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Referencia: Expediente No. 06.125.972

Solicitud de Patente de Invencion titulada: “Agentes que se unen a [L-13”

Solicitante: Wyeth

RESPUESTA AL AUTO NOTIFICADO POR FIJACION EN LiISTA NO. 170
DEL 6 DE MAYO DE 2011, OFICIO NO. 07547 (EXAMEN DE FONDO}

ALVARO CORREA ORDONEZ, mayor de edad y vecino de Bogotd D.C., identificado tal como
aparece al pie de mi firma, en mi cardcter de apoderado de la sociedad en referencia, doy

respuesta al auto emanado por ese Despacho dentro del término legal:
1. Objeciones del Examinador

1.1 De la solicitud de patente
Reivindicaciones

Considera su Despacho que el Gltimo capitulo reivindicatorio allegado carece de concision y

claridad por cuanto:

1) Varias reivindicaciones se refieren al anticuerpo o al acido nucleico y se
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caracterizan por las secuencias. Sin embargo estas secuencias estdn caracterizadas por un
porcentaje de homologia respecto a otra secuencia. Se considera que este tipo de definicién
no permite conocer la secuencia especifica y, ademas, no es técnicamente correcta por que

el cambio de un aminoacido afecta su afinidad, por lo tanto no serfan equivalentes.

2) Se considera que la reivindicacion 21 carece de sustento por cuanto no

todas las alternativas poseen actividades probadas.

3 Se considera que el capitulo reivindicatorio alin reclama acidos nucleicos
que podrian producir fragmentos del anticuerpo descrito. Sin embargo, de acuerdo con su

Despacho estos acidos no hacen parte de la invencion que se refiere a un anticuerpo 1L-13.

Adicionalmente, su despacho objeta las reivindicaciones 16 a 18 se refieren realmente a un

uso.

Finalmente se concluye con relacion al estado de la técnica que no existen documentos que
afecten los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud, lo que se traduce en que la

presente solicitud posee tanto novedad como nivel inventivo.

2. Argumentos a favor de ta patentabilidad de la solicitud

2.1  Reivindicaciones.

En respuesta a las observaciones de su Despacho el solicitante ha decidido presentar un
nuevo capitulo reivindicatorio mucho mas limitado v en donde se han eliminado las
reivindicaciones 16 a 18 y 21 y las dirigidas a 4cidos nucleicos, ademas de otras, v,
adicionalmente, se ha eliminado los porcentajes de homologia, con el fin de hacer expedito
el tramite y que se proceda a la concesion de la presente invencion.

De acuerdo con lo anterior en nuevo capitulo reivindicatorio solo posee 18 reivindicaciones.

Por otro lado el solicitante ha decidido presentar una solicitud divisional que esta dirigida

especificamente a las reivindicaciones que pretender proteger los acidos nucleicos.
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En virtud de lo anterior, solicito que se acepten las razones expuestas en el presente
documento y en consecuencia, se otorgue el privilegio de patente de invencién para el

invento que se tramita en este expediente.

Atentamente,

S—

ALVARO CORREW

C.C.N0.79.143.366 de Usaquén
T.P.20.281

Anexos: Capitulo reivindicatorio modificado
Recibo por presentacién de solicitud divisionat
Formulario solicitud divisional
Una solicitud divisional
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REIVINDICACIONES (Original)

1. Un anticuerpo aislado que se une a un IL-13 con un KD de menos de
107 que comprende regiones variables de inmunoglobulina de cadena pesada

y ligera, caracterizado porque:

La cadena pesada comprende una region determinante complementaria (CDR)
1 pesada variable (VH) que tiene la secuencia de aminoacido mostrada en la
SEQ ID No.: 15, una VH CDR2 que tiene la secuencia de aminoacido que se
muestra en [a SEQ ID. No.: 16, y una VH CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacido que se muestra en la SEQ ID No.. 17, o una secuencia de
aminoacido que difiere en menos de tres sustituciones, inserciones, o

supresiones de la secuencia de aminoacido de la SEQ ID Nos.: 152 17;y

la cadena ligera comprende una CDR1 ligera variable (VL) que tiene la
secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID No.: 18, una VL CDR2 que
tiene la secuencia de aminoacido que se muestra en la SEQ ID No.: 19, y una
VL CDR3 que tiene la secuencia de aminoacido que se muestra en la SEQ ID
No.: 20, o una secuencia de aminoacido que difiere en menos de tres
sustituciones, inserciones, o supresiones de la secuencia de aminoacido de la
SEQ ID No.: 18 a 20.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, caracterizado porque las
sustituciones comprenden una sustitucion conservadora en una o0 mas de las
posiciones del aminoacido 2, 3, 6 9 de la SEQ ID No.: 15; 1,5, 120 13 de la
SEQID No.:16;1,6,10, 13016 dela SEQ ID No.: 18; 2,4, 506 de la SEQ ID
No.:19;02, 3,04 dela SEQ ID No.: 20.

3. El anticuerpo de la reivindicacioén 1 o 2, caracterizado porque la region

VH comprende una secuencia de aminoacido seleccionada de! grupo que



consiste de la SEQ ID Nos.: 50 ~ 82, 130, 143, 147, 155, 157, 159, 161, 163,
165, 167, 169, 171, 173 y 175.

4, El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado porque la regidn VL comprende una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID Nos.: 30 — 38, 133, 145, 149
y 153.

5. El anticuerpo de una cualquiera de ias reivindicaciones 1 a 4,
caracterizado porque la regiéon VH comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID No.: 173 y la region VL comprende la secuencia de aminoacido de la
SEQ ID No.: 153.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5
caracterizado porque comprende regiones de estructura de las regiones de
estructura VH FR1, FR2 y FR3 codificadas mediante el gen de la linea germinal
DP-54 o DPK-8. '

7. El anticuerpo de la reivindicacion 3 o 4, caracterizado porque el
anticuerpo tiene sustituciones conservadoras en una o mas de las siguientes
posiciones Kabat: 2, 4, 6, 25, 36, 37, 39, 47, 48, 93, 94, 103, 104, 106 y 107 de
la SEQ ID No.: 173.

8. El anticuerpo de una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque

el anticuerpo es un Fab, F(ab’)2, Fv, o scFv.

9. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8§,

caracterizado porque el anticuerpo es humanizado, humano o gquimérico.

10.  El anticuerpo de una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque

el anticuerpo comprende, ademas, una region constante de inmunoglobulina.



11.  El anticuerpo de una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 8,
caracterizado porgue la cadena pesada comprende, ademas, la secuencia de
aminoacido de la SEQ 1D No.: 128.

