ratones sometidos a tratamiento (Bislefeldt-Ohmann,
Cancer Immunol. Immunother, 40: 241-250, 1995). A saber, la inhibicién del
crecimiento del mesotelioma por el anticuerpo anti-IL-6 no se ha conocido tanto in
vitro como in vivo.

Takegi, Jounal of Clinical and Experimental Medicine (March Supplement),
“Respiratory Diseases”, PP. 469-472, 1999.

Nakano, Respiration, Vol. 18, No. 9, pp. 916-925, 1999.

Tada, Journal of Clinical and Experimental Medicine {March Supplement),
*Respiratory Diseasss”, pp. 406-408, 1999.
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Nakano, Jouma of Clinical and BExperimental Medicine (March
Supplement), “Respiratory Diseases”, pp. 570-573, 2003.

Bielefeldt-Ohmann, Cancer Immunol. Immunother. 40:241-250, 1995,

Higashihara, Cancer, october 16, 1992, Vol. 70, No. 8, pp. 2105-2108.
DIVULGACION DE LA INVENCION

No se sabla que los antagonistas (L-68 actian directamente sobre el
mesotelioma y que demuestran efectos inhibitorios del crecimiento. Un objeto de
la presente invencién es proporcionar un nuevo agente terapéutico para el
mesotslioma (inhibidor del crecimiento celular del mesotelioma) que contiene un
antagonista IL-6 como su ingrediente activo.

Como resultado de la realizacion de extensos estudios para desarrollar un
___Nuevo agente terapéutico para el mesotelioma que inhibe el crecimiento de las
células del mesotaﬁt’:‘ma. el inventor de la presents invencién obtuvo el novedoso
hallazgo de que el craecimiento de las células del mesotelioma se puede inhibir al
inhibir o Interrumpir la transmisién de la sefal reiacionada con IL-6, lo cual
conduce por consiguiente a completar la prasents invencidn.

Por lo tanto, la presente Invencién proporciona un agente terapéutico para
el mesotelioma que contlene un antagonista de la interleuquina-6 (IL.-6) como su
ingrediente activo.

Ademds, la presente invencién también proporciona un inhibidor del
crecimiento contra las células del mesotelioma que contiene un antagonista de la
interleuquina-6 (IL-6) como su ingrediente activo.

El mesotelioma que s& menciond con anterioridad es, por ejemplo, el
mesotelioma de pleura y de manera més especifica, el mesotslioma maligno de
pleura. El mesotelioma difuso de pleura estd incluido en el mesotelioma maligno

de pleura.
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El antagonista iL.-6 que se menciond con anterioridad es, por ejemplo, un
anticuerpo para la IL-6 o un anticuerpo para el receptor de la IL-6 y
preferentemsente un anticuerpo monoclonal para el receptor de la IL-6. El
anticuerpo que se menciond con anterioridad para el receptor de la IL-6 es
preferantements en particular un anticuerpo monocional para el receptor de Ia IL-6
humana tal como el anticuerpo PM-1, 0 un anticuerpo monoclonal para el raceptor
IL-6 de ratones tal como el anticuerpo MR16-1. El anticuerpo mencionado con
anterioridad para el receptor IL-6 es preferentemente un anticuerpo racombinante.

El anticuerpo mencionado con anterioridad para el receptor IL-6 puede ser
un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano. En
la presente invencién, un anticuerpo que se prefiere en forma particular es el

___.anticuerpo humanizac_!o—FM-1 .

La presente -i:wencidn tambidn puede ser de las formas que se indican a
continuaciaon,

(1) E! uso de un antagonista de interleuquina-6 (IL-6) para producir un

agente terapéutico para el mesotelioma.

(2) El uso de acuerdo con (1) que se menclond con anterioridad en el cual

el mesotelioma es el mesotelioma de pleura.

(3) El uso de acuerdo con (2) que se menciond con anterioridad en el cual

el mesotelioma es el mesotelioma de pleura.

(4) El uso de acuerdo con cualquiera de (1) a (3) que se mencionaron con

anterioridad en los cuales el antagonista IL-6 es un anticuerpo para el
receptor de IL-6.

(5) El uso de acuerdo con (4) que se menciond con anterioridad en el cual

el anticuerpo para el receptor IL-6 es un anticuerpo monoclonal del

receptor de IL-6.



(6) E! uso de acuerdo con (4) que se menciond con anterioridad en el cual
el anticuerpo para el receptor IL-6 es un anticuerpo monoclonal del
receptor de IL-6 humano.

(7) El uso de acuerdo con (4) que se menciond con anterioridad en el cual
el anticuerpo para el receptor IL-6 as un anticuerpo monocional del
receptor de IL-6 del rat6n.

(8) El uso de acuerdo con cualquiera de (4) a (7) que se mencionaron con
anterioridad en los cuales el anticuerpo para el receptor IL-6 es un
anticuerpo recombinante.

(9) El uso de acuserdo con (6) que se mencioné con anterioridad en el cual
el anticuerpo monoclional del raceptor de IL-6 es el anticuerpo PM-1.
(10) El uso de-acuerdo con (7) que se menciond con anterioridad en el
cual el ar];i-cuarpo monoclonal del receptor IL-6 del ratén es MR16-1.
(11) El uso de acuerdo con cualquiera de (4) a (10) que se mencionaron
con anterioridad en los cuales el anticuerpo para el receptor IL-6 es un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuarpo

humano para el receptor IL-6.

(12) El uso de acuerdo con (11) que se menciond con anterioridad en el
cual el anticuerpo humanizado para el receptor IL-8 es un anticuerpo
FM-1 humanizado.

(13) El uso de un antagonista de la interleuquina-6 (IL-6) para producir un
inhibidor del crecimiento contra [as células del mesotelioma.

(14) El uso de acuerdo con (13) que se menciond con anterioridad en el
cual el masotelioma es el masotslioma de pleura.

(15) El uso de acuerdo con (14) que se manciond con anterdoridad en el

cual el mesotelioma de pleura es un mesotelioma de pleura maligno.



(16) E! uso de acuerdo con cualquiera de (13) a (15) que se mencionan
con anterloridad an los cuales el antagonista de la interleuquina-6 es un
anticuerpo para el receptor de IL-6.

(17) El uso de acuerdo con (16) que se menciona con anterioridad en el
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un anticuerpo monocional
para el receptor de IL-6.

(18) El uso de acuerdo con (18) que se menciona con anteroridad en el
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un anticuerpo monocional
para el receptor de IL-6 humano.

(19) E! uso de acuerdo con (16) que se menciona con anterioridad en el
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un anticuerpa monocional
para el receptor de IL-6 humano.

(20) EI us: de acuerdo con cualquiera de (16) a (19) que se mencionan
con anterioridad en los cuales el anticuerpo para el receptor de IL-6 es
un anticuerpo recombinante.

(21) El uso de acuerdo con (18) que se menciona con anterioridad en el
cual el anticuerpo monoclonal para el receptor de IL-6 humano es el
anticuerpo PM-1.

(22) El uso de acuerdo con (19) que s8 menciona con anterioridad en el
cual el anticuerpo monacional para el receptor de IL.-6 del ratén es el
anticusrpo MR16-1.

(23) El uso de acuerdo con cualquiera de (16) a (22) que se mencionan
con anterioridad en los cuales el anticuerpo para el receptor de IL-6 es
un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo

humano para el receptor IL-6.



(24) El uso de acuerdo con (23) que se menciona més arriba en el cual el
anticuerpo humanizado para el receptor de IL-6 es el anticuerpo

humanizado PM-1.

La presente invencién también puede adoptar las formas que se indican a

continuacion.

1)

(5)

(6)

@

8

Un método de tratamiento para el mesotelioma que comprende: la
administracion de un antagonista de la interleuquina-6 (IL-6) a un paciente
que requiera el tratamiento mencionado.

El método de acuerdo con (1) gue se menciond con anterioridad en el
cual el mesotelioma as el masotelioma de pleura.

El método de acuaerdo con (2) que se menciond con anterioridad en el
cual el mesg_!glidm de pleura es el mesotelioma de pleura maligno.

E! método de acuerdo con cualquiera de (1) a (3) que se menclonaron con
anterioridad en los cuales el antagonista de IL-6 es un anticuerpo para el
raceptor de IL-6.

El método de acuerdo con (4) que se menciond con anterioridad en sl
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un anticuerpo monoclonal
para el receptor de IL-6.

El método de acuerdo con (4) que se menciond con anterioridad en el
cual el anticuerpo para ef receptor de IL-6 es un anticuerpo monoclonat
para el receptor de 1L.-6.

El método de acuerdo con (4) que se menciond con anterioridad en el
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 s un anticuerpo monocional
para sl receptor de IL-6 del raton.

El método de acuerdo con cualquiera de (4) a (7) que se mencionaron con
anterioridad en los cuales el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un

anticuerpo recombinante.
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(9) El método de acuerdo con (6) que se menciond con anterioridad en el
cual el anticuerpo monoclonal para el receptor de IL-6 humano es el
anticuerpo PM-1.

(10) El método de acuerdo con (7) que se mencioné con anterioridad en el
cual el anticuerpo monocional para el receptor de IL-6 de ratén es el
anticuerpo MR16-1.

(11) El método de acuerdo con cualquiera de (4) a (10) que se mencionaron
con anterioridad en los cuales el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano
para el receptor IL-6.

(12) E! método de acuerdo con (11) que se menciond con anterioridad en el

o= Cual e anticq_erpo humanizado para el receptor de IL-6 es el anticuerpo
humanizad;PM-1 .

(13) Un método para inhibir el crecimiento de las células del mesotelioma que
comprenden: la administracién de un antagonista de la interleuquina-6 (IL-
6) a un paciente que requiera tal inhibicién.

(14) El método de acuerdo con (13) que se menciond con anterioridad en el
cual el mesotselioma es el mesotelioma de pleura.

(15) El método de acuerdo con (14) que se menciond con anterioridad en el
cual el masotelioma de pleura es el mesotelioma de pleura maligno.

(16) El método de acuerdo con cualquiera de (13) a (15) que se mencionaron
con anterioridad en los cuales el antagonista de IL-6 es un anticuerpo
para el receptor de IL-6.

(17) El método de acuerdo con (16) que se mencioné con anterioridad en el
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un anticuerpo monoclonal

para el receptor de IL-6.
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(18) El método de acuerdo con (16) que se mencioné con anterioridad en el
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un anticuerpo monoclonal
para el receptor de IL-6 humano.

(19) El método de acuerdo con (16) que se menciond con anterioridad en el
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un anticuerpo monoclonal
para el receptor de IL-6 de ratén.

(20) E! método de acuerdo con cualquiera de (16) a (19) que se mencionaron
con anterioridad en los cuales el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un
anticuerpo recombinants.

(21) El método de acuerdo con (18) que se menciond con anterioridad en el

cual el anticuerpo monocional para el receptor de IL-6 humano es el

.-——=  anticuerpo PM-T"

(22) El método de acuerdo con (19) que se menciond con anterioridad en el
cual el anticuerpo moncoclonal para el receptor de IL-6 de ratén es el
anticuerpo MR16-1.

(23) El método de acusrdo con cualquiera de (16) a (22) que se mencionaron
con anterioridad en los cuales el anticuerpo para el receptor de IL-6 es un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizade o un anticuerpo humano
para el receptor de IL-6.

(24) El método de acuerdo con (23) que se mencioné con anterioridad en el
cual el anticuerpo humanizado para el receptor de IL-6 es el anticuerpo
PM-1 humanizado.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Fig. 1 es un grafico que muestra los resultados del Ejemplo 1 al indicar
las productividades de IL-6 por medio de varias lineas celulares del mesotelioma

maligno.
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La Fig. 2 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 2 al indicar
las productividades (la falta de las mismas) del receptor de IL-6 {IL-6R) por medio
de varias lineas celulares del mesotelioma maligno. Ademds, GAPDH indica la
cantidad de ANRm de GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa) utiizada
como un control intemo.

La Fig. 3 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 3, en el cual
la produccién del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) por las
lineas celulares H2052 y H2452 del mesotelioma maligno es inducida por IL-6 e
IL-6R.

La Fig. 4 es un gréfico que muestra los rasultados del Ejemplo 4 en el cual
se realizd un experimento similar al Ejemplo 3 para la Ifnea celular H28 del

-—-—mesotelioma malig_gg —al indicar que esta linea celular produce el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) sin requerir la induccién por parte de
IL-6/1L-6R.

La Fig. 5 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 5, en el cual
en contraste con la fosforilacién de STAT3 debida a ia estimulacién por parte de
IL-6 que es promovida en la Ifnea celular H2025, en la fosforlacién de STAT3
debida a la estimulacidn por parte de IL-6 no es promovida en la linea celular H28,
en cuya produccién de VEGF no es inducida por IL-6.

La Fig. 6 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 6, en el cual
en contraste con la expresion de SOCS3 deblida & la estimulacion por parte de IL-
6 e IL-6R que es inducida en |a Iinea celular H2025, en cuya produccion de VEGF
es inducida por II;-G. SOCS3 no se expresa de manera no inductiva en la linea
celular H28, en cuya produccidn de VEGF no es inducida por IL-6.

La Fig. 7 es un dibujo que muestra la estructura de un promotor de los
plasmidos pGL3-VEGF y pGL3-VEFGmut junto con su vecindad utilizada en el
Ejemplo 7.

g2
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La Fig. 8 es un gréafico que muestra los resuitados del Ejemplo 7, en el cual
en un sistema en el cual el promotor VEGF se acopla al gen reportero de
luciferasa, en el caso de alterar el sitio de unién de p-STAT3 dentro del promotor
VEGF, la activacién del promotor VEGF por parte de 1L-6 no se producs.