12. Ei anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
caracterizado porgue la cadena ligera comprende, ademas, la secuencia de
aminoacido de los residuos 134-219 de las SEQ ID No.: 177.

13.  El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
caracterizado porque comprende un anticuerpo humanizado que consiste de
una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacido de las SEQ ID No.:

176 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminodacido de la SEQ 1D
No.: 177.

14. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
caracterizado porque el anticuerpo reconoce un epitopo en el 1L-13 humano
que comprende los residuos de aminoacido 116, 117, 118, 122, 123, 124, 125,
126, 127 y 128 del IL-13 humano (SEQ ID No.: 178).

15.  Un fragmento gue se une a antigeno del anticuerpo de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque el fragmento se une al IL-

13 humano con un KD de menos de 10 7 M.

16.  Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende un
anticuerpo o un fragmento que se une a antigeno de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 15 y un portador farmacéuticamente aceptable.

17. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 16, caracterizada

porque se adapta a administracion subcutanea, inhalacion o topica.

18.  Un método para detectar la presencia de 1L-13 en una muestra, el

método caracterizado porque comprende:



a. poner en contacto la muestra con el anticuerpo anti-iL-13 o un fragmento

del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15; y

b. detectar la formacion de un complejo entre el anticuerpo anti-IL-13 o un
fragmento del mismo y la muestra, en donde la formacién del complejo en Ia

muestra es indicativa de la presencia de IL-13 en la muestra.

RAC/BOGDMS-746298-V1-P2006_000264-0810.00C
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FORMULARIQ UNICO DE CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE

SOLICITUDES
2000-14

(D SOLICITUD DE

D Conversién Divisidn D Fusién

Patente de Invencidn I:I Patente de Modelo de Utilidad

[] Registro de Disefio Industrial I:I Esquema de trazado para Circuitos Integrados
@ Nombre: Wyeth IDENTIFICACION

SOLICITANTE Direccién: Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940 CC. D NIT I:I

Estados Unidos

Teléfono: Fax: C.E. D Otro I:I

E-Mail:
Domicilio: Estados Unidos Namero
Nombre: Alvare Correa Ordofez IDENTIFICACION
REPRESENTANTE
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Teléfono: 6341500 Fax: 3762211 C.E. |:' Otro I:I
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@ Anexos:
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D Certificado de existencia y representacion legal de las partes, cuando sean personas jurfdicas

[ ] Copia de Ia solicitud divisional

NOMBRE: ALVARO CORREA ORDONEZ FIRMA L’Q

C.C. 79143366 T.P. 28281

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/

_‘Jﬁ , RECIBO DE CAJA No. 11 - 0064197
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 01 de 2011 - 14:27 42
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE NI 900.034.906

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQO BANCO LUENTA No. PAGO FECHA PAGQO VR PAL

CONSIGNACION BANCC DE BOGOTA 062754387 325065742 01/07/2011 95.266.00 '6:)

*** Conceptos Pagados ***

CANT_  RENTISTICO CONCEPTO MEUNDITARIO — Vr CONCEPTO
1 50005-01-09 OTRosrgEmeos DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINMISTRATIVOS 6.000.00 6.000.00
NOUSTRIAL $6.000.00

SON: **SEIS MIL PESOS/MONEDA CORRIENTE***
esponsable; SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

o Caja}pncad%medieme No. ||\|||\IL|c[l!)ﬂlll||IIIIII\I|\I\!!!!!||

. Jdulla 1 de 2011 - 14:42:44

-125972- -00007-

UEVASCR
: 07-13 16:49:19  Dep. 2020 DIRN
E'?:h?‘i 2?’1;'I%TNTEIYH tve: 378 FASENACIONALI

Act. 523 RESPUESTA Folios: 208

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Coloembia
Web: www.slc.gov.co e-mal: info@slc.gov.co Conmutadaor: {571) S870000 Fax: {571) 5870284 Linea: (18000-810165 Call Center: {571} 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

.-

Industria y Comercio
SUPLRINIENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0053590

Bogota D.C., Junio (02 de 2011 - 16:48:12

RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE

NI 900.034.906

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA

No PAGO FECHA PAGO _\,[Rpﬁ;()_

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

Cr

403018361 02/06/2011 62.503400.00

“** Conceptos Pagados ***

CANT. EBENTISTICO CONCEPTQ

[
VEUNDITARIO — Vr CGNCEPTO

1 50005-01-08 PRORROGA DE TERMINOS 1608 N.CREACION PRORROGA DE TERMINOS 86.000.00 86.000.00

O PLAZO ADICIONAL

. SON: **OCHENTA Y SEIS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

a AB I’c)ado al Expediente No.

Sede Centro: Camrera 13 No. 27 - 00 Pisos 31,45y 10 Bogotd, D.C.- Colombia
Web: www.slc.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-810165 Gall Center: {571) 6513240

, Junlo 2 dp 30171 - 1G:48:41

~$86.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

WA

. 06-125972- -000 UEVASCR
n: 2011-07-13 16:49:19  Dep. 2020 DIRNUE
E'?a?.h?i 2%1ATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONAL

Act. 523 RESPUESTA Folios: 208
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-] -

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0053596

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Junio D2 de 2011 - 16:48:12
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE NI 900.034.906
*** Soporte del Pago ***
TIPO.PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO. VR.PAC

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 403018361 02/06/2011 62.502.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ RENTISTICO CONCEPTO VeEUNDITARIO VI CONCEPTO
150005-01-03 CAMBIO DE MODALIDAD Y MODIFICACIONES _PR%I'\QAIIETAé:}%% BSE%ECCION A SOLICITUD 118.000.00 $1 1333888

ENTO DIECIOCHO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE*

.S

ée;s;ggﬂ?ab;aaﬁy SUPERINTENDENCIA DE |Nous|Tﬁtﬁ iliiiizmlo
ecibo de Cgja-Aplicado al Expediente No.
= RN

E . UEVASCR
- 2011-07-13 16:42:19 _ Dep. 202G DIRN
!;'fac.h'?‘\ PATENTE!YI Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 523 RESPUESTA Folios: 208

Sede Centro: Carrern 33 No. 27 - 00 Pisos 34,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombla
Web: www.sic.gov.co ec-mal: Info@sic.gov.co Gonmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 041800{-910165 Call Center: {571) 6513240
. Junio 2 da 2011 - t6:48:41
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0064117

Bogoté D.C., Julio 01 de 2011 - 14:27:42
RECIBIDO DE : BAKER & MCKENZIE NI 900.034.906
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA, No PAGQO EECHA PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325065742 01/07/2011

CANT RENTISTICO.

*** Conceptos Pagados ***

.SON: “TRESCIENTOS Sk

o

esponsable.

Wk ko h

CONCEFRPTO Vr UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1?'3&2’ gﬁ%schNTlvo CAMBIOO TITULARIDAT-TRANSFERENCIAZG1.000.00 361.000.00
$361.000.00

TAY UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE*™

Recibo de Caja Aplicado al

o Jubta 1 de 2011 - 14:42:41

xpediente No.

Fetha; 2011-07-

Tra. 11 PATENTEY)
Act, 523 RESPUESTA

Sedo Centro: Carrera 11 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C,
Wab: www.slc.gov.co s-mai: infog@@sic.gov.co  Conmulador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Conter: {571) 6513240
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ANTICUERPOS QUE SE UNEN A IL-13

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La interleucina-~13 (IL-13) es una citosina secretada por
los linfocitos T y las células cebada (McKeﬁzie et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 373%-39; Bost et al. (1996)
Immunology 87: 633-41). 1IL-13 cowmparte varias actividades
bioldgicas con la IL-4. Por ejemplo, la IL-4 & IL-13 pueden
caugsar que el isotipo IgE se intercambie en las células B
(Tomkinson et al. (2001} J. Immunol. 166: 5792—5800{. Ademas,
los niveles aumentados de la superficie celular CD23 vy el
CD23 sgérico (sCD23) se han reportado en pacientes asmdticos
(Sanchez-Guerrero et al. {1994) Allergy 49: 587-92; DiLorenzo
et al. (1999} Allergy Asthma Proc. 20:119-25). Ademas, 1la IL-
4 3 IL-13 pueden sobre-regular la expresidén de la clase II de
MHC y el receptor de IgE de baja afinidad’ (Cb23) sobre las
células B y los monocitos, lo gque resulta en la presentacidn
del antigeno mejorada y la funcidén del macrofage regulada
(Tomkinson et al., supra). De manera importante, la IL-4 &
IL-13 pueden elevar la expresidén de VCAM-1 sobre las células
endoteliales, io que | facilita el restablecimiento
preferencial de 1los eosindéfilos (y las células T) a los
tejidos del conducto aéreo (Tomkinson et al., supra)l La IL-4

6 IL-13 también pueden elevar la secrecidn de mucosa del

conducto aéreo, lo que puede exacerbar la sensibilidad del

3
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conducto aéreo {Tomkinson et al., supra). Estas observaciones
sugieren dgue aungue la IL-13 no es necesaria para, © aun
incapaz de, inducir el desarrollo de Th2, la IL-13 puede ser
un papel clave en el desarrollo de eosinofilia del conducto
aéreoc y AHR (Tomkinson et al., supra, Wills-Karp et al.,

(1998) Science 282:2258-61) .

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Se ha descubierto, inter alia, agentes que se unen a IL-
13, en particular, moléculas de anticuerpos anti-IL-13 que se
unen al IL-13 de humano y/o IL-13 de wmono cinomeolgo, c¢on
elevada afinidad vy especificidad. En wuna modalidad, las
moléculags del anticuerpo reducen por lo menos la actividad
asociada con IL-13, por ejemplo, ﬁodulacién de una afecciédn
inflamatoria. Por ejemplo, las moléculas del anticuerpo anti-
IL-13 pueden unirse a IL-13 y modular, por ejemplo, inhibir,
una interaccidén (por ejemplo, unidn) entre IL-13 vy un
receptor de IL-13, por ejemplo, receptor ol de IL-13 (“IL-
13Rel1”), receptor a2 de IL-13 (“IL-13Ra2”) y/o la cadena alfa
del receptor de interleucina-4 (“IL-4Ra), por 1lo que se
reduce o previene la transduccién de sefial.

Un agente de unidn de IL-13, tal como una molécula de
anticuerpo de anti-IL-13 puede usarse para modular (por
ejemplo inhibir) por lo menos una actividad asociada con IL-

13 in vivo. Los agentes de unidén de la IL-13 pueden usarse
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para tratar o prevenir un trastorno asociado con la IL-13 o
para mejorar por lo menos un sintoma del mismo. Ejemplos de
los trastornos asociados con 1la IL-13 incluyen trastornos
inflamatorios (por ejemplo, inflamacidn pulmonar), trastornos
respiratorios (por ejemplo, asma, incluyende asma alérgica y
noc alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica {(COPD) },
asi como las condiciones que involucran la inflamacién del
conducto aéreo, eosginofilia, trastornos fibréticos (por
ejemplo, fibrosis «cistica, fibrosis hepdtica y fibrosis
pulmonar), esclerodermia, produccién de moco €Il eXCeso;
trastornos atdpicos (por ejemplo, dermatitis atépica,
urticaria, eczema, rinitis alérgica y enterogastritis
alérgica), un céncer asociado con IL-13 (por ejemplo, una
leucemia, glioblastoma o linfoma, por ejemplo, linfoma de
Hodgkin) , trastornos gastrointestinales {por ejemplo,
enfermedades del intestino inflamatorias), trastornos
hepaticos (por ejemplo, cirrosis) e infecciones virales.

Un agente de unidén de IL-13 puede ser una proteina, per
ejemplo, una molécula de anticuerpo, un péptido, o un dominio
de andamiaje, que interactda con, por ejemplo, se une a e/o
inhibe IL-13, en particular, IL-13 de mamifero, por ejemplo,
IL-13 de humano o primate no humano. La molécula de
anticuerpo puede ser una molécula de anticuerpo aislado. En
una modalidad, el agente de unidén es un antagonista, por

ejemplo, un agente de unién que neutraliza, reduce e/o inhibe

1S
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una o mas actividades asociadas con IL-13, incluyendo, pero
no se limitan a, la induccién de la expresién de CD23;
produccidn de IgE por las células B humanas; fosforilacién de
un factor de transcripcidén, por ejemplo, proteina STAT (por
ejemplo, proteina STAT6); eosinofilia inducida por antigeno
in vivo; broncoconstricciédn inducida por antigeno in vivo; o
hipér—reactividad de las vias respiratorias inducidas por
farmacos in vivo, entre otras. Por ejemplo, el agente de
unidén tiene un efecto estadisticamente significativo en una o
mas de las pruebas descritas en la presente. Ademds de las
moléculas de anticuerpo anti-IL-13, otros agentes de unidn de
la IL-13 gue pueden usarse incluyen fusiones Fc del receptor
de IL-13, otras formas solubles del receptor IL-13, formas
solubles de IL-4Ra, anticuerpos que unen a IL-13R Yy otras
moléculas gue inhiben la interaccién entre la IL-13 Y uno de
Sus receptores.