La Fig. 9 es un dbujo esquemdtico que muestra el mecanismo de
induccion del promotor VEGF (produccién de VEGF) debido a la estimulacion por
parte de IL-6 en la Ifnea celular H2052 tal como se predijo en los resultados de los
Ejemplos 5a 7.

La Fig. 10 es un gréfico que muestra los resultados de! Ejemplo 8, en al
cual el crecimiento de la Iinea celular H2052 aumenta de manera dependiente la

concentracion de IL-6 en presencia de IL-6R.

--——=La Fig. 11 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 9, en el

cual la promocién del cracimiento de la linea celular H2052 por parte de IL-6 & |IL-
6R se inhibe por parte de MRA.

La Fig. 12 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 10, en el
cual el crecimiento de la l(nea celular H226 aumenta de manera dependiente de la
concentracién de IL-6 en presencia de IL-6R, y que MRA demuestra los efectops
inhibitorios sobre dicho crecimiento.

La Fig. 13 es un gréafico que muestra los resultados del Experimento 8 al
indicar que el crecimiento de la linea celular H226 aumenta de manera
dependiente la concentracién de IL-6 en prasencia de IL-6R.

La Fig. 14 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 11, en el
cual la promocién del crecimiento de las lineas celulares H2052 y H226 del
mesotelioma maligno por parte de IL-6 y del receptor soluble de IL-6 es inhibida
por medio del anticuerpo humanizado PM-1.

La Fig. 15 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 12, en el

cual la induccién de ia produccion de VEGF por medio de la estimulacion de IL-6

93
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en ia ilneas celulares MSTO, H226, H2052 y H2452 del mesotelioma maligno es
inhibida por parte del anticuerpo humanizado PM-1.

La Fig. 16 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 13, en el
cual la fosforilacién de STAT3 inducida por la estimulacion de IL-6/IL-6R soluble
en la lineas celulares H2052 y H2452 es Inhibida por parte del anticuerpo
humanizado PM-1.

La Fig. 17 es un gréfico que muestra los resultados del Ejemplo 14, en el
cual la promocidn del crecimiento de las lineas celulares H2052 y H226 por medio
de la estimulacién de IL-6 y del receptor soluble de IL-6 es inhibida por medio del
anticuerpo anti-VEGF
MEJOR MODO DE REALIZAR LA INVENCION

.= IL-6 @S una citoquina a la cual también se la denomina factor 2 estimulador

de las células B (BEFZ) o interferon B2. Inicialmente se descubrié que IL-6 era el
factor de diferenclacién Involucrado en la activacion de las células linfociticas B
(Hirano, T. et al., Nature (1986) 324, 73-76), después de lo cual se determiné que
era una citoquina multifuncional que tiene efectos sobre las funciones de varias
células (Akira, S. et al., Adv. In Immunology (1993) 54, 1-78). También se informd
que IL-6 induce la maduracién de las células linfocfticas T (Lotz, M. et al., J. Exp.
Med. (1988) 167, 1253-1258),

IL-6 transmite su actividad biolégica por medio de varias proteinas sobre
las células. Una de elias es la protelna de unidn con el ligando de los receptores
de IL-6 que tienen un peso molecular de alrededor de 80 kD (Taga, T. et al., J.
Exp. Med. (1987) 166, 967-981; Yamasaki, K. et al., Science (1987) 241, 825-
828). Ademas de existir en una forma de enlace con la membrana que se expresa
sobre la membrana celular por medio de la penetracién de la membrana celular,
tambidn existen los receptores de IL-6 como receptores solubles de IL-6

principalmente compuestos por una regién extracelular.
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Otra de ellas es una protelna de la membrana gp130 que tiene un peso
molecular de alrededor de 130 kD que esté involucrada en la transmisién de la
sefial de unién de no ligando. IL-6 y los raceptorses de IL-6 forman un complejo IL-
6/receptor de IL-7 y como resultado de la unidn subsiguiente con gp130, la
actividad biolégica de IL-6 se transmite a las células (Taga, T. et al., Cell (1999)
58, 573-591).

Los antagonistas de IL-6 son substancias que inhiben la transmisién de la
actividad biolégica de IL-6. Los ejemplos conocidos de estos antagonistas de IL-6
incluyen el anticuerpo para IL-6 (anticuerpo anti-IL-8), el anticuerpo para los
receptores de IL-6 (anticuerpo del receptor anti-IL-6), el anticuerpo para gp130
(anticuerpo anti-gp130), la variante IL-6, e IL-8 o el péptido parcial del receptor de

_AL6. =

Se registrar;n muchos informes con raspecto al anticuerpo del receptor
(Novich, D. et al., Hybridoma (1991) 10, 137-146; Huang, Y.W. et &l., Hybridoma
(1993) 12, 621-630; Ptiblicacién Intemacional Sin Examinar de la Patente N@ WO
95-09873; Publicacién Francesa Sin Examinar de la Patents N9 FR 2694767, y 1a
Patente de los Estados Unidos de América N2 US 521628). Se sabe que el
anticuerpo humanizado PM-1 se obtiane por medlo del transplante de |a regién de
determinacién de complementariedad (CDR) de una de ellas en la forma de anti-
PM1 de ratén (Hirata, Y. et al., J. Immunol. (1989) 143, 2900-2906) para el
anticuerpo humano {Publicacién intemacional Sin Examinar de la Patente N® WO
92-19759).

El antagonista de IL.-6 que se menciond con anterioridad es
preferentemente un anticuerpo para el receptor de IL-6, y de manera més
preferente un anticuerpo monoclonal para el receptor de IL-6 humano o un
anticuerpo monoclonal para el receptor de IL-6 de ratén. Un ejemplo del

anticuerpo monoclonal gue se menciond con anterioridad para el receptor de IL-6
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humano es el anticusrpo PM-1, mientras un ejemplo del anticuerpo monoclonal
para el receptor de IL-6 de raton es preferantemente un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano, un ejemplo del cual es el
anticuerpo PM-1 humanizado.

Existen limitaciones particulares sobre el origen, el tipo o la forma del
antagonista de IL-6 utilizado en la presents invencién con tal que inhiba el
-crecimiento de las células del mesotelioma y sea Util como ingredienta activo de
un agente terapéutico para el mesotelioma.

Los antagonistas de 1L-6 son substancias que inhiben la actividad bioidgica
de IL-68 mediante la interrupcién de la transmisién de la sefial por parte de IL-6.
Los antagonistas de IL-6 son preferentemente substancias que tienen una accién
..-—inhibitoria contra |a union de IL-6, el receptor de IL-6 y gp130. Los ejemplos de los
antagonistas de IL:; incluyen el anticuerpo anti-IL-6, el anticuerpo del receptor
anti-IL-6, el anticuerpo anti-gp130, las variantes de IL-6, las variantes del receptor
de IL-6 soluble, los péptidos parciales del receptor de IL-6 y las substancias de
bajo peso molecular que demuestran una actividad similar.

El anticuerpo anti-IL-6 utilizado en la presents invencion se puede obtener
como un anticusrpo monocional o policlonal utilizando los métodos conocidos. El
anticuerpo monoclonal de origen mamf(fero es particularmente preferible para el
anticuerpo anti-IL-6 utilizado en la presente invenciéon. Los ejemplos de los
anticuerpos monoclonales de origen mamffero incluyen los producidos por los
hibridomas y los producidos por los huéspedes transformados con un vector de
expresién que contenga el gen del anticuerpo utilizando las técnicas de ingenierla
genética. Este anticuerpo interrumpe la transmisién de la actividad biolégica de IL-
6 a las células como resultado de la inhibicidn de la unién de IL-6 con los

receptores de [L-6 mediante la unién con IL-6.
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Los Ejemplos de estos anticuerpos incluyen MH166 (Matsuda, T. et al.,
Eur. J. Immunol. (1998) 18, 951-956) y el anticuerpo SK2 (Sato, K. et al., 21st
General Mesting of the Japanese Society for Immunology, Academic Record
(1991) 21, 166).

El hibridoma que produce el anticuerpo anti-IL-6 se puede producir
bésicamente de la manera como se describe a continuacién utilizando la
tecnologia conocida. Es decir que este anticuerpo se puede producir por medio
del uso de IL-6 como un antigeno de sensibilizacién, inmunizando con esto de
acuerdo con los métodos comunes de inmunizacién, fusionando los inmunocitos
resultantes con las células huésped conocidas de acuerdo con los métodos

comunes de fusién celular y seleccionando luego las células que producen el

- -—anticuerpo monoclonal e ecuerdo con los métodos comunes de seleccion.

De manera méds especifica, la produccién del anticuerpo de IL-6 se debe
realizar de la manera como se describe a continuacién. La IL-6 humana utilizada
como agente de sensibilizacién para adquirir el anticuerpo se obtiene mediante la
utilizacién del gen IL-6/a secuencia de aminodcidos revelada en Eur. J. Biochem.
(1987) 168, 543-550; J. Immunol. (1988) 140, 1534-1541, o, Agr. Biol. Chem.
(1990) 54, 2685-2688.

Despuds de insertar la secuencia del gen de IL-6 dentro de un sistema de
vector de expresién conocido y transformar las células huésped adecuadas, la
proteina de IL-6 a la cual se apunta es purificada por medio de los métodos
conocidos a partir de las céluias hudsped o del sobrenadante de! cultivo, seguido
de la utilizacién de esta protelna de IL-6 como un antigeno de sensibilizacién. De
igual modo, una proteina fusionada que consiste en la protelna de IL-6 y otra
proteina también pueden ser utilizadas como antlgeno de sensibilizacion.

El anticuerpo del receptor anti-IL-6 utilizado en la presents invencion se

puede obtener en la forma de un anticuerpo policlonal 0 monoclonal utilizando los

9
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medios conocidos. El anticuerpo monoclonal de origen mamifero es
particularmente preferido para el anticuerpo del receptor anti-IL-6 utilizado en la
presente invencién. Los ejemplos del anticuerpo monocional que se orginan en
las células de mamilferos incluyen a aquéllos producidos por los hibridomas y a
aquéllos producidos en un huéspad transformado con un vector de expresién que
contiens el gen del antigeno por medio de las técnicas de ingenieria genética.
Como resultado de esta unidn con el anticuerpo con l0s receptores de IL-6, la
unidn de IL-6 con los receptoras de IL-6 se inhibe, por lo tanto interrumpe la
transmisién de la actividad biolégica de IL-6 a las células.

Los ejemplos da estos anticuerpos incluyen el anticuerpo MR16-1 (Tamura,
T. et al,, Proc. Natl. Acad. Sci, USA (1993) 90, 11924-11928), el anticuerpo PM-1

-—(Hirata, Y. et al., J. Imf¥unol. (1989) 143, 2900-2906), ol anticuerpo AUK12-20, el
anticuerpo AUK6G4-7 y AUK146-15 (Publicacién Intemacional No Examinada de la
Patente N2 WO 92-19759). Entre estos, el anticuerpo PM-1 es particularmente
preterido para ser utilizado como el anticuerpo.

Por otra parte, se ha depositado a nivel intemacional la linea celular del
hibridoma que produce el anticuerpo PM-1 sobre la base del Tratado de Budapest
bajo la designacién FERM BP-2988 el 12 de Julio da 1989 en el Organismo
intemacional de Depdsito de Patentes del Instituto Nacional de Ciencia y
Tecnologia Industrial Avanzada (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba,
Ibaraki, Japén) como PM-1. De igual modo, sa ha depositado a nivel internacional
la linea celular del hibridoma que produce el anticuerpo MR16-1 sobre la base del
Tratado de Budapest bajo la designacion FERM BP-5875 el 13 de Marzo de 1997
en el Organismo Intemacional de Depdsito de Patentes del Instituto Nacional de
Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi,
Tsukuba, Ibaraki, Japén) como MR16-1 del hibridoma dse ratén ~ rata.

99



19

E! hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal del receptor anti-iL-6 se
puede producir basicamente de la manera como se desctibe a continuacién
utilizando Ia tecnologfa conocida. Es decir que este hibridoma se puede producir
mediante la utilizacién del receptor de IL-6 como antigeno de senslbilizacién,
inmunizando con esto de acusrdo con los métodos comunes de inmunizacién,
fusionando los inmunocitos resultantes con las células huésped conocidas de
acuerdo con los métodos comunes de fusldén celular y seleccionando luego las
células que producen el anticuerpo monoclonal de acuerdo con los métodos
comunes de selaccion.

Més especificamente, la produccién del anticuerpo del receptor de IL-6 se

debe realizar de la manera como se describe a continuacién. Por ejemplo, el

- -—reeceptor de IL-6 hgg_\arfa utilizado como agente de sensibilizacion para adquirir el

anticuerpo se obtiene mediante Ia utilizacién del gen receptor de IL-6/a secuencia
de aminoécidos divulgada en la Publicacidn Europea No Examinada de la Patente
N2 EP 325474, mientras que el receptor de IL-8 de ratdn se obtiene mediante el
uso del gen del receptor de IL-61a secuencia de aminodcidos divulgada en la
Publicacién Japonesa No Examinada de la Patente N® 3-155785.