En un aspecto, la invencién caracteriza un agente de
unién de IL-13 que une a la IL-13, por ejemplo, con una
afinidad que corresponde a una Ky, menor de 5x10°'M, 1x107’ M,
5x107°%, 1x107%, 5x%107%, 1x10°°, més tipicamente menor de 5x107°,
1x107%°, 5x107*' M, 1x10™™ M o mejor. El agente de unién de IL-
13 puede ser, por ejemplo, una molécula de anticuerpo que
incluye la primera y segunda secuencias del dominio variable
de inmunoglcobulina que puede incluir por lo menos una porcidén

suficiente de un dominioc wvariable de inmunoglobulina para

(6
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formar un sitic de wunién al antigeno que se une a IL-13.
Normalmente, la primera y segunda secuencias del dominio
variable de inmunoglobulina corresponden a secuencias del
dominio wvariable de inmunoglobulina de una cadena pesada y
ligera, por ejemplco, una cadena pesada y ligera compatible de
oﬁro modo © aparejada.

En una modalidad, el agente de unidén de la IL-13 une a
uno © més de los siguientes péptidos:
FVKDLLVHLKKLFREGQ:130FN (SEC ID NO: 1),
FVKDLLVHLKKLFREGR;3,FN (SEC ID NO: 2},
FVKDLLLHLKKLFREGQ,3cFN (SEC ID NO: 3},
FVKDLLLHLKKLFREGR;3,FN (SEC ID NO: 4),
FVKDLLVHLKKLFREG (SEC ID NO: 5), y
FVKDLLLHLKKLFREG (SEC ID NO: 6), por ejemplo, como péptidos
aigslados, © a un aminocdcido dentro de tai péptido cuando el
péptido estd doblado en la estructura de una proteina de IL-
13 madura.

Por ejemplo, el agente de unidn de la IL-13 puede unirse
a un péptido o a IL-13 con afinidad comparable (por ejemplo,
afinidades que difieren por menos de un factor de 8.5, 4 & 2)
sin importar si R & Q estd presente en la posicidédn 130. En
particular, el agente de unidn de IL-13 puede unirse con
igual afinidad al péptido o a la IL-13 sin considerar si R &
Q estd presente en la posicidn 130.

El agente de unidén de la IL-13 puede unirse a uno o mas
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de los siquienteg péptidos:
KDLLVHLKKLFREGQFN (SEC ID NO: 7),
KDLLVHLKKLFREGRFN (SEC ID NO: 8),
KDLLLHLKKLFREGQFN (SEC ID NO: 9},
KDLLLHLKKLFREGRFN (SEC ID NO: 10),
KDLLVHLKKLFRE (SEC ID NO: 11),
KDLLLHLKKLFRE (SEC ID NO: 12), vy

HLKKLFRE (SEC ID NO: 13), por ejemplo, como péptidos
aislados, © a un aminocdcido dentro de tal péptido cuando el
péptido estd doblado en la estructura de una proteina de IL-
13 madura. El agente de unidén de la IL-13 puede unirse a un
epitopo sobre IL-13 que incluye por lo menos (por ejemplo,
uno, dos, tres o cuatro) residuos de aminodcidos de una
secuencia peptidica descrita en la presente, o un péptido
correspondiente gue difiere en, por lo menos, aungue no mas
de uno, dos o tres residuos de aminoécidos, por ejempleo, un
péptido correspondiente de IL-13 de humano.

En una modalidad, el agente de unidén de la IL-13 hace
contacto (por ejemplo, hace un contacto de van der Waals con)
un residuo de aminocdcido en la hélice D (residuos de
aminodcido 114-130) de IL-13 de longitud total (SEC ID NO: 24
6 SEC ID NO: 178), por ejemplo, uno o ma&s de los siguientes
residuos de aminodcidos: 116, 117, 118, 122, 123, 124, 125,
126, 127 & 128 de la SEC ID NO: 24 o la SEC ID NO: 178. En

una modalidad, el agente de unidén de IL-13 se une a un
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epitopo scbre la hélice D, o un epitopc que incluye .por 1lo
menos un aminocdcido (por ejemplo, por lo menos, dos, tres, o
cuatro) en la hélice D y/o puede inhibir la interaccién de
IL-13 con uno o ambos de IL-13Ral y/o IL-13Ra2. La hélice D
corresponde a los residuos de aminoacido 95-111 de 1IL-13
madura, procesada (SEC 1D NO: 14 o SEC ID NO: 124}.

En una modalidad, el agente de unién de IL-13 se une en
forma especifica a un epitopo, por ejemplo, un epitopo lineal
o conformacional, de IL-13, por ejemplo, en particular, IL-13
de mamifero, por ejemplo, de humano. Por ejemplo, el agente
de unién de IL-13 compite con MJ 2-7 y/o C65 por la unidén a
IL-13, por ejemplo, a la IL-13 humana. El agente de unién de
IL-13 puede inhibir en forma competitiva la unidén de MJ 2-7
y/o C65 a IL-13. El agente de unién de la IL-13 puede unirse
en forma especifica por lo menos a un aminoécido en un
epitopo definido por la unidén de MJ 2-7 a la IL-13 humana o
un epitopo definido por la unidén de C65 a la IL-13 humana. En
una modalidad, el agente de unidén de la IL-13 puede unirse a
un epitopo que se superpone con la de MJ 2-7 6 (€65, por
ejemplo, incluye por lo menos, dos, tres o cuatro amincacidos
en comin, o un epitopo gque, cuando se une, previene
estéricamente la interaccidédn con MJ 2-7 & C65,

Incluso en otra modalidad, el agente de unidén de IL-13
se une en forma especifica por lo menos a un aminodcido en un

epitopo definido por IL-13Ral que se une a la IL-13 humana o

|7
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un epitopo definido por IL-13Ra2 gque se une a la IL-13
humana, © un epitopo que se superpone con tales epitopos. La
proteina puede competir con IL-13Rol y/o IL-13Re2 por la
unidén a IL-13, por ejemplo, a la IL-13 humana. La proteina
puede inhibir en forma competitiva la unidén de IL-13Ral y/o
IL-13Ra2 a IL-13. El agente de wunidén de 1IL-13 puede
interactuar con un epitopo sobre IL-13 gque, cuando se une,
previene estéricamente la interaccién con IL-13Rel y/o IL-
13Ro2.

En una modalidad, agente de unidén de IL-13 tiene una
actividad funcional comparable a IL-13Ra2, por ejemplo, el
agente de unidén de IL-13 reduce o inhibe la interaccién de
IL-13 con IL-13Ral. El1 agente de unidén de IL-13 puede evitar
la formacién de un complejo entre IL-13 y IL-13Rel o separar
o desestabilizar un complejo entre IL-13 y IL-13Ral. En una
modalidad, el agente de unién de IL-13 inhibe la formacidén de
complejos ternarios, por ejemplo, la formacién de un compleijo
entre IL-13, IL-13Rel e IL4-R.