Existen dos tipos de protelnas del receptor de IL-6 que consisten en
aquélia que es expresada en la membrana celular y la que es liberada por la
membrana celular (receptor soluble de IL-6) (Yasakawa, K. et al., J. Biochem.
(1990) 108, 673-676). El anticuerpo del receptor soluble de IL-6 estd
substancialmente compuesto por ia regién extracelular del receptor de IL-6 que se
une a la membrana celular y difiere del receptor de IL-6 unido a la membrana en
que falta una regién que penetre en la membrana celular 0 una regién que
penetre en la membrana celular y en la regidn intracelular. La proteina del

receptor de IL-6 puede utilizar cualquier receptor de IL-6 siempre y cuando pueda

A
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ser utilizado como un antigeno de sensibilizaclén para producir el anticuerpo del
raceptor anti-IL-6 utilizado en la presente invencién.

Después de insertar ia secuencia def gen del receptor de {L-6 en un
sistema conocido de vector de expresidn para transformar las células huésped
adecuadas, el receptor de IL-6 al cual se apunta es purificado por medio de los
métodos conocidos a partir de las células hudsped o del sobrenadante del cultivo,
seguido de la utilizacién de la protefna del receptor de IL-8 purificada como un
antigeno de sensibilizacién. De igual modo, una proteina fusionada que consiste
en las células que expresan al receptor IL-6 0 a |a proteina del raceptor de IL-6 y
otra proteina también pueden ser utilizadas como ant/geno de sensibilizacién.

El plasmido pIBIBSF2R que contiene Escherichia coli (E. coli) que contiene

. ——al-<ADNc que coc_l'ﬂlga"‘al receptor IL-6 humano se ha depositado a nivel
internacional sobre la base del Tratado de Budapest bajo la designacién FERM
BP-2232 el 9 de Enero de 1989 en el Organismo Intemacional de Depdsito de
Pétentes del Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologla Industrial Avanzada
(Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japén) como HB101-
pIBIBSF2R.

El anticuerpo antl-gp130 utilizado en la presente invencién se puede
obtener en la forma de un anticuerpo policlonal o monoclonal utilizando los
medios conocidos. E) anticuerpo monoclonal de origen mamifero se prefiers de
manera particular para el anticuerpo enti-gp130 utilizado en la presente invencion.
Los anticuerpos monoclonales que se originan en los mamiferos incluyen aquéllos
producidos por los hibridomas y aquélios producidos en un huésped transformado
con un vector de expresién que contisne el gen del anticuerpo por medio de las
técnicas de ingenieria genstica. Este anticuerpo inhibe la unidn del complejo IL-6/
receptor de IL-6, por lo tanto interrumpe la transmi_slén de la actividad bioldgica de

IL-6 a las células por medio de la union con gp130.
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Los ejemplos de estos anticuerpos incluyen el anticuerpo AMB4
(Publicacién Japonesa Sin Examinar de la Pétante N2 3-219894), el anticuerpo
4B11, el anticuerpo 2H4 (Patente de los Estados Unidos de América No.5571513)
y el anticuerpo B-P8 (Publicacién Japonesa Sin Examinar de la Patente N® 8-
291199),

El hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal anti-gp130 se puede
producir basicamente de la manera como se describe a continuacién utilizando la
tacnologla conocida. Es decir que este hibddoma se puede producir por medio del
uso de gp130 como un éntl'geno de sensibilizacién, inmunizando con esto de
acuerdo con los métodos comunes de inmunizacién, fusionando los inmunocitos

resultantes con las células huésped conocldas de acuerdo con los métodos

.-—~cormunes de fusién celular y seleccionando luego las células que producen el

anticuerpo monocional de acuerdo con los métodos comunes de seleccidén.

Mas especificamente, la produccién del anticuerpo monoclonal se debe
realizar de ia manera como se describe a continuacién. Por ejemplo, la gp130
utilizada como antigeno de sensibilizacién para adquirir el anticuerpo se obtiene
mediante |a utilizacidn del gen gp130/a secuencia de aminoécidos divulgada en ia
Publicacién Europea Sin Examinar de la Patente N® EP 411946.

Después de insertar la secuencia del gen de gp130 dentro de un sistema
de vector de expresién conocido y transformar las células huésped adecuadas, la
proteina de gp130 a la cual se apunta es purificada por medio de los métodos
conocidos a partir de las células huésped o del sobrenadante del cultivo, seguido
de la utilizacién de esta protelna del receptor de gp130 purificada como un
antigeno de sensibilizacién. Ademds, una proteina fusionada que consiste en las
células que expresan gp130 o la protelna de gp130 y otra proteina también

pueden ser utilizadas como antigeno de sensibilizacidn.
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A pesar de que no existen limitaciones particulares acerca de los
mamiferos inmunizados con el antigeno de sensibilizacién, el mismo es
seleccionado de manera preferente teniando en cuenta la compatibilidad cdn las
células huésped utilizadas para ia fusién celular, los ejemplos tlpicos de lo cual
incluyen a los roedores tales como el ratdn, las ratas y los hamsters.

La inmunizacién del animal con antigeno de sensibilizacién se lleva a cabo
de acuerdo con los métodos conocidos. Como un ejemplo tipico de un método de
ese tipo, la inmunizacién se lleva a cabo preferentemente por medio de la
inyeccién del antigeno de sansibilizacién en [a cavidad abdominal o a través de la
piel de un mamifero. De manera més especifica, se mezcla una suspension del
antigeno de sensibilizacién dlluido en una cantidad adecuada con solucién salina

-——amortiguada con fogtato (PSB) o solucién fisiolégica salina con una cantidad
adecuada de un adyuvante comiin como por ejemplo el adyuvante completo de
Freund como se desee seguido por la emulsidn y la administracién varias veces a
un mamifero cada 4 a 21 dias. De manera adicional, se puede utilizar un portador
adecuado cuando se inmuniza con el antigeno de sensibilizacién.

Después de confirmar que la inmunizacién se ha llevado a cabo de esta
manera y que el nivel del anticuerpo en sangre se ha elevado hasta el nivel
adecuado, se eliminan los inmunocitos del mamifero y se utillzan para la fusidn
celular. Las células del bazo constituyen un gjemplo particularmente preferide de
los inmunocitos utilizados para la fusién celular.

Varias lineas celulares conocidas tales como P3X6Ag8. 653 (Keamey, J. F.
et al., J. Immunol. (1979) 123, 1548-1550), P3X63Ag80.1 (Current Topics in
Microbiology and Immunology (1978) 81, 1-7), NS-1 (Kohler, G. and Milstein, C.,
Eur. J. Immunol. (1976) 6, 511,519), MPC-11 (Margulies, D. H. et al., Cell (1976)
8, 405-415, SP2/0 (Shulman, M. et al., Nature (1978) 276, 269-270), FO (de St.
Groth, S. F. et al., J. Immunol., Methods (1980) 35, 1-21), 5194 (Trowbridge, I. S.,
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J. Exp. Med. {(1978) 277, 131-133) ya se utilizan de manera adecuada como las
células de mieloma de mamiferos que sirven como las otras células huésped
fusionadas con [os inmunocitos que se mancionaron con anterioridad.

La fusién de los inmunocitos que se menclonaron con anterioridad y las
células del mieloma se puede llevar a cabo bésicamente de acuerdo con los
métodos conocidos tales como el método de Milstein, et al. (Kohler, G. and
Milstein, C., Methods Enzymol. (1981) 73, 3-46).

De manera mds especlfica, la fusién celular mencionada con anterioridad
" 5@ lleva a cabo, por ejemplo, en un liquido de cultivo nutritivo comin en presencia
de un promotor de la fusién celular. Los ejemplos de promotores de fusidn que se

utilizan incluyen el polietilenglicol (PEG) y el virus Sendai (HVJ) y un asistente tal

-——gomo el dimatilsulft_ig{db‘tarmién se puede agregar para realzar la eficiencia de la

fusién como se desee.

La proporcién de inmunocitos y de células de mieloma utlizada es
preferentemente de 1 a 10 veces més inmunocitos que células de mieloma. Los
ejemplos de liquidos de cultivo que se pueden utilizar para la fusidn celular que se
menciond con anterioridad incluyen el liquido de cultivo RPMI1640 preferido para
el crecimiento de las células de mieloma mencionadas con anterioridad, el liquido
de cultivo MEM y otros liquidos de cultivo comunes utilizados para este tipo de
cultivo celular. Ademds, un suplemento sérico como por ejemplo el suero de feto
de ternero (FCS) también puede ser utilizado en combinacién con el liquido de
cultivo que se menciond con anterioridad.

La fusidén celular lleva a cabo la mezcla completa de cantidades
predeterminadas de los inmunocitos y de las células de mieloma que se
maencionaron con anterioridad en el lfquido de cultivo mencionado con
anterioridad, agregando la solucion PEG, como por ejemplo |a solucién PEG que

tenga un peso molecular promedio de alrededor de 1000 a 6000 y precalentada
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hasta 37%C, normalmente & una concentracion de 30 a 60% (w/), y luego
mezclando para formar las células fusionadas a las cuales se apunta (hibridoma).
. A continuacién, los agentas de fusién celular y asi sucesivamente, que son
perjudiciales para el desarrolllo del hibddoma pueden ser eliminados por medio de
la repeticién del procedimiento que consiste en agregar de manera secuencial el
liquido de cultivo adecuado y centrifugando luego para eliminar el sobrenadante.
El hibridoma se selecciona por medio de un cultivo en un liquido comun de
cultivo selectivo tal como el lfquido de cultivo de HAT (llquido de cultivo que
contiene hipoxantina, aminopterina y timidina). El cultivo en el mencionado liquido
de cultivo HAT continiia por una duracién que por lo general varla entre varios
dias y varias semanas, que son suficientes para destruir las células que no son
..-—las:del hibridoma al cual se apunta (células no fusionadas). En el paso siguients,
el hibridoma que p;duce el anticuerpo al cual se apunta se realiza la seleccién y
la clonacién por medio de métodos de dilucién limitantes comunes.
Ademéis de obtener el hibridoma que se mencioné con anterioridad por
medio de la inmunizacién de animales que no son humanos con el antigeno, se
- puede obtener un anticuerpo humano deseado que tlene una actividad de unidn
con un antigeno deseado o células que expresan el antigeno por medio de la
sensibilizacién de los linfocltos humanos con una proteina del antigeno deseado o
las células que exprasan el antigeno In vitro, y luego fuslonando los linfocitos B
sensibllizados con las células de mieloma tales como U266 (remitirse a la
Publicacién Japonesa de la Patente Examinada N® 1-59878). Ademds, también se
puede adquirir un anticuerpo humano deseado de acuerdo con el método que se
mencioné con anterioridad por medio de la administracién de antigeno o de
células que exbresan el antigeno en el animal transgénico que tenga un repertorio

de genes del anticuerpo humano (remitirse a las Publicacionnes Internacionales
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No examinadas de ias Patentes No. WO 93/12227, WO 92/03918, WO 94/25585,
WO 96/34096 p WP 96/33735).

El hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal producido de esta
manera se puede sub-cultivar en el liquido de cultivo comin y conservarse an
nitrégeno liquido por un largo perfodo de ﬁerr}po.

Un método en el cual el hibddoma se cultiva de acuerdo con los métodos
comunes y se obtiene en la forma del sobrenadante de cultivo, o un método en el
cual el hibridoma se hace crecer por medio de la administracién a un animal que
es compatible con éste seguido de la obtencidn de la forma de la ascitis, se puede
emplear para adquirir el anticuerpo monoclonal del hibridoma. El método anterior

es adecuado para obtener e anticuerpo muy puro, mientras que el Uitimo método

... —-88-adecuado para producir el anticuerpo en grandes volimenes.

Por ejemplo, la produccién del hibridoma que produce el anticuerpo del
receptor anti-IL-6 se puede realizar de acu_erdo con el método divulgado en la
Publicacién Japonesa de la Patente No Examinada N9 3-138293. Esto se puede
realizar utilizando un método en el cual el hibidoma que produce PM-1
depositado a nivel interacional sobre |la base del Tratado de Budapest bajo la
designacién FERM BP-2988 el 12 de Julio de 1988 en el Organismo Internacional
de Depésito de Patentes dal Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologfa Industrial
Avanzada (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japdn) se inyecta
en la cavidad abdominal del ratdén BALB/c para obtenar ascitis seguido de la
purificacién del anticuerpo de PM-1 de la ascitis, 0 un métedo en el cual dicho
hibridoma es cultivado en un medio tal como el suero de feto de temero al 10%, el
medio RPMI1640 que contiens BM-Condimed H1 al 5% (Boehringer-Mannheim),
ol medio SFM para hibridoma (Gibco-BRL) o el medio PFHM-11 (Gibco-BRL),

seguido por la purificacién del anticuerpoc PM-1 del sobrenadante del cultivo.
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El anticuempo recombinante producido utilizando la tecnologia de
recombinacién genética por medio de la clonacién del gen del anticuerpo de un
hibridoma, incorporando en un vector adecuado y luego insertando en un hudsped
se puede utilizar como el anticuerpo monocional en la presente invencidn
(remitirse, por ejemplo, a Borrebaeck, C.A. K. y Larick, J. W., Therapeutic
Monoclonal Antibodles, publishing in the United Kingdom by MacMillan Publishers
Ltd., 1990).

Mas especificaments, el ARNm que codifica la regién varable (V) del
anticuerpo se alsla a partir de las células tales como un hibridoma que produce el
anticuerpo al cual se apunta. El aislamiento del ARNm se realiza mediante la
preparacién total del ARN de acuerdo con un meétodo conocido tal como el

.-—centrifugado de guanidina (Chirwin, J. M. et al., Biochemistry (1979) 18, 5294-
5299) o AGPC (Chgmczynski. P. et al., Anal. Biochem. (1987) 162, 156-159), y la
preparacién del ARNm utilizando un Kit de Purificacién para ARNm (Pharmacia) y
asi sucesivamenta. Ademas, el ARNm se puede preparar directamente mediants
el uso del Kit de Purificacién para ARNm QuickPrep (Pharmacia).

El ADNc de la regién V del anticuerpo se sintetiza a partir del ARNm
resultante utilizando la transcriptasa inversa. La sintesis del ADNc se puede llevar
a cabo utilizando, por ejemplo, el Kit de Sintesis de ADNc de Primera Hebra de
Transcriptasa Inversa AMV. Ademas, el Kit 5'-Ampli Finder Race (Ciontech) y el
método 5'-RACE que utiliza PCR (Frohman, M. A et al., Proc, Natl. Acad. Sci.
USA (1988) 85, 8998-3002) se puede utilizar para sintetizar y amplificar el ADNc.
El fragmento del ADN al cual se apunta s purificado a partir del producto PCR
resultante y se acopla con el ADN vector. Ademés, un vector recombinante se
produce luego a partir de éste y se inserta en la E. coli y asi sucesivamente

seguido de la seleccién de una colonia para preparar el vector recombinante
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deseado. La secuencia bésica del ADN que constituye el blanco se confirma
luego por medio de un método tal como el método de deox.

Una vez que el ADN codifica la regidn V del anticuerpo al cual se apunta, el
mismo se acopia con el ADN que codifica una regidn constante del anticuerpo
deseado (la regién C) seguido de la incorporacién en un vector de expresién. De
una manera alternativa, el ADN que codifica la regién V del anticuerpo puede ser
incorporado en un vector de expresién que contiene el ADN de la regién C del
anticuerpo.

A fin de producir el anticuerpo utilizado en la presente invencién, un gen del
anticuerpo como $e describirA mds adelante, se incorpora a un vector de
expresion que se expresd bajo el control de, por ejemplo, un realzador o un
“t ---——promotor. En el paso~Siguients, las células huésped se transforman con este

vector de expresion para permitir la expresién del anticuerpo.

En la presente invencién, se puede utilizar un anticuerpo recombinante
genédtico que ha sido alterado de manera artificial a los fines da reducir ia
antigenicidad interespecies en humanos, cuyos ejemplos incluyen el anticuerpo
quimérico, el anticuerpo humanizado y el anticuerpo humano. Estos anticuerpos
alterados se pueden producir utilizando los métodos conocidos.

Los anticuerpos quiméricos se obtienen por medio del acopla dal ADN que
codifica Ia regién V del anticuerpo que se obtiene de la manera como se describid

. con anterioridad con el ADN que codifica la regién C del anticuerpo seguido de la
incorporacion del producto acoplado en un vector de expresion y la pmduc&én
por medio de la insercion en una céiula (remitirse a la Publicacion Europea de ia
Patente No Examinada No. EP 125023 o la Publicacién Intemacional de ia
Patente No Examinada N2 WO 92-19759). El anticuerpo quimérico que es (til en

la presente invencién se pueds obtener mediante el uso de este método conocido.

\Sr
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Por ejemplo, los plasmidos que contienen el ADN que codifica las regiones
V de la cadena L y la cadena H del anticuerpo quimérico PM-1 han sido
designadas como pPM-k3 y pPM-h1, respectivamente, y Escherichia coli que
retiene astos plasmidos han sido depositadtss a nivel intemacional sobre la base
del Tratado de Budapest bajo la designacién NCIMB40366 y NCIMB40362,
respectivamente, el 12 de Febrero de 1991 en las National Collections of
Industrial and Marine Bacteria Limited (23 St machar Drive, Aberdeen AB2 1RY,
Scotiand, Commonwealth of Great Britain and Northem Ireland).

Los anticuerpos humanizados, a los cuales se hace referencia como
anticuerpos reformados, se obtienen mediante el transplante de la regién de

determinacién de complementariedad (CDR) de los mamiferos que no son

.--humanos tales como™ el ratdn en la regién de determinacién de

complementariedad del anticuerpo humano, y sus técnicas tipicas de
recombinacién genética son conocidas (remitirse a la Publicacién Europea de la
Patents No Examinada N EP 25023 o la Publicacion Intemacional de la Patente
No Examinada N@ WO 92-19759).

De manera mas especlfica, una secuencia de ADN designada asl para
acopliar el CDR dsl anticusrpo del ratén con la regién del marco de trabajo (FR)
del anticuerpo humano es sintetizada por PCR a partir de una pluralidad de
oligonucledtidos producidos de manera tal de tener porciones que se
superpongan en sus extremos. El ADN resultante se acopla luego con el ADN que
codifica la regién C del anticuerpo humano seguida de la incorporacion en un
vector de expresion y la insercién en un huésped para producir el ADN en el
huésped mencionado (remitirse a la Publicacién Europea de la Patente No
Examinada N® EU 2399400 o a la Publicacién Internacional No Examinada de la
Patente N* WO 92-19759).
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Un FR para el cual la regién de determinacién de complementariedad
forma un sitio de unidn satisfactorio con el antigeno es seleccionado para el FR
del anticuerpo humano acoplado por medio de la CDR. Los aminoacidos de la
regién del marco de trabajo de la regidn varable del anticuerpo pueden ser
sustitul[dos de manera tal que la regién de determinacén de complementariedad
del anticuerpo humano reconfigurada torme un sitio de unién adecuado con el
antfgeno (Sato, K. et al., Cancer Res. (1993) 53, 851-856).

La regidn C del anticuerpo humano se utiliza para el anticuerpo quimérico y
al anticuerpoc humanizado. Un ejemplo de una regién C del anticuerpo humano es
Cy. y por ejemplo, se pueden utilizar Cy1, Cy2, Cy3 o Cy4. De manera adicional,
se puede modificar la regién C del anticuerpo humano para mejorar la estabilidad

-——def-anticuerpo o su produccion.

Los anticuerpos quiméricos estan compuestos por una regidn variable de
un anticuerpo de origen mamifero que no sea el de humanos y una regién C que
se origina en el anticuerpo humano, mientras que los anticuerpos humanizados se
componen de una regidn de determinacién de complementariedad de un
anticuerpo de origen mamffero que no sean humanos y una regién de marco de
irabajo y una regién C que se originan en el anticuerpo humano, y dado que su
antigenicidad en humanos es reducida, los mismos son utiles como anticuerpos
utilizados en la presente invencion.

Un ejemplo especifico preferido de un anticuerpo humanizado utiizado en
la presente invencién es el anticuerpo humanizado PM-1 (remitirse a la
Publicacién Intemacional No Examinada de la Patente N WO 92-19759).

Ademiés del método que se describié con anterioridad, otra tecnologia
conocida para adquirir el anticuerpo humano consiste en una toma panoramica
utilizando una librerfa de anticuerpos humanos. Por ejemplo, un fago que se une a

un antigeno también se puede seleccionar utilizando una regién variable del
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anticuerpo humano como un anticuerpo de cadena unica (scFv) y expresandose
sobre la superficie de un fago utilizando el método de despliegue del fago. La
secuencia de ADN que codifica la regién variable del anticuerpo humano que se
une al antigeno se puede determinar luego por medio del anélisis de los genes del
fago seleccionado. Una vez que la secuencia de ADN de scFv que se une al
antfgeno ha sido identificada, se puede producir un vector de expresién que es
equivalente a dicha secuencia para adquirir el anticuerpo humano. Estos métodos
ya son conocldos por lo general y se puede hacer referencia a WO 92/01047, WO
92/20781, WO 93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172, WO 95/01438 y WO
95/15388.
El gen del anticuerpo construido de la manera como se describié con
o . -——anterioridad, se pug_@e-expresar y adquirir por medio de los métodos conocidos.
En el caso de las células de los mamiferos, el gen del anticuerpo se puede
expresar con el ADN o el vector que contiene dicho ADN en el cual un promotor
\til cominmente utilizado, el gen del anticuerpo que se debe expresar, y la poli
sefal A en sentido descendente desde el lado 3' se unen de manera funcional. Un
ejemplo de un promotor/realzador es el promotor/realzador inmediatamente
anterior, citomegalovirus humano.
Adicionalmente, los ejemplos de otros promotores/realzadores que deben
ser utilizados para expresar el anticuerpo utilizado en la presente invencién
. incluyen los promotores / reaizadores de (os virus taies como {os del retrovirus, el
virus polioma, el adenovirus o el virus Semeon 40 (SV4Q), al igual que los
promotores/realzadores que se originan en las células de mamiferos tales como el
tactor de elongacién humano 1a (HEF1 a).
Por ejemplo, en el caso de utilizar el promotor/realzador SV40, el
anticuerpo se pusde exprasar con facilidad de acuerdo con el método de Mulligan
ot al. (Mulligan, R. C. et al., Natura (1979) 277, 108-1149 o en el caso del
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promotor/realzador HEF1 a, el anticuerpo se puede expresar con facilidad de
acuerdo con el método de Mizushima et al. (Mizushima, S. and Nagata, S.,
Nucleic Acids Res. (1890) 18, 5322).

En el caso de la Escherichia coli, el anticuerpo se puede expresar por
medio de la unidn funcional de un promotor Utii cominmente utilizado, la
secuencia de sefial para secretar el anticuerpo y el gen del anticuerpo que debe
ser exprasado. Los ejemplos de promotores incluyen el promotor lacZ y el
promotor araB. En caso de utilizar el promotor lacZ, el anticuerpo se debe
expresar de acuerdo con el método de Ward et a. (ward, E. S. et al., Nature
(1989) 341, 544-546; Ward, E. S. et al., FASEB J. (1992) 6, 2422-2427), 0 en el
caso de utilizar el promotor araB, el anticuerpo debe ser expresado de acuerdo

——con el método de Beltér et al. (Better, M. ot al., Sclence (1988) 240, 1041-1043).

La secuencia de sefial pelB (Lei, S. P. et al., J. Bacteriol. (1887) 169, 4379-
4383) se debe utilizar para la secuencia de seflal para la secrecién de anticuerpo
en el caso de producir en el periplasma de la E. coli. Después de separar el
anticuerpo producido en el periplasma, el ar;ticuerpo se utiliza después de
repiegar de la manera adecuada la estructura del anticuerpo (remitirse, por
ejemplo, a WO 96/30394).

Los ejemplos de las fuentes de replicacién que se pueden utilizar incluyen
a aquéllos que se originan en el SV40, el virus de polioma, el adenovirus o el virus
de papiloma bovino (BPV) y a fin de aumentar el nimero da copias del gen en el
sistema de las células huédsped, el vector de expresién puede contener un
marcador de seleccién tal como el gen aminoglicosido fosfotransferasa (APH), el
gen timidina quinasa (TK), el gen E. coli xantinaguanina fosforibosil transterasa
(Ecogpt) o el gen dihidrofolato reductasa (dhir).

Se puede utilizar cualquier sistema de produccidén arbitrario para producir el

anticuerpo utilizado en la presente invencién. E! sistema de produccién para la

W
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produccion del anticuarpo puede ser un sistema in vitro o un sistema in vivo. Los
ejemplos de los sistemas de produccidn in vitro incluyen los sistemas de
produccidn que utilizan células eucaridticas y un sistema de produccién que utiliza
células sucaridticas.

En el caso de utilizar células eucaridticas, el sistema de produccién puede
utilizar céluias animales, células de plantas o células de hongos. Los ejemplos
conocidos de células animales inciuyen: (1) las células de mamiferos tales como
CHO, COS, misloma, BHK (rinén de hamster baby), HelLa y células Vero, (2)
células de anfibios tales como las células foliculares de rana tree Africana y (3) las
células de insectos tales como sf9, sf21 y TnS. Los ejemplos conocidos de células
de plantas incluyen las células que se originan en Nicotiana tabacum, y deben ser

-~—cultivadas en callos. Los ejemplos conocidos de células de hongos incluyen las
células de fermentos tales como las especies de Saccharomyces que incluyen el
Saccaromyces cerevisiae y los mohos tales como Aspergillus species que
incluyen el Aspergillus niger.

En el caso de utilizar células procaridticas, se utiliza un sistema de
produccién que utiliza células bacterianas. Los ejemplos conocidos de las céluias
bacterianas incluyen E. coli y Bacillus subltiiis.

E! anticuerpo se obtiene por medio de la insercién del gen del anticuerpo al
cual se apunta dentro de estas células por transformacién, y luego cultivando las
células transformadas in vitro. E! cultivo se realiza de acuerdo con los métodos
conocidos. Por ejemplo, DMEM, MEM, RPM11640 o IMDM se pueden utilizar
para el liquido de cuitivo, y un suplemento de suero tal como el suero fetal de
temero (FCS) también se puede utilizar en combinacién. De manera adicional, el
anticuerpo también se puede producir in vivo por medio de la transterencia de
células dentro de las cuales se insertd el gen del anticuerpo en la cavidad

abdominal y as{ sucesivamente de un animal.

N\
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Por otra parte, los sjemplos de los sistemas de produccién in vivo incluyen
los sistemas de produccién que utilizan animales y sistemas de produccidn que
utilizan plantas. En el caso de utilizar un animal, los ejemplos de sistemas de
produccidn incluyen a aquélios que utilizan mamfferos o insectos.

Los ejemplos de mamlferos que se pueden utilizar incluyen las cabras, los
cerdos, las ovejas, los ratones y los conejos (Vicki Glaser, SPECTRUM
Biotachnology Applications, 1993). Se pueden utilizar gusanos de sada para los
insectos. En el caso de utilizar plantas, se pueden utilizar, por ejermplo, las plantas
de tabaco.