En una medalidad, agente de unién de IL-13 puede inhibir
una © mids actividades asociadas con IL-13 con una ICsy de
aproximadamente 50 nM a 5 pM, normalmente aproximadamente 100
a 250 pM o menos, es decir, mejor inhibicién. Los agentes que
inhiben por lo menos una actividad de la IL-13 se consideran
antagonistas de IL-13. En una modalidad, agente de unién de

IL-13 puede asociarse con I1IL-13 con wuna cinética en el
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Incluso en otra modalidad, el agente de unién de IL-13 tiene
una cinética de disociacién en el intervalo de 1072 a 107% g7!,
normalmente 102 a 10° s'. En una modalidad, el agente de
unidén de IL-13 se une a IL-13, por ejemplo, IL-13 humana, con
una afinidad y/o cinética similar al anticuerpo monoclonal MJ
2-7 & (€65, o sus formar modificadas, por ejemplo, formas
quiméricas o sus formas humanizadas (por ejemplo, una forma
humanizada descrita en la presente). La afinidad y la unién
cinética del anticuerpo anti-IL-13 o su fragmento puede
evaluarse usando, por ejemplo, tecnologia de biosensor
(BIACORE™) .

El agente de unidén de IL-13 puede ser una molécula de
anticuerpo, por ejemplo, fragmento que se une al antigeno de
un anticuerpo (tal como Fab, F(ab')2, Fv o un fragmento de Fv
de cadena simple) o un anticuerpo gque incluye un dominio Fc.
Normalmente, una molécula de anticuerpo anti-IL-13 es
monoclonal © una mono especifica.

El agente de wunidén de 1IL-13, particularmente una
molécula de anticuerpo anti-IL-13, puede ser efectivamente
humano; humano, humanizado, con injerto de CDR, guimérico,
mutado, madure con afinidad, desinmunizado, sintético o
anticuerpo generado in vitro de otro modo. En una modalidad,
el agente de unidén de IL-13 es un anticuerpo humanizado. En

una modalidad, el agente de unidén de IL-13 no es antigénico
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en los humanos o no causa una respuesta HAMA.

En wuna modalidad, 1la molécula del anticuerpo IL-13
incluye una cadena pesada y ligera. Las cadenas pesada y
ligera de una molécula de anticuerpo anti-IL-13 pueden ser
sustancialmente de cadena completa (por ejemplo, una molécula
de anticuerpo puede incluir por lo menos una, y con
preferencia dos, cadenas pesadas completas, y por lo menos, y
de preferencia dos, cadenas ligeras completas) o puede
incluir un fragmento gque se une al antigeno (por ejemplo, a
Fab, F{ab’)2, Fv o un fragmento de Fv de cadena simple).
Incluso en otras modalidades, la molécula de anticuerpo tiene
una regidn constante de cadena pesada elegida de, por
ejemplo, las regiones constantes de cadena pesada de IgGl,
IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgAl, IgA2, IgD e IgE; en particular,
elegidas de, por ejemplo, las regiones constantes de cadena
pesada de IgGl, IgG2, IgG3, e IgG4, mas en particular, las
regiones constantes de cadena pesada IgGl (por ejemplo, IgGl
de humano). Normalmente la regidn constante de cadena pesada
es una forma humana o modificada de una regién constante
humana ({(por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 5). En
otra modalidad, el anticuerpo tiene una regidn constante de
cadena ligera elegida de, por ejemplo, las regiones
constantes de cadena ligera de kappa © lambda, de preferencia
kappa (por ejemplo, kappa humana). En una modalidad, 1la

regidén constante estd alterada, por ejemplo, mutada, para

poaEo

22
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modificar las propiedades de la molécula de anticuerpo (por
ejemplo, para aumentar o disminuir uno o miés de: unién al
receptor de Fc, glucosilacién del anticuerpo, el nlmero de
residucs de cisteina, funcién de 1la célula efectora, o
funcién de complemento). Por ejemplo, la regién constante de
IgGl humana puede estar mutada en uno o mas residuos, por
ejemplo, uno o mas de residucs 234 y 237, como se describe en
el Ejemplo 5.

En una modalidad, el agente de unidén de IL-13 (por
ejemplo, la molécula de unidén de anti-IL-13) incluye por lo
menos, dos y de preferencia tres CDR de la regién variable de
cadena ligera o pesada de un anticuerpo descrito en la
presente, por ejemplo, MJ 2-7. Por ejemplo, la proteina
incluye una o mids de las siguientes secuencias dentro de la
regidén CDR:

GFNIKDTYIH (SEC ID NO: 15},

RIDPANDNIKYDPKFQG (SEC ID NO: 1s6),

SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 17},

RSSQSIVHSNGNTYLE (SEC ID NO: 18),

KVSNRFS (SEC ID NO: 19), vy

FQGSHIPYT (SEC ID NO: 20), o un CDR que tiene una secuencia
de aminoacidos gue difiere por no més de 4, 3, 2.5, 2, 1.5, 1
& 0.5 alteraciones (por ejemplo, sustituciones, inserciones o
eliminaciones) por cada 10 aminocdcidos (por ejemplo, el

nimero de diferencias es proporcional a la longitud del CDR)
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relativa a una secuencia mencionada con anterioridad, por
ejemplo, por lo menos una alteracidén aungque no més de dos,
tres, o cuatro por cada CDR.

Por ejemplo, el agente de unidén de IL-13 puede incluir,
en la secuencia de dominio variable de la cadena ligera, por
lo menos una, dos o tres de las siguientes secuencias dentro
de una regidén de CDR:

RSSQSIVHSNGNTYLE {(SEC ID NO: 18),

KVSNRFS (SEC ID NO: 19), y

FQGSHIPYT (SEC ID NO: 20), o una secuencia de aminodcidos gque
difiere por no més de 4, 3, 2.5, 2, 1.5, 1 & 0.5
sustituciones, inserxciones o© eliminaciones por «cada 10
amincacidos con relacidén a wuna secuencia mencionada con
anterioridad.