El gen dal anticuerpo se inserta dentro de astos animales o plantas seguido
de la produccién y la recuperacién del anticuerpo dentro de los cuerpos de los

--—animales o-de las plant&s. Por ejemplo, un gen del anticuerpo se inserta en una
ubicacién intermedia en un gen que codlfica una proteina unicamente producida
en leche tal como la caseina B de cabra para preparar en la forma de una protelna
fusionada. Un fragmento de ADN que contiene la proteina fusionada dentro de la
cual se insertd el gen del anticuerpo se Inyecta luego dentro del embrién de la
cabra 'y este embrién es luego Introducido dentro de la cabra hembra. El
anticuerpo deseado se obtiene luego a partir de la l[echa producida por una cabra
transgénica o su progenie que nacié de la cabra que recibié el embrién. Una
hormona adecuada se puede utilizar en la cabra transgénica para aumentar la
cantidad de leche que contiene el anticuerpo deseado producido a partir de la
cabra transgénica (Ebert, K. M. et al., Bio/T achnplogy (1994) 12, 699-702).

Ademds, en el caso de utilizar gusanos de seda, un gusano de seda se
infecta con baculovirus en el cual el gen del anticuerpo al cual se apunta se
inserté seguido de la obtencién del anticuerpo deseado a partir del liquido del
cuerpo del gusano de seda (Maeda, S. et al., Nature (1985) 315, 592-594).

Ademas, en caso de utilizar una planta de tabaco, el gen del anticuerpo al cual se

\\'%,
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apunta se inserta dentro del vector de expresién de una planta tal como pMON
530, después de lo cual este vector se inserta dentro de la bacteria tal como
Agrobactenium fumefaciens. Esta bacteria luego es utilizada para infectar una
planta de tabaco tal como Nicotiana tabacum para obtener el anticuerpo deseado
a partir de las hojas de tabaco (Jilian, K. = C. ma, et al., Eur., J. Immunol. (1994)
24, 131-138).

Tal como se describié con anterioridad, en el caso de producir el anticuerpo
con un sistema de produccién In vitro o in vivo, un huésped puede ser
transtectado en forma simultdnea incorporando por separado el ADN que codifica
la cadena pesada del anticuerpo (cadena H) o la cadena liviana (cadena L) en los
vectores de expresién separados, o transformando un huésped por medio de la

.-—inearporacion del A_Q_N'q‘ue codifica la cadena H y la cadena L en un vector de
expresion Unico (remitirse a la Publicacidn Internacional No Examinada de la
Patente N2 WO 94-11253).

E! anticuerpo utilizado en la presente invencidn puade ser un fragmento del
anticuerpo o un producto modificado del mismo con tal de que sea utilizado en
forma prefarida en la presente invencion.

Los sjemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen Fab, F(ab’)2, Fv o la
cadena H y la cadena lnica Fv (scFv) en la cual Fv o Fv o la cadena H y la
cadsna L son acoplados con un enlace adecuado.

Mas especificamente, después de formar un fragmento de anticuerpo por
medio del tratamiento del anticuerpo con una enzima tal como la papaina o la
pepsing, o de construir un gen que codifica estos fragmentos de anticuerpo y lo
inserta en un vector de expresién, se expresa en las células huésped adecuadas
(remitirse a, por ejemplo, Co, M. S. et al., J. Immnol. (1994) 152, 2968-2976;
Better, M. & Horwitz, A. H., Methods in Enzymology (1989) 178, 476-496; lamoyi,

\a!
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E., Methods in Enzymology (1989) 121, 652-663; Rousseaux, J. et al., Methods in
Enzymology (1989) 121, 663-666, Bird, R.E. et al., TIBTECH (1991) 9, 132-137).

El scFv que se menciond con anterioridad se obtiene por medio del acople
de la regién V de cadena H del anticuerpo con la regién V de cadena L. En este
scFv, la regién V de cadena H y la regién V de la cadena L se acoplan con un
enlace y preferentemente un enlace de péptido (Huston, J. S. et al., proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. (1988) 85, 5879-5883). L.a region V de la cadena H y la regién V
de la cadena L en scFv pueden tener por origen cualquiera de los origenes
descriptos para los anticuerpos que se mencionaron con anterioridad. Un ejemplo
de un enlace de péptido utilizado para ecoplar las regiones V a8s un péptido
arbitrario de cadena Unica compuesto por 12-19 residuos de aminoécidos.

-———-=_ El ADN que _ggdlfi‘ca scFv se obtiena mediante el uso del ADN que codifica
a la cadena H o ala la region V de la cadena H como patrones, amplificando una
porcién de ADN que codifica una secuencia deseada de aminodcidos entre estas
sacuencias por PCR que utiliza un primer par que define a ambos extremos y
luego amplificando por combinacién con un primer par que define al ADN que
codifica a la porcién de enlace del péptido al igual que los dos extremos de
manera que se una cada cadena H y cada cadena L.

Ademés, una vez que se produce el ADN que codifica scFv, los vectores de
expresiéon que los contienen al igual que los huéspedes que han sido
transformados por dichos vectores de expresién se pueden obtener de acuerdo
con los métodos comunes. Ademds, scFv se puede obtener de acuerdo con los
métodos comunes utilizando los huéspedes mencionados.

Estos fragmentos de anticuerpo se pueden producir desde un huésped por
medio de la adquisicién y de la expresién de sus genes de la misma manera que
se describid con anterioridad. El “anticuerpo” al cual se hace referencia en la

presente invencién incluye estos productos modificados del anticuerpo. Estos
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productos modificados del anticuerpo se pueden obtener mediante la realizacién
de modificaciones quimicas sobre un anticuerpo resultante. Estos métodos ya se
han establecido en este campo.

Tal como se describié con anterioridad, el anticuerpo expresado puede ser
separado de las células intemas o extemas o desde un huésped y puede ser
purificado para obtener mayor uniformidad. La separacién y la purificacién del
anticuerpo utillzado en la presente invencion se puede llevar a cabo por medio de
la cromatogratia de afinidad. Los ejemplos de las columnas utilizadas para la
cromatografia de afinidad incluysn una columna de proteina A, una columna de
protefna G. Los ejemplos de los portadores utilizados para una columna de
protelna A Incluyen Hyper D, POROS y Sepharose F.F. Otros métodos de

.-—~Separacién- y de p_ti[iﬁcanién utilizados con las protelnas comunes también se
pueden utilizar y no exsten limitaciones para los mismos.

Los anticuerpos utilizados en la presente invencion se pueden separar y
purificar por medio de la seleccién adecuada y de la combinacion, por ejemplo, de
una cromatograffa que no sea la cromatografia por afinidad que se mencioné con
anterioridad, el filtrado, el ultrafiltrado, el "salting out” o salazén o la didlisis. Los
ejemplos de otros tipos de cromatograffa incluyen la cromatograffa por
intercarﬁbio de iones y el filtrado pro gel. Estos tipos de cromatogratia se pueden
aplicar a la cromatografia l(quida de alto rendimiento (HPLC). Ademéds, también se
puedae utilizar la HPLC de fase inversa.

La concentracién del anticuerpo obtenidc; tal como se describid con
anterioridad se puede determinar a través de la medicién de la absorbencia
6ptica, ELISA y asi sucesivamente. Es decir que en el caso de medir la
absorbencia éptica, después de diuir de manera adecuada con PBS (-), la
absorbencia 6ptica a 280 nlm se mide seguido del calculo de la concentracion

basada sobre 1,35 OD que reprasenta 1 mg/ml. Ademés, la medicién de la
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concentracién por medio de ELISA se puede realizar de [a manera como se
describié con anterioridad. Es decir que 100 ul de IgG antihumano de cabra (TAG)
diluidos a 1 ug/ml con 0,1 M solucién buffer de bicarbonato (pH 9.6) se agregan a
una placa con 96 cavidades (Nunc) seguidos por incubacién durante toda la
noche a 4°C para inmovilizar el anticuerpo sobre la placa. Después del bloqueo,
se agregan 100 x4l del anticuerpo utilizado en ia presente invencién diluldo de la
manera adecuada, la muestra que contiene el anticuerpo o el IgG humano
standard (Cappel) seguido de la incubacién durante 1 hora a temperatura
ambiente.

Después de lavar ia placa, se agragan 100 z de igG antihumano rotulado
con fosfatasa alcalina (BIOSOURCE) dilufdos en 500X seguido de ia incubacién

_—-durante 1 hora a temperatura ambients. Después de lavar la placa, ia solucién del
substrato se agm;a seguido de la incubacion y luego se mide la absorbencia
dptica a 405 nm utilizando un Microplate Reader Model 3550 (BioRad) para
calcular la concentracién del anticuerpo al cual se apunta.

La variante IL-6 utilizada en la presente invencién es una substancia que
tiene actividad de unién con el receptor de IL-6 pero no transmite la actividad
biolégica de IL-6. O sea que, a pesar de que la variante de IL-6 compite con IL-8
para la unién con el receptor de IL-6, dado que no transmite la actividad biolégica
de IL-6, la transmisién de la sefial por IL-6 se interrumpe.

La variante de IL-6 se produce mediante la introduccién de una mutacién
por la sustitucién de un residuo de aminodacido en la secuencia de aminodcidos de
la IL-6. A pesar de que no existen limitaciones sobre el origen de IL-6 que sirve de
base de la variante de IL-6, se prefiere la IL-6 humana teniendo en cuenta la
antigenicidad y asi sucasivamente.

Mas especfficamente, esto se realiza mediante la prediccién de la

estructura secundaria de la secuencia de aminoécidos de IL-6 utilizando un
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programa de modelado molecular conocido tal como WHATIF (Vriend, et al., J.
Mol. Graphics (1990) 8, 52-56), y luego evaluando los efectos sobre todos los
rasiduos de aminodcidos que se deben sustituir, Después de determinar un
residuo adecuado de aminoacido sustituido , utllizando entonces un vector que
contenga una secuencia de base que codifique al gen humano IL-6 como un
patrén e introduciendo una mutacién tal que el aminoécido se sustituya por PCR
raalizado de la manera normal, se obtiene un gen que codifica la varlante de IL-6.
Esto se puede Incorporar en un vector de exprasién adecuado segin sea
necesario para obtener la variante de IL-6 en cumplimiento con la expresién del
anticuerpe recombinante mencionado con anterioridad, los métodos de
produccién y de purificacion.

T --——= | os ejemplos especilicos de las variantes de IL-6 se revelan en Brakenhoff
et al., J. Biol, Chem. (1994) 269, 86-93, Savino et al., EMBO J. (1994) 13, 1357-
1367, WO 96-18648 y WO 96-17869.

El péptido parcial de IL.-6 o el péptido parclal del receptor de IL-6 utilizado
en la presente invencidn es una substancia que tiene actividad de unidn con el
receptor de IL-6 o IL.-6, respectivamente, y no transmite la actividad biclégica de
IL-6. O sea que el péptido parcial de {L-6 o el péptido parcial del receptor de IL-6
inhiben de manera especifica la unién de IL-6 con el recaptor de IL-6 al capturar al
reeptor de IL-6 o a IL.-6 mediante la unién. Como resultado de ello, la transmisién
de la sefial por medio de IL-6 se interrumpe dado que la actividad bioldgica de IL-
6 no se transmite.

El péptido parcial de IL-6 o ei péptido parcial del receptor de IL-6 es un
péptido que est4 compuesto por una secuencia de aminoécidos de una porcion o
la totalidad de la regién involucrada en la unién entre IL-6 y el receptor de IL-6 en

la secuencia de aminodcidos de IL-6 o del receptor de IL-6. Un péptido de ese tipo

WY
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estd normalmente compuesto por 10 a 80, preferentemente de 20 a 50 y més
preferentemente de 20 a 40 residuos de aminoécidos.

El péptido parcial de IL-8 del péptido parcial del receptor de IL-6 se puede
producir por medio de un método aen el cual la regién involucrada en la unién entre
IL-6 y el receptor de 1L-6 se identifica en la secuencia de aminoacidos de la IL-6 0
del receptor de IL-6, y una porcién o |a totalldad de la secuencia de aminoacidos
se conoce normalments, los sjemplos de lo cual incluyen las técnicas de
ingenierfa genética y los métodos de la sintesls del péptido.

El péptido parcial de IL.-6 o el péptido parcial del receptor de IL-6 se pueden
producir utilizando las técnicas de ingenieria genética por medio de [a
incorporacién del ADN que codifica a un péptido deseado en un vector de

--—axpresion y obteniend5 el péptido deseado en cumplimiento con la expresion del
anticuarpo recombinante anteriormente mencionado, los métodos de produccién y
de purificacién.

El péptido parcial de IL-6 o el péptido parcial del receptor de IL-6 se pueden
producir utilizando los métodos de sintasis del péptido mediante el uso de un
método normaimente utilizado en la sintesis peptidica, tal como un método de
sintesis de fase sdlida 0 un método de sintesis de fase ifquida.

Més especlficamente, esto se podria llevar a cabo de acuerdo con el
método que se describe en Zohuiyahuhin-no-Kaihatsu, Vol. 14, Peptide Synthesis,
N. Yajima, ed., Hirokwa Shoten Publishing (1991). En el caso de la sintesis de la
fase sdlida, se utiliza un método en el cual, por ejemplo, una cadena peptidica se
elonga por medio de la repeticion alternativa de una reaccién en la cual un
aminodcido que corresponde a la terminal C del péptido que se va a sintetizar se
une a un soporte que es insoluble en solvente organico, y los aminoécidos en los
cuales los grupos a-amino y los grupos funcionales de cadena lateral son

protegidos con los grupos de proteccén adecuados son unidos de manera

\A
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secuencial en orden desde la terminal C hasta la terminal N, y una reaccién en la
cual dichos grupos de proteccién de los grupos a-amino de los aminoécidos o de
la unién peptidica con la resina son eliminados. Los métodos de sintesis peptidica
de fase sdlida son ampliamente divididos en el método Boc y el método Fmoc en
funcion del tipo de grupos de proteccién utilizados.