El agente de unidén de IL-13 puede incluir, en la
secuencia del dominic variable de cadena pesada, por lo menos
una, dos o tres de las siguientes secuencias dentro de una
regidén de CDR:

GFNIKDTYIH (SEC ID NO: 15),

RIDPANDNIKYDPKFQG (SEC ID NO: 16), y

SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 17), © una secuencia de aminocécidos
que difiere por no més de 4, 3, 2.5, 2, 1.5, 1 & 0.5
sustituciones, inserciones o eliminaciones por «cada 10
amincdcidos relativa a una secuencia mencionada con

anterioridad. La regién de CDR3 de cadena pesada puede ser

i
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menor de 13 o menor de 12 amincdcidos de longitud, por
ejemplo, 11 aminoacidos de longitud (ya sea usando numeracién
de Chothia o de Kabat)
En otro ejemplo, el agente de unidén de IL-13 puede
5 incluir, en la secuencia de dominio wvariable de la cadena
ligera, por lo menos una, dos o tres de las siguientes
secuencias dentro de una regién de CDR {(los aminodcidos entre
paréntesis representan alternativas para una posicién
particular):

.10 (1) {RK) -5-5-Q-5- (LI} - (KV})-H-S-(ND) -G-N- (TN) -Y-L~
(EDNQYAS) (SEC ID NO: 25) & (RK)-5-5-Q-S-(LI)-(KV)-H-S-(ND)-
G-N- (TN) -Y-L-E (SEC ID NO: 26}, o (RK)-5-S-Q-S-(LI)-(KV)-H-S-
N-G-N-T-Y-L- (EDNQYAS) (SEC ID NO: 21},

(1i) K- (LVI)-S-{(NY)-{(RW)-(FD)-S8 (SEC ID NO: 27}, o K-

15 {(LV) -8- (NY) -R-F-5 (SEC ID NO: 22), v

(iii) Q-{GSA)-(ST)-(HEQ)-I-P (SEC ID NO: 28B), o F-0-
(GSA) - (SIT)-(HEQ)-(IL)-P (SEC ID NO: 23) o Q-{(GSA)-(ST)-
(HEQ) -I-P-Y-T (SEC ID NO: 193) o F-Q-(GSA})-{SIT)-(HEQ)-(IL)-

. P-Y-T (SEC ID NO: 29).

20 En una modalidad preferida, el agente de unién de IL-13
incluye la totalidad de seis CDR de MJ 2-7 o CDR
estrechamente relacionado, por ejemplo, CDR gue son idénticos
o gue tienen por lo menos una alteracién de aminoacidos,
aungue no mas de 'dos, tres o© cuatro alteraciones (pox

25 ejemplo, sustituciones, eliminaciones, o inserciones). La
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proteina puede incluir por lo menos dos, tres, cuatro, cinco,
seigs © siete residuos de aminoadcidos que ponen en contacto
IL-13 de MJ 2-7.

Inclusc en otro ejemplo, el agente de unién de IL-13
incluye por 1lo menos una, dos, © tres regiocnes de CDR que
tienen las mismas estructuras candnicas y las regiones de CDR
correspondientes de MJ 2-7, por ejemplo, por lo menos CDR1 y
CDR2 de los dominios variables de cadena pesada y/o ligera de
MJ 2-7.

El agente de unidén de IL-13 puede incluir una de las
siguientes secuencias:

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLOKPGQS
POLLIYKVSNRFSGVPDRFSGESGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
FQGSHIPYT SEC ID NO: 30)

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWFQQORPGQS
PRRLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
FOGSHIPYT (SEC ID NO: 31)

DIVMTOTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWY LOQKPGQS
POLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
FOGSHIPYT (SEC ID NO. 32)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSTIVHSNGNTYLEWYLQKPGOP

POQLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC

FOQGSHIPYT (SEC ID NO: 33)

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQS

POLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC



"'10

15

20

25

15

FQGSHIPYT (SEC ID MO: 34)
DIVMTQTPLSSPVILGQPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWLQQRPGQP
PRLLIYRKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
FQGSHIPYT (SE ID NO: 35)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSQSIVHSNGNTYLEWYQQKPGKA
PKLLIYKVSNRFSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
FOGSHIPYT (SEC ID NO: 36)
DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVYSDGNTYLNWFQQRPGQS
PRRLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
FOQGSHIPYT (SEC ID NO: 37)
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQOS

PKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYC

FQGSHIPYT (SEC ID NO: 38}

0 una secuencia gue tiene menos de ocho, siete, seis,
cinco, cuatro, tres o dos alteraciones (por ejemplo,
sustituciones, inserciones o© eliminaciones,. por ejemplo,
sustituciones conservadoras o una sustitucidn para un residuo
de aminecdcidos en una posicidén correspondiente en MJ 2-7).
Ejemplos de las sustituciones se encuentran en una de las
siguientes posiciones de Kabat: 2, 4, 6, 35, 36, 38, 44, 47,
49, 62, 64-69, 85, 87, 98, 99, 101, y 102, Las sustituciones
pueden, por ejemplo, sustitulr un aminodcido en una posicidn
correspondiente de MJ 2-7 en una regidn de marco humano.

El agente de unidén de IL-13 también puede incluir una de

las siguientes secuencias:

nnRsRg

Ut
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DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISC—(RK)—S—S—Q—S—(LI)—(KV)—H-S-A
(ND) -G-N- (TN) -Y-L- (EDNQYAS) WYLQKPGQSPQLLIYK- (LVI) -S- (NY) -
(RW) - (FD) -SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC F-Q- (GSA) - (SIT) -
(HEQ) - (IL)}-P (SEC ID NO: 39)
DVVMTQSPLSLPVTLGQOPASISC- (RK) -S-5-Q-S- (LI) - (KV) -H-S-
(ND) -G-N- (TN) -Y-L- (EDNQYAS) WFQQRPCGQSPRRLIYK- (LVI) -S- (NY) -
(RW) - (FD) -SGVPDRFSGSGSCGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCF-Q- (GSA) - (SIT) -
(HEQ) - (IL) -P (SEC ID NO: 40)
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISC- (RK) -S-5-Q-8- (LI) - (KV)} -H-8-
(ND) -G-N- {TN) -Y-L~ (EDNQYAS) WYLQKPGQSPQLLIYK~ {LVI) -8~ (NY) -
(RW)} - (FD) - SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCF-Q- (GSA) - (SIT) -
(HEQ) - (IL) -P (SEC ID NO: 41)
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISC (RK) -8-8-0-S- (LI) - {KV) -H-S-
(ND) -G-N- (TN) -Y-L~- (EDNQYAS) WYLQKPGQPPQLLIYK- (LVI) -S- (NY) -
(RW) - {FD) -SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCF-Q- (GSA) - (SIT) -
(HEQ) - (IL) -P (SEC 1D NO: 42)
DIVMTQSPLSLPVIPGEPASISC (RK) -5-5-0Q-8- (LI) - (KV) -H-§-
(ND) -G~-N- (TN) -Y-L- (EDNQYAS) WYLQKPGQSPQLLIYK- (LVI) -S- (NY) -
(RW) - (FD) ~-SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCF-Q- (GSA) - (SIT) -
(HEQ) - {IL) -P {SEC ID NO: 43)
DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISC (RK) -8-8-Q-8- (LI) - (KV) -H-8-
(ND) -G-N- (TN) -Y-L- (EDNQYAS )} WLQQRPGQPPRLLIYK~ (LVI} -S~- (NY) -
(RW) - (FD) ~-SCVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCF-Q~ (GSA) - (SIT) -
(HEQ) - {IL) -P (SEC ID NO: 44)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (RK) -S-5-Q-5- (LI} - {KV)-H-S-
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(ND) -G-N- {TN) -Y-L- (EDNQYAS) WYQQKPGKAPKLLIYK- (LVI) -S- (NY) -