Después de sintetizar el péptido que constituye el objetivo de asta manera,
sa llevan a cabo una reaccién de desproteccién y una reaccidn para dividir la
cadena peptidica desds el soporte. En |a reaccién para dividir la cadena peptidica,
normalments se utilizan fluorido hidrégeno o &cido sulfénico trifluorometano en el
método Boc, mientras que por lo general se utiliza TEA en el método Fmoc. En el

método Boc, por ejemplo, la resina del péptido protegido que se menciond con

- -—anterioridad se trata eri fluorido de hidrégeno en presencia de amisol. En el paso

siguiente, los grupos de proteccién se eliminan y el péptido es dividido a partir del
soporte seguido de la recuperacién del péptido. Luago se obtlene un péptido
crudo por congelamiento-secado del producto. Por otra parte, en el método Fmoc,
por ejemplo, una reaccién de desproteccidn y una reaccién para dividir la cadena
peptidica a parir del soporte se puede llevar a cabo utillzando el mismo
procedimiento tal como se describid con anterioridad en TFA.

El péptido crudo resultante se puede separar y purificar si se recutre a la
HPLC. La elucién se debe realizar bajo las condiciones 6ptimas utilizando un
solventa con base de acetonitrilo-agua normalmente utilizado para la purificacién
de proteinas. La fraccién que comesponde al pico del perfili de cromatografia
resultante es luego separada y sometida a congelamiento-secado. La fraccién del
péptido purificada de esta manera luego se identifica por medio del andlisis del
peso molecular utilizando la espectrometria de masa, el andlisis de composicién

de aminodcido o el andlisis de la secuencia de aminoécidos.
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Los ejemplos aspecificos de los péptidos parciales de IL-6 y de los péptidos
parciales del receptor de IL-6 se divulgan en la Publicacion Japonesa No
Examinada de la Patente N® 2-188600, en la Publicacién Japonesa No Examinada
de la Patente N? 7-324097, en la Publicacién Japonesa No Examinada de la
Patente N? 8-311098 y en la Patente de los Estados Unidos de América N®
5210075.

La actividad inhibitoria de la transmisién de la sefial de #-6 del antagonista
de IL-6 utilizado en la presente invencién se puede evaluar por medio de los
métodos normalmente utilizados. De manera més especifica, la linea del mieloma
humano que depende de IL-6 (S6B45, KPMM2), la linea celular de! linfoma T
humano de Lennert KT3 o la Iinea celular MH60 que depende de la IL-6 o BSF2

-~-—~se=cultivan y a coptinuacién se agrega IL-6 mientras simultdneamente en
presencla del antagonista de IL-6 y la medicidn de la recaptacién de *H-timidina
por parte de las células que dependen de la IL-6.

Ademés, el enlace de IL-6 rotulada con '®| con el receptor de IL-6 que
expresa las células se mide mediante el cultivo del receptor de IL-6 que expresa
las células en la forma de células U266 y a continuacidn se agrega el antagonista
de IL-6. En el sistema de ensayo que se mencioné con anterioridad, se
proporciona un grupo negativo de control que no contiene el antagonista de IL-6
ademds del grupo en el cual el antagonista de IL-6 esti presente y la
comparacion de los resultados obtenidos de los dos grupos hace posible evaluar
la actividad inhibitoria de IL-6 del antagonista de IL-6.

Tal como se Indicard en los ejemplos que se describirdn més adelante,
dado que se han observado efectos inhibitorios del crecimiento sobre las células
de! mesotelioma para sl anticuerpo del receptor anti-IL-6, se sugirié que el
anticuerpo del receptor anti-IL-6 y otros antagonistas de IL-6 son utiles como

agentes terapéuticos para el mesotelioma.
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El objeto al que apunta el tratamiento en la presante invencién es un
mamifero. El mamifero objeto del tratamiento es con preferencia un humano.

El agente terapéutico para el mesotelioma o el inhibidor del crecimiento
celular del mesotelioma de la presente Invencién se puede administrar a nivel
sistémico o a nivel local ya se por v(a oral o bien por via parenteral. Por ejJemplo,
se pueden seleccionar la infusion endovenosa u otra forma de inyeccion
endovenosa, Ia inyeccidn intramuscular, la inyeccidn intratoracica, la inyeccién
intraparitoneal, la inyeccién subcutanea, los supositorios, la enema o las plidoras
orales con capa entérica y asl sucesivamente y el método de administracién se
puede seleccionar de un modo adecuado de acuerdo con la edad y la
sintomatologia del paciente. La dosis efectiva se selecciona dentro del rango de

--—8:01 mg a 100 mg por Kilogramo da peso corporal por administracién. De manera
alternativa, se puede seleccionar por paciente una dosis de 1 a 1000 mg y
preferentemente de 5 a 50 mg.

La dosis y el método de administracién preferidos en el caso det anticuerpo
del receptor anti-IL-6, por ejemplo, es tal que la cantidad de anticuerpo libre
presente en la sangre es la dosis efectiva, un ejemplo especifico del cual es un
método por medio del cual se administra utilizando un método tal como el goteo
endovenoso u otra forma de inyeccidén endovenosa o de inyeccién subcuténea y
asl sucesivamente de acuerdo con un esquema de administracién tal como dos
veces por semana, una vez por semana, una vez cada dos semanas o una vez
cada cuatro semanas en una administracién unica o dividida entre varias
administraclones a una dosis de 0.5 mg a 40 mg, y con preferencia de 1 mg a 20
mg, por mes (4 semanas) por 1 kilogramo de peso corporal. Bl esquema de
administracién se puede ajustar de manera tal de prolongar el intervalo de
administracién de dos veces por semana 0 una vez por semana a una vez cada

dos semanas, una vez cada tres semanas O una vez cada cuatro semanas
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mientras se observan la condicién del paciente y las tendencias registradas an los
valores de las pruebas realizadas en sangre.

El agente terapéutico del mesotselioma o el inhibidor del crecimiento celular
del mesotelioma de la presente invencién pueden cor;taner un portador © un
aditivo aceptables desde sl punto de vista farmacéutico en funcién de la via de
administracién. Los sjemplos de tales portadores y aditivos incluyen el agua, los
solventes organicos aceptables desde el punto de vista famacéutico, el coldgeno,
al alcohol de polivinllo, 1a pirrolidona de polivinilo, el polimero de carboxivinilo, la
carboximetil celulosa sddica, el poliacrilato sédico, el arginato sédico, el dextran
soluble en agua, el aimidén de carboximetil sédico, la pectina, la metil celulosa, la

etil celulosa, la goma xanthan, la goma ardbiga, la caseina, ia gelatina, el agar, Ia

--—diglicerina, ‘el propilenglicol, el polietilenglicol, la Vaseling, la parafina, el alcohol

astearilo, el &cido estedrico, la albimina sérica humana (HSA), el manitol, el
sorbitol, {a lactosa y los surfactantes aceptables para ser utilizados como aditivos
tarmacéuticos. A pesar de que los aditivos utilizados son seleccinados de manera
adecuada o combinados a partir de los aditivos que se mencionaron con
anterioridad de acuerdo con ia forma de la droga, los mismos no se limitan a los
que se Indicaron an anterioridad.
EJEMPLOS

A pesar de que a continuacién se suministra una explicacién detallada de la
presente invencién a través de sus ejemmplos y de los ejemplos de referencia, la

presente invencion no se limita a los mismos.

El cultivo de las lineas celulares del mesotelioma maligno MSTO, H2052,

H28, H226 y H2452 se inicid a una concentracion celular de 5 x 10%perforacidn

en una placa con 24 perforaciones que contiene liquido de cultivo (RPMI que

(23
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contiene 10% de suero de feto de temero (FCS), el Ilquido del cultivo celular se
reemplazd al dia siguiente, después de lo cual las células se cultivaron durante 3
dlas mas y a continuacién se midieron las concentraciones de iL-6 en el
sobrenadante de cultivo utilizando un sistema de Inmunoensayo de enzima
quimiluminiscente completamente automatizado (Fujirebio, Lumipulse) y
corrigiendo ia cantidad de la protelna celular. Dichos resultados se muestran en la
Fig. 1. El experimento se repiti6 tres veces. A pesar de que la Iinea celular H28 no

produjo IL-6, las otras cuatro lineas produjeron IL-6. Las lineas celulares H2052 y

H226 produjeron niveles de IL-6 particularments altos.

Se midieron los niveles de expresién del receptor de IL-6 para cinco I/neas
——celulares del mesotelicma maligno en el nivel del ARNm. Las células KT-3 se
utilizaron para el control positivo y los sinoviocitos se utilizaron para el control
negativo. Estas células se cultivaron durante 48 horas en RPMI que contiene 10%
FCS, y ARNm que codifica al receptor de IL-6 IL-6R) en las células se midié por
medio de PCR transcripto reverso (RTPCR) utilizando el GeneAmp FCH System
(Applied Biosystems) para el dispositivo de deteccién. Dichos resultados se
muestran en la Fig. 1. La Fig. 2 (al fondo) indica la cantidad de ARNm de GAPDH
(gliceraldenfdo-3-fosfato dehidrogenasa) utilizada para el control Intemo.

De acuerdo con estos resultados, se cree que las células del mesotelioma
maligno expresan apenas cualquier receptor de IL-6. Dado que el liquido pleural
en los casos del mesotelioma maligno de pleura consiste de el liquido de
sanguineo de la pleura, se presume que el receptor soluble de IL-6 est4 presente
en grandes cantidades, y se cree que estd involucrado en la transmision de la
irritacidn de IL-6..

jem — Induccién Produccién de VEGF por medio Estimulacién de
IL-6 (1)

24
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Las ceélulas tumorales de las lineas celulares del mesotelioma maligno
H2052 y H2452 fuaron cultivadas en tres serias en placas con 24 cavidades a
una concentracién celular inicial de 5 x 10%cavidad en el medio RPMI1640. Al
dia siguiente, el lfquido dal cultivo celular fue reemplazado y a continuacién se
comenzé la estimulacién por medio de (1) IL-6 recombinante (10 ng/ml), (2) IL-
6 recombinante (10 ng/ml} + IL-6R soluble recombinante (100 ng/ml), y (3)
inhibicién por parte del anticuerpo del receptor anti-IL-6, el anticuerpo PM-1
humanizado (remitirse a WO 92/19759) (25 pg/ml) (RPMI se utiliz6 para el
control del medio). Después de cultivar durante 3 dfas mds, las
concentraciones del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en los
sobrenadantes del cuitivo se midieron uﬁliimdo el Quantikine Human VEGF

- -——-=Immunoassay l_(it (Sistermas R y D) y se corrigieron por la cantidad de proteina
celular,

Tales resultados se muestran en la Fig. 3. Como resulta claro a partir
de estos gréficos, la produccién del VEGF se indujo por medio de la
estimulacion de IL-6 tanto en la ifnea celular H2052 como en la Ilnea celular
H2452.

jem =In ién de ja P { or medio de {a Estimul
do [L-6 (2)

El experimento del Ejemplo 3 se repitié utilizando la linea celular H28
de! mesoteloma maligno. Dichos resultados se muestran en la Fig. 4. Como
resulta claro a partir de estos resultados, a pasar de que la Ifnea celular H28
produce altos niveles de VEGH, ésta no respondio a la estimulacién por parte
de IL-6.

jem = ilacid io stimulacién de IL-

La linea celutar H2025, en cuya produccién de VEGF estd inducida

por IL-6 y [a linea celular H28, en cuya produccién de VEGF no estd inducida

(2S5
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por [L-6, fueron incubadas en presencia del IL-6 recombinants (10 ng/ml) y del
receptor de IL-6 recombinante soluble (100 ng/ml) junto con el transductor de
la sefial y el activador de transcripcidn 3 (STAT3) seguido por el andlisis de la
fosforilacion desde STAT3 hasta p-STAT3 en la hora 0, la hora 0.5 y |a hora 1
de incubacién por manchado Westem. Los mencionados resultados se
muestran en la Fig. 5.

Tal como resulta claro a parntir de la Fig. 5, se observd una
fosforilacion significativa de STAT3 para la Ifnea celular H2052 30 minutos
después de la estimulacién de IL-6. En contraste con esto, se observéd
solamente una leve fosforilacién de STAT3 en respuesta a la estimulacién de
IL-6 para la Ifnea celular H28. Ademés, p-STAT3 en la Fig. 5 indica STAT3

- -—-=fostorilado, mientras-que STAT3 indica la suma de STATA3 fosforilado més no

fosforilado.

La linea celular H2025, en la cual la produccién de VEGF es inducida
por IL-6, y la linea celular H28, en la cual la produccién de VEGF no es
inducida por IL-6, fueron estimuladas por medio de incubacién en presencia de
IL-6 recombinante (10 ng/mi) y del receptor IL-8 soluble recombinante (100
ng/ml) y a continuacion se midieron los niveles de expresion del supresor
inducido de la citoquina de sefializacién 3 (SOCS3) y de la gliceraldshido-3-
fosfato dehidrogenasa (GAPDH) a través de la medicién de los niveles del
ARNm que los codifica después de la amplificaciéon de RT-PCR en ia hora 0,
en la hora 2 y en la hora 4 de la incubacion. Dichos resultados se muestran en
la Fig. 6.