(RW) - (FD) -SGVPSRFSCGSCGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCF-Q- (GSA) - (SIT) -

(HEQ) - (IL) -P (SEC ID NO. 45)
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISC (RK) -5-8-Q-5- (LI) - (KV) ~-H-8-

(ND) -G-N- (TN) -Y-L- {EDNQYAS) WYLQKPGQSPKLLIYK- (LVI) -S- (NY) -

(RW) - (FD) -SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCF-Q- (GSA) - (SIT) -

(HEQ) - {(IL) -P (SEC ID NO: 46)

o una secuencia gque tiene menos de ocho, siete, seis,
cinco, <cuatro, tres, o dos alteraciones (por ejemplo,
sustituciones, inserciones o eliminaciones, por ejemplo,
sustituciones conservadoras o una sustitucidn para un residuo
de aminodcidos en una posicidén correspondiente en MJ 2-7) en
la regién del marco. Ejemplos de las sustituciones se
encuentran en uno o mads de las siguientes posiciones de
Kabat: 2, 4, 6, 35, 36, 38, 44, 47, 49, 62, 64-69, 85, 87,
98, 99, 101 y 102. Las sustituciones pueden, por ejemplo,
sustituir un aminodcido en una posicién correspondiente de MJ
2-7 en una regién de marco humano. Las secuencias también
pueden seguirse mediante el dipéptido Tyr-Thr. La regidén FR4
puede incluir, por ejemplo, la secuencia FGGGTKVEIKR {SEC ID
NO: 47).

En otro ejemplo, el agente de unién de IL-13 puede
incluir, en la secuencia del dominio variable de cadena
pesada, por lo menos uno, dos o tres de las siguienteg

secuencias dentro de una regién de CDR (los amino&cidos entre
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paréntesis representan alternativas para una posicidén
particular) :

(i} G- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y-(MI)-H (SEC ID NO: 48) ,

{ii) (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y-(SD) - (PQ) -K-F-Q-G (SEC
ID NO: 49), v

(iii) SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 17).

La proteina puede incluir wuna de las siguientes
secuencias:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDTY ITHWVRQAPGQGLEWM
GRIDPANDNIKYDPKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 50}

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDTY IHWVRQAPGORLEWM
GRIDPANDNIKYDPKFQGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 51)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDTY IHWVRQATGQGLEWM
GRIDPANDNIKYDPKFQGRVIMTRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 53)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDTY IHWVRQAPGQGLEWM
GRIDPANDNIKYDPKFQGRVITMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYC

ATSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 54)
OMQOLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDTY ITHWVRQAPGQALEWM
GRIDPANDNIKYDPKFQGRVTITRDRSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 55)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWM

GRIDPANDNIKYDPKFQGRVIMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYC

30
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ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 56)
OMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFNIKDTY THWVROARGORLEWI
GRIDPANDNIKYDPKFQGRVTITRDMSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AASEENWYDFFDY (SEC ID NO: 57)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVROAPGKGLEWV
ARIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 58)
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWV
SRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYC
AKDSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 59)
QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWIRQAPGKGLEWV
SRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 60)
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFNIKDTY ITHWVRQAPGKGLEWV
GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDDSKNTLYLOMNSLKTEDTAVYYC
TTSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 61)
EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWV
SRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYHC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 62)
EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFNIKDTY ITHWVRQAPGKGLEWV
SRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 63)
EVQLLESGGCGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWV
SRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYC

AKSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 64)

HEMDE
‘\f\ H -
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QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWV
ARIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
AXSEENWYDFFDY (SEC ID NO. 65)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFNIKDTY I HWVRQAPGKGLEWV
ARIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 66)

EVQLVESGGVVVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWV
SRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNSKNSLYLQOMNSLRTEDTALYYC
AKDSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 67)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA~GFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWV
SRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO. 68}

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASCFNIKDTY IHWFRQAPGKGLEWV
GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDGSKS IAYLOMNSLKTEDTAVYYC
TRSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 69)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEYV
SRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNSKNTLYLQMGSLRAEDMAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 70)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWI
GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSLYLQOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 71)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWV
ARIDPANDNIKYDPKFQGKATISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 72)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY ITHWVRQAPGKGLEWV
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ARIDPANDNIKYDPKFQGRFTISADNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO. 73)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWV
GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 74)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVROAPGKGLEWV
ARIDPANDNIKYDPKFQGKATISADNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 75)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRtSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWI
GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISADNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 76)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY THWVROAPGKGLEWV
GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISADNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 77)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWV
ARIDPANDNIKYDPKFQGRFTISRDNAKNSAYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 78)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY THWVRQAPGKGLEWV
GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISADNAKNSAYLOMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 79)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTY IHWVRQAPGKGLEWI
GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISADNAKNSAYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 80)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCTGSGFNIKDTY THWVROAPGKGLEWI

GRIDPANDNIKYDPKFQGRFTISADNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC

pnias



“'10

15

20

25

22 . paies

ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 81)
EVOLOQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIKDTY ITHWVKQRPEQGLEWI

GRIDPANDNIKYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLNSLTSEDTAVYYC

ARSEENWYDFFDY (SEC ID NO: 82)

o una secuencia que tiene menos de ocho, siete, seis,
cinco, «cuatro, tres, o dos alteraciones (por ejemplo,
sustituciones, inserciones o eliminaciones, por ejemplo,
sustituciones conservadoras o una sustitucidén para un residuo
de aminocacidos en una posicidén correspondiente en MJ 2-7).
Ejemplos de las sustituciones se encuentran en una o mas de
las siguientes posiciones de Kabat: 2, 4, 6, 25, 36, 37, 39,
47, 48, 93, 94, 103, 104, 106, y 107. Las sustituciones
ejemplificativas también pueden encontrarse en una o mas de
las siguientes posiciones (de acuerdo con la numeracidn
secuencial): 48, 49, 67, 68, 72, y 79. Las sustituciones
pueden, por ejemplo, sustituir un aminodcido en una posicidn
correspondiente de MJ 2-7 en una regién de marco humano. En
una modalidad 1la secuencia incluye ({de acuerdo con la
numeracidén secuencial) uno o mads de los siguientes: Ile en
48, Gly en 49, Lys en 67, Ala en 68, Ala en 72 y Ala en 79;
de preferencia, por ejemplo, IIe en 48, Gly en 49, Ala en 72,
y Ala en 79.

Ademas, los marcos de la secuencia de dominio variable
de cadena pesada pueden incluir: (i) en wuna posicidn

correspondiente a 49, Gly; (ii) en una posicidn

34
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correspondiente a 72, Ala; (iii) en las posiciones
correspondientes a 48, Ile, y a 49, Gly; (iv) en las
posiciones correspondientes a 48, Ile, a 49, Gly y a 72, Ala;
(v) en las posiciones correspondientes a 67, Lys, a 68, Ala y
a 72, Ala; y/o (vi) en las posiciones correspondientes a 48,

Ile, a 49, Gly, a 72, Ala, a 79, Ala.

La proteina también puede incluir una de las siguientes
secuencias:
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG—(YF)—(NT)—I—K—D—T—Y-(MI)-
H,WVRQAPGQGLEWMG(WR)—I—D—P-(GA)*N—D—N-I—K—Y—(SD)-(PQ)—K—F—Q—
GRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 83)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG-(YF)-(NT)—I-K-D—T—Y-(MI)-
H,WVRQAPGQRLEWMG(WR)—I—D—P—(GA)-N—D—N-I—K-Y—(SD)-(PQ)—K—F-Q—
GRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 84)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG—(YF)—(NT)-I—K—D-T—Y—(MI)-
H,WVRQATGQGLEWMG(WR)-I—D—P—(GA)—N-D—N—I-K-Y—(SD)—(PQ)-K—F—Q-
GRVTMTRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 85)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG—(YF)—(NT)-I—K—D-T-Y—(MI)—
H,WVRQAPGQGLEWMG(WR)-I-D—P—(GA)—N—D—N—I—K-Y—(SD)—(PQ)-K—F—Q—
GRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 86)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSG-(YF)—(NT)—I-K—D—T—Y—(MI)—
H,WVRQAPGKGLEWMG(WR)—I—D—P—(GA)—N-D—N—I—K—Y-{SD)—(PQ)—K-F—Q—
GRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 87)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASG~(YF)—(NT)—I—K—D—T¥Y—(MI)—
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H, WRQAPGQALEWMG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-¥Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-
GRVTITRDRSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 88)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WRQAPGQGLEWMG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD} - (PQ}-K-F-Q-
GRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 89)

QMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WRQARGQRLEWIG (WR) -1-D-P- (GA)} -N-D-N-I-K-Y- (8D) - (PQ) -K-F-Q-
GRVTITRDMSTSTA¥MELSSLRSEDTAVYYCAA SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 90)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y~ (MI) -
H, WVRQAPGKGLEWVA (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 91)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASG~ (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WRQAPGKGLEWVS (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (8D) - (PQ) -K-F-Q-
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCAK DSEENWYDFFDY (SEC ID NO:
92)

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y-.(MI) -
H, WIRQAPGKGLEWVS (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-0Q-
GRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 93)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASG- {YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WWRQAPGKGLEWVG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-
GRFTISRDDSKNTLYLOMNSLKTEDTAVYYCTT SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 94)

EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WVRQAPGKGLEWVS (WR) -I-D-P- {GA) -N-D-N-I-K-Y-(SD) - (PQ) -K-F-0Q-
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYHCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 95)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI)-
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H, WRQAPGKGLEWVS (WR) -1 -D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (8D) - (PQ) ~K-F-Q-
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 96)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASG~ (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WWRQAPGKGLEWVS (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-
GRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 97)

OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WRQAPGKGLEWVA (WR) -I1-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-
GRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK SEENWYDFFDY (SEC ID NO. 98)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WWRQAPGKGLEWVA (WR) -1-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (8D) - (PQ} ~K-F-Q-
CRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO: 99)

EVOLVESGGVVVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WWRQAPGKGLEWVS (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (8D) - (PQ) -K-F-Q-
GRFTISRDNSKNSLYLOMNSLRTEDTALYYCAK DSEENWYDFFDY (SEC ID NO:
100)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) ~I-K-D-T-Y- (MI) -
1, WRQAPGKGLEWVS (WR) -1-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (8D) - (PQ) -K-F-Q-
GRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO:
101)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WFRQAPGKGLEWVG (WR) -1 ~-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ} -K-F-Q-
GRFTISRDGSKSIAYLOMNSLKTEDTAVYYCTR SEENWYDFFDY (SEC ID NO:
102)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -

H,WVRQAPGKGLEYVS(WR)~I—D—P—(GA)~N—D—N—I—K—Y—(SD)—(PQ)—K—F-Q—
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GRFTISRDNSKNTLYLOMGSLRAEDMAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO:
103)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WWRQAPGKGLEWIG (WR) ~I-D-P- {GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ} -K-F-Q-
GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO:
104}

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WRQAPGKGLEWVA (WR) -1-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-~
GKATISRDNAKNSLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO:
105)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y~ (MI) -
H, WRQAPGKGLEWVA (WR) -I1-D~P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - {(PQ) -K-F-Q-
GRFTISADNAKNSLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO.
106)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) ~I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WWRQAPGKGLEWVG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y-(SD) - (PQ) -K-F-Q-
GRPTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO.
107)

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-¥~ (MI) ~
H, WWRQAPGKGLEWVA (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) ~ (PQ} -K-F-Q-
GKATISADNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO:
108)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -
H, WWRQAPGKGLEWIG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-

GRFTISADNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO:

5%
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -

e~y
—

peds

¢

H, WWRQAPGKGLEWVG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y-(SD) - (PQ) -K-F-Q-~

GRFTISADNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR

110)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -

SEENWYDFFDY

{SEC

ID NO:

H, WRQAPGKGLEWVA (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (8D} - (PQ) -K-F-Q-

GRFTISRDNAKNSAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR

111)

SEENWYDFFDY

(SEC

ID NOG:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) ~ (NT) -I-K-D-T-Y~ (MI}) -

H, WVRQAPGKGLEWVG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-

GRFTISADNAKNSAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR SEENWYDFFDY (SEC ID NO:

112)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-Y- (MI) -

H, WRQAPGKGLEWIG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (5SD) - (PQ) -K-F-Q-

GRFTISADNAKNSAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR

113)

SEENWYDFFDY

{SEC

ID NO:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTGSG- (YF) - (NT) -I-K-D-T-¥