Segun lo que surge con claridad de la Fig. 6, se observo la induccidn

de SOCS3 ARNm 2 horas después de la estimulacion de IL-6 en la linea
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celular H2052. Se observd continuamente una aita expraesién de SOCS3 en la
linea celular H28.
jorn =En r

Se produjeron un plasmido pGL3-VEGF, que controla Ia expresién del
gen luciferasa por medio del protomor VEGF, y un plasmido pGL3-VEGFmut,
que controla la expresién del gen luciferasa por medio de un promotor mutado
de VEGF (Fig. 7).

50.000 células H2052 fueron transfactadas con 1 pg de pGL3-VEGF
o pGL3-VEGFmut, y las células transfectadas fueron estimuladas con IL-6
recombinante con 1 pg de pGL3-VEGF o pGL3-VEGFmut, y las células
transfectadas fueron estimuladas con IL-6 recombinante (10 ng/ml) y receptor
.-—~—-=0de IL-6 solubla_’r_uacarminamg (100 ng/mi). Después de estimularia durante 2
dias, se examind la actividad de luciferasa inducida a partir del promotor VEGF
y del promotor VEGF mutado. Los resultados mencionados se muestran en la
Fig. 8.

Segun lo que surge con claridad de la Fig. 8, en caso de haber
eliminado el sitio de union de STATS fosforilado a partir del promotor VEGF, la
activacion del promotor VEGF debida a la estimulacién de IL-6 no se siguié
observando. Sobre |a base de los resultados de los Ejemplos 5, 6 y 7 que se
mencionaron con anterioridad, se creyé que la mayor produccién de VEGF
debida a la estimulacion de la Ilnea celular H2052 estaba mediada por un
sisterna JAK-STAT. El sistema pravisto se muestra en la Fig. 9.

= Pr i imi 2052 H2 medio del
Agregado de IL-§ v del Recaptor de |L-6 Soluble

Las células de la linea celular H2052 tueron diseminadas en una

placa con 96 cavidades que contenfa el medio RPMI que contenia FCS al 10%

en 500 células/cavidad, a continuacion se cultivé en cinco series durante 6 a 7
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dias en presencia o ausencia del receptor de IL-6 soluble recombinante a 100
ng/ml y en presencia de varias concentraciones (0,1, 10 6 100 ng/ml) de IL-6.
Dichos resultados se muestran en la Fig. 10 y en la Fig. 13. Segun surge con

claridad de estos gréaficos, |a linea celular H2052 y la linea celular H226 crecen

en prasencia del receptor de IL-6 soluble recombinante dependiendo de la
concantracién de IL-6 (100 ng/mi).

Con el propdsito de determinar si la promocidn del crecimiento de las

células H2052 por parte de IL-6 y del recaeptor de IL-6 es inhibida o no por el

.——-=anticuerpo anti-IL:6R; las células H2052 fueron diseminadas en una placa con

96 cavidades que contenia el medio RPMI que contenia FCS al 10% en 500
células/cavidad y a continuacién se cultivaron en tres series durante 7 dias en
prasencia de IL-6 soluble recombinante a 10 ng/ml y el receptor de IL-6 soluble
recombinante a 100 ng/ml y en presencia de varias concentraciones (0.1 é 25
Hg/ml) del anticuerpo humanizado PM-1. A continuaciéon del cultivo, la
cantidad de crecimiento de las células H2052 (OD 450) se determind por
medio del ensayo MTS. Dichos resultadc.is se muestran en la Fig. 11. Como
resultado de ello, se determind que &l anticuerpo anti-IL-6 inhibe el crecimiento
en funcién de la concentracion. Por otra parte, no se cbservaron efectos
inhibitorios en el caso de agregar IgG1 humano en vez de MRA en la misma

concentracién que un control.

Ejemplo 10 — ion del Crecimiento de | ulas H22 i |

721



49 \29‘

Las células de Ia linea celular H226 fueron diseminadas en una placa
con 96 cavidades que contenfa el medio RPM! que contenia FCS al 10% a una
concentracién de 500 células/cavidad y a continuacion de esto se procedio al
cultivo en tres serles durante 7 dlas en prasencia del receptor de IL-6 soluble
recombinante a 100 ng/ml y en presencia de varias concentraciones (0, 1, 10 6
100 ng/ml) de IL-6. Los mencionados resultados se muestran en la Fig. 12.
Segun surge con claridad del gréfico, las células H226 que producen altos
niveles de IL-6 crecieron en funcién de la concentracién de IL-6 en presencia
del receptor de |L-6 soluble recombinante (100 ng/ml) mientras que su

_ crecimiento fue inhibido por medio del antic;mrpo anti-<IL-6R de la misma

manera que las células H2052 producen altos niveles de IL-6.

Las células de la lnea celular H2052 y de la linea celular H225 fueron

diseminadas en una placa con 96 cavidades y 200 células/cavidad en el medio
RPMI que contenfa CFS al 10% y a continuacién se cultivé en cinco series
durante 6 dias en presencia de IL-6 (10 ng/ml) y receptor de IL-6 soluble (100
ng/ml) y en presencia de varias concentraciones (0, 1 yg/ml, § ug/ml) del
anticuerpo humanizado PM-1. A continuacién del cultivo, se midieron los
Indices de crecimiento celular de las linea celular H2052 y de la linea celular
H226 por medio del ensayo MTS. Los Indices de crecimiento celular indicaron
cuéntas veces aumentd el crecimiento celular en comparacion con la ausencia
del agregado de IL-6/sIL-8R. Dichos resultados se muestran en la Fig. 14.
Como resultado de ello, se determiné que el anticuerpo del receptor anti-lL-6
inhibié completamente el crecimiento promoviendo la accidn inducida por el

agregado de IL-6/sIL-6R en la linea celular R2052 y la |inea R226. Por otra
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parte, no se observaron efectos inhibitorios del crecimiento en el caso de
agregar las mismas concentraciones de IgG1 humano (Sigma) como un

control en lugar del anticuerpo del recaptor anti-IL-6.

Se realizd un estudio sobre la inhibicién de la induccién de la

produccién de VEGF inducida por la estimulacién de IL-6 en las lineas
celulares del mesotelioma maligno MSTO, H226, H2052 y H2452 por medio
del anticuerpo del receptor anti-IL-6 bajo las mismas condiciones que en el
Ejemplo 3 con excepcidn de las concentraciones del anticuerpo humanizado
PM-1 (0, 1 pg/ml, 5 pg/ml). Dichos resultados se muestran en la Fig. 15. Como
.- r@suitado de el!gg se determind que el anticuerpo del receptor anti-IL-6 inhibid
completamente la induccién de la produccion de VEGF inducida por la
estimulacién de IL-6/sIL-6R. Por otra parte, no se observd la accion inhibitoria
sobre la induccién de la produccion de VEGF en el caso de agregar las

mismas concentraciones de IgG1 humano (Sigma) como un control en lugar

del anticuerpo del receptor anti-IL-6.

Se realizd un estudio para determinar si la fosforilacion de START3

.; inducida por la estimulacién de IL-6 (10 ng/ml) y el receptor de IL-6 soluble

(100 ng/mil) es inhibida por 5 pg/ml de! anticuerpo del receptor anti-IL-6 en la
linea celular H2052 y la linea celular H2452 que produce VEGF. Dichos
resultados se muestran en la Fig. 16. Como resultado de ello, se determiné
que el anticuerpo del receptor anti-IL-6 inhibié de manera significativa STAT3
fosforilado (p-STAT3) inducido por la estimulacién de IL-6/siL-6R en las células

del mesotelioma maligno. Por otra parte, no se observd la inhibcidn

120
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significativa de la fosforilacion de STAT3 en el caso de agregar la misma
concentracién de IgG1 humano (Sigma) como un control en lugar del

anticuerpo del receptor anti-IL-6.

as de| Mesoteli Mali

Las células de la linea celular H2052 y de la linea celular H226 fueron
diseminadas en una placa con 96 cavidades y 200 células/cavidad en el medio
RPMI que contenfa CFS al 10% y a continuacidn se cultivd en cinco series
durante 6-7 dias en presencia de IL-6 (10 ng/ml) y receptor de IL-6 soluble
recombinante (100 ng/ml) y en presencia de 1 ug/ml del anticuerpo anti-VEGF.

A continuacion del cultivo, se examinaron las cantidades de crecimiento por

. .-—-<medio del ensayo MTS. La misma concentracién de IgH1 humano (Sigma) se

utilizé para el control en lugar del anticuerpo anti-VEGF. Dichos resultados se
muestran en la Fig. 17. Como resultado de ello, el anticuerpo anti-VEGF no
inhibié el crecimiento celular inducido por la estimulacién de IL-6/sIL-6R. Sobre

la base de este resultado, se determind claramente que la accién del

crecimiento sobre las células del mesotelioma maligno Inducida por la
estimulacién de IL-6/sIL-6R no estaba mediaba por VEGF.

El receptor soluble de IL-6 fue producido por PCR utilizando un
plasmido pBSF2R.236 que contiene el ADN que codifica al receptor de IL-6
obtenido de acuerdo con el método de Yamasaki, et al. (Yamasaki, K. et al.,
Sclence (1988) 241, 825-828). Luego, el plasmido pBSF2R.236 fue digerido
con restrictasa Sphl para obtener el ADNc del receptor de IL-6 que luego se
inserté6 en mp18 {(Amersham). Se introdujo una mutacion en el ADNc del
receptor de IL-6 por PCR con el Sistema de Mutagénesis In Vitro (Amersham)

utilizando un oligoprimer sintético disefiado de modo tal de insertar un codén
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de detencién en el ADNc del receptor de IL-6. Como resultado de este
procedimiento, se insertdé un coddn de detencibn en la ubicacién det
aminoécido 345 y se obtuvo el ADNc que codifica al receptor de IL-6 soluble.

Con el propésito de expresar el ADNc que codifica al receptor de IL-6
soluble en las células CHO, se acopldé con el plasmido pSV (Pharmacia) para
obtener el plasmido psVL344. El ADNc del receptor del IL-6 soluble dividido
con Hindlll-Sall luego se inserté en el plasmido pECEdhfr que contiene el
ADNc dhir para obtener el plasmido pECEdh{r344 de expresién celular CHO.

Luego, se utilizaron 10 ug del plasmido pECEdhfr344 para transfectar
la linea celular DXB-11 de dhfr-CHO (Urdaub, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1980) 77, 4216-4220) de acuerdo con el método de precipitacién de

® ----—--fosfato de calcio (Cfien, C. et al., Mol. Celil. Biol. (1987) 7, 2745-2751). Las
células CHO transfectadas luego fueron cultivadas durante 3 semanas en
llquido de cultivo selectivo aMEM libre de nucleosido que contenla 1 mM de
glutamina, FCS dializado al 10%, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina.

Las células CHO seleccionadas iuego fueron evaluadas por medio de
un método de dilucién limitante para obtener un cion Unico de la célula CHO.
Este clon de la célula CHO fue amplificado con metotrexato a una
concentracién de 20 nM a 200 nM hasta obtener la linea 5E27 de Ia célula
CHO que produce el receptor de IL-6 soluble humano. La linea 5E27 de la
célula CHO fue cultivada en el Medio de Dulbecco Modificado por Iscova
(IMDM, Gibco) que contenla FBS al 5%. Después de recuperar el
sobrenadante del cultivo, la concentracién del receptor de IL-6 soiuble en el
sobrenadante del cultivo fue medida por medio de ELISA. Como resultado de
ello, se confimd que el receptor de IL-6 soluble estaba presente en el

sobrenadante del cultivo.
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Se inmunizé a un ratén BALB/c con 10 pg de IL-6 recombinante
(Hirano, T. et al., Immunol. Leit. (1988) 17, 41) junto con el adyuvante
completo de Freund, y esto continué una vez por semana hasta que el
anticuerpo anti-IL.-6 estuvo en condiciones de ser detectado en el suero. Los
inmunocitos fuercn extirpados de los ganglios linféticos locales y se fusionaron
con la Ilinea celular P301 del mieloma utilizando polistilenglicol 1500. Se
selecciond un hibridoma de acuardo con el método de Oi, et al. utilizando el
liquido de cultivo HAT (Métodos Selectivos en Inmunologia Celular, W. H.
Freeman and Co., San Francisco, 351, 1980) para establecer un hibridoma
que produjo el anticuarpo anti-humano IL-6.

- Se realizé-un ensayo de unién con IL-6 de la manera como se
describié con ;nterion'dad sobre el hibidoma que produjo el anticuerpo IL-6
anti-humano. Especificamente, una microplaca flexible de polivinllo con 96
cavidades (Dynatech Laboratories, Alexandria, VA) se cubrid durante toda la
noche a 4°C con 100 ug de Ig de cabra anti-ratén (10 pg/ml, Cooper
Biomedical, Malvem, PA) en 0.1 M de solucidn buffer de carbonato de
hidrégeno-carbonate (pH 9.6). En el paso siguiente, la placa fue tratada
durante 2 horas a temperatura ambiente con 100 pg de PBS que contenla
albimina de suero bovino al 1% (BSA).

Después de lavar la placa con PBS, se agregd el sobrenadante dei
cultivo del hibridoma en cada cavidad y a continuacién se sometié a
incubacién durante toda la noche a 42C. Se lavé la placa y se agregd IL-6
racombinante rotulado con '%| en cada cavidad a 2000 cpnv0.5 ng/cavidad y a
continuacién se midié la radioactividad de cada cavidad después del lavado
utilizando un contador gamma (Beckman instruments, Fullerton, CA). 32 de

216 clones de hibridoma fueron positivos de acuerdo con el ensayo de unién
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de IL-6. Finaimente se obtuvo MH166-BSF2 estabie para estos clones. El
anticuerpo anti-IL-6 MH166 producido por dicho hibridoma tenia el subtipo
IgG1k.

En el paso siguiente, se investigé la actividad neutralizadora sobre el
crecimiento del hibridoma por medio del anticuerpo MH166 utilizando el clon
MH60.BSF2 del hibridoma de ratén que depende de IL-6. Las células
MH60.BSF2 fueron divididas entre las cavidades de una microplaca a 1 x
10%/200 pg/cavidad y a continuacién se agregd una musestra que contenfa el
anticuerpo MH166 y se cultivd durante 48 horas, luego se cultivé de manera
adicional durante 6 horas después de agregar H-timidina (New England
Nuclear, Boston, MA) a 0.5 pCi/cavidad. Las células se colocaron luego sobre

- -~~—-=papel de filtro de_vidrio y se trataron con una cosechadora automatica (Labo
Mash Science, Tokyo, Japdén). Se utiliz6 el anticuerpo anti-IL-6 de conejo para
el control.

Como resultado de esto, el anticuerpo MH166 que depende del
volumen inhibié la recaptacién de *H-timidina por parte de las células
MH60.BSF2 inducidas por IL-8. Por lo tanto, se demostré claramente que el
anticuerpo MH166 neutraliza la actividad de {L-6.

ti Hu L-
El anticuerpo del receptor anti-IL-6 MT 18 producido de acuerdo con el
método de Hirata, et a. (Hirata, Y. et al., J. Immunol. (1989) 143, 2900-2906)
se uni6 a la Sefarosa 4B activada (pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ)
de acuerdo con el protocolo adjunto para purificar el receptor de [L-6
(Yamasaki, K. et al., Science (1988) 241, 825-828). La linea celular U266 del
mieloma humano fue solubilizada con p-paraaminofenil metano sulfonil fluorido

hidrocloruro (Wako Chemicals) que contenia digitonina al 1% (Wako
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Chemicals), 10 mK trietanolamina (pH 7,8) y 0.15 M NaCl (digitonina buffer) y
luego se mezcld con el anticuerpo MT 18 unido a los gldébulos de Sefarosa 4B.
A continuacion, los glébulos fueron lavados seis veces con solucién
amortiguadora de digitonina hasta obtener el receptor de IL-6 parcialmente
puriticado para la inmunizacién.

Se inmunizé a un ratén BALB/c cuatro veces cada 10 dias con el
receptor de IL-6 anteriormente mencionado parcialmente purificado obtenido a
partir de 3 x 10° células U266 seguido de la produccién del hibridoma de
acuerdo con los métodos comunes. La actividad de unién del sobrenadante del
cultivo del hibridoma desde las cavidades de crecimiento positivo hasta el

receptor IL-6 se investigd de acuerdo con el método que se describid con

. .——-=anterioridad. 5 x 10*¢élulas U266 fueron rotuladas con **S-metionina (2.5 mCi)

y fueron solubilizadas con la solucién amortiguadora de digitonina que se
mencioné con anterioridad. Las células U266 solubilizadas luego se mezclaron
con el anticuerpo MT18 unido a los glébulos 4B de Sefarosa que tienen un
volumen de 0.04 ml y a continuacién se procedio al lavado sels veces con la
solucién amortiguadora de digitoning, eluyendo el receptor de IL-6 rotulado con
%5-metionina con 0.25 mi de solucién amortiguadora de digitonina (pH 3.4) y
neutralizando con 0.025 ml de | M Tris {pH 7.4).

Se mezclaron 0.05 mi del sobrenadante del cultivo del hibridoma con
0.01 mi de Proteina G Sefarosa (Pharmacia). Después del lavado, la Sefarosa
se incubé con 0.005 mi de solucién del receptor de IL-6 rotulada con 3°S-
metionina preparada de !a manera como se dascribié con anterioridad. El
inmunoprecipitado se analizé luego con SDS-PAGE y se investigd el
sobrenadante del cultivo del hibridoma que reacciona con el receptor de IL-6.

Como resultado de esto, se establecié el clon PM-1 del hibridoma de reaccion

(3
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positiva (FERM EP-2998). El anticuerpo producido del hibridoma PM-1 tiene el
subtipo IgGix.

La actividad inhibitoria de unién con IL-6 del anticuerpo producido por
el hibridoma PM-1 o el receptor de IL-6 humano se investigd utllizando la !inea
celular U2666 de mieloma humano. Se preparé IL-6 recombinante humano a
partir de E. coli (Hirano, T. et al., Immunol. Lett. (1988) 17, 41-45) y se rotuld
con '%| utilizando el reactivo Bolton-Hunter (New England Nuclear, Boston,
MA) (Tags, T. et al., J. Exp. Med. (1987) 186, 967-981).

Se cultivaron 4 x 10° células con 70% (vAv) de sobrenadante del
cultivo de PM-1 de hibridoma y 14000 cpm de IL-6 rotulado con '%5| durante 1
hora. 70 ul de muestra fueron acodados sobra 300 pl de FCS en un tubo
. -——--=microfugo de pt_:li_etire'no de 400 pl y a continuacién se procedié al centrifugado
y a la medicidn de la radioactlvidad de las células.

Como resultado de esto, se determind con claridad que el anticuerpo

producido por el hibridoma PM-1 inhibe la unién de IL-6 con el receptor de IL-

El anticuerpo monoclonal para el receptor de IL.-6 de ratén se prepard

de acuerdo con el método descripto en Saito, T. et al., J. Immnol. (1991) 147,
168-173.

Las céluias CHO que producen el receptor de IL-8 soluble de ratdén
fueron cultivadas en el liquido de cultivo IMDM que contenia FCS al 10% y a
continuacién se procedid a la purificacion del receptor de IL-6 soluble de ratén
del sobrenadante del cultivo utilizando una columna de afinidad en la cual el
anticuerpo RS12 del receptor IL-6 anti-ratén (remitirse a Saito, T. et al. que se

mencionaron con anterioridad) se inmovilizé en Affigel 10 gel {BioRad).
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50 pg del receptor resultante de IL-6 soluble de ratén se mezclaron
con el adyuvante completo de Freund y se inyectaron en el abdomen de una
rata de Wistar. La rata fue inmunizada de manera adicional con el adyuvante
incompleto de Freund comenzando dos semanas mas tarde. Las céiulas de
bazo de rata luego se recolectaron el dia 45 y después de fusionar 2 x 10°
células con 1 x 107 células de la linea P3UI de misloma de ratén utilizando
50% PEG1500 (Boshringer-Mannheim} de acuerdo con los métodos comunes,
las células fusionadas fueron seleccionadas para el hibridoma con el medio
HAT.

Después de agregar el sobranadante para el cultivo del hibridoma a
una placa recubierta con anticuerpo IgG anti-rata conejo (Cappel), se dejd

..——-=faaccionar el raceptor de IL-6 solubie de ratén. En el paso siguients, el

hibridoma que produjo el anticuerpo para el receptor de IL-6 soluble de ratén
fue seleccionado por medio de ELISA utilizando IgG anti-conejo oveja rotulado
con fosfatasa alcalina del anticuerpo del receptor de IL-6 anti-ratén conejo. Los
clones del hibidoma de los cuales se confirmd que producfan el anticuerpo
fueron subseleccionados dos veces hasta obtener un clon Unico de hibridoma.
El cion mencionado fue designado como MR16-1.

La actividad neutralizadora durante la transmisién de la informacidn
por parte de IL-6 de ratén de este anticuerpo que produce el hibridoma se
investigé de acuerdo con la recaptacién de *H-timidina utilizando las células
MH60.BSF2 (Matsuda, T. et al., J. Immunol (1988) 18, 951-956). 1 x 10*
células/200 pl/cavidad de células MHE0.BSF2 se prepararon en una placa con
96 cavidades. 10 pg/ml de IL-6 de ratén y 12.3 a 1000 ng/ml del anticuerpo
MR16-1 o del anticuerpo RS12 se agregaron a esta placa y se cultivaron
durante 44 horas a 379C y CO; al 5% y a continuacién se agragd 1 uCi/cavidad

de SH-timidina. La recaptacién de 3H-timidina luego se midi6 4 horas més
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tarde. Como resultado de esto, el anticuerpo MR16-1 inhibi6 |a recaptacién de
®H-timidina por medio de las células MH60.BSF2.

Por lo tanto, se determind claramente que el anticuerpo producido por
el hibridoma MR16-1 (FERM PB-5875) inhibe la unién de IL-6 con el receptor
de IL-6.

ey L

fi
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REIVINDICACIONES:

Habiendo asl especiaimente descripto y determinado la naturaleza de la

presente invencién y la forma como la misma ha de ser llevada a la préactica se

declara meivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1.

Un agente terapéutico para el mesotelioma que contiene un antagonista
de la interlsuquina-6 (IL-6) como su ingrediente activo.

Un agente terapéutico para el masotelioma de acuerdo con la
reivindicacién 1 en la cual el mesotelloma es el mesotelioma de pleura.
Un agente terapéutico para el mesotelioma de acuerdo con la
reivindicacién 2 en la cusj el mesotelioma de pleura es el mesotelioma
de pleura maligno.

Un agents.terapéutico para e! mesotelioma de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3 en las cuales el antagonista de IL-6 es el
anticuerpo para el receptor de IL-6.

Un agente terapéutico para el masotelioma de acuerdo con ia
reivindicacién 4 en la cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es el
anticuerpo monoclional para el receptor de IL-6.

Un agente terapéutico para el mesotelioma de acuerdo con la
reivindicacién 4 en la cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es el

anticuerpo monocional para el receptor de IL-6 humano.

. Un agente terapéutico para el mesotelioma de acuerdo con la

reivindicacién 4 en la cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es el
anticuerpo monoclonal para el receptor de IL-6 de ratén.

Un agente terapéutico para el mesotelioma de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 4 a 7 en las cuales el anticuarpo para el receptor

de IL-6 es el anticuerpo recombinante.

(39
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9. Un agente terapéutico para el mesotelioma de acuerdo con la
reivindicacién 6 en la cual e anticuerpo monoclonal para el receptor de
IL-6 humano es el anticuerpo PM-1.

10.Un ageﬁte terapéutico para el mesotelioma de acuerdo con la
reivindicacién 7 en la cual el anticuerpo monoclonal para el receptor de
IL-6 de ratdn es el anticuerpo MR16-1.

11.Un agente terapéutico para el mesotelioma de acuerdo con cualquiera
de las reivindicacionas 4 a 10 en las cuales el anticuerpo para el
receptor de IL-6 es el anticuerpo quimérico, el anticuerpo humanizado o
el anticuerpo humano.

12.Un agente terapéutico para el mesotelioma de acuerdo con la
reivindica__gi_dn‘ﬂ en la cual el anticuerpo humanizado para el receptor
de IL-6 es el anticuerpo PM-1 humanizado.

13.Un Inhibidor del crecimiento contra las células del mesotelioma que
contiene un antagonista de la interleuquina-6 (IL-6) como su ingrediente
activo.

14.Un inhibidor del crecimiento de acuerdo con la reivindicacién 13 en la
cual, el mesotelioma es el mesotelioma de pleura.

15.Un inhibidor del crecimiento de acuerdo con la reivindicaclén 14 en la
cual, el mesotelioma de pleura es el mesotelioma de pleura maligno.

16.Un inhibidor del crecimiento de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 15 en las cuales el antagonista de IL-6 es el
anticuerpo para el receptor de IL-6.

17.Un inhibidor del crecimiento de acuerdo con la reivindicacién 16 en la
cual el anticuerpo para el receptor ds IL-6 es el anticuerpo monoclonal

para el raceptor de [L-6.
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18.Un inhibidor del crecimiento de acuardo con la reivindicacién 16 en la
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es al anticuerpo monocional
para el receptor de IL-6 humano.

19.Un inhibidor del crecimiento de acuerdo con {a reivindicacién 16 en la
cual el anticuerpo para el receptor de IL-6 es el anticuerpo monoclonal
para el receptor de IL-6 de ratdn.

20.Un Iinhibidor del crecimiento de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 19 en las cuales sl anticuerpo para el receptor de
IL-6 es el anticuerpo recombinante..

21.Un inhibidor del crecimiento de acuerdo con la reivindicacidn 18 en la
cual el anticuerpo monocional para el receptor IL-6 humano es el
anticuerpc | PM-1.

22.Un inhibidor del crecimiento de acuerdo con la reivindicacién 19 en la
cual el anticuerpo monocional para el raceptor de IL-6 de ratén es el
anticuerpo MR16-1.

23.Un Inhibidor del crecimiento de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 22 en las cuales el anticuerpo para el receptor IL-6
es el anticuerpo quimérico, el anticuerpo humanizado o el anticuerpo
humano.

24.Un Inhibidor del crecimiento de acuerdo con la reivindicacion 23 en la
cual el anticuerpo humanizado para el receptor de IL-6 es el anticuerpo
PM-1 humanizado.

p.: CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA

3l
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BESUMEN
La presente invencion proporciona un agente terapéutico para el
mesotselioma que contiene un antagonista de la interleuquina-6 (IL-6) tal como
el anticuerpo para el receptor de IL-6 (IL-6R) y un inhibidor del crecimiento
celular del mesotelioma que contiene un antagonista de IL-6 tal como el

anticuerpo para IL-6R.
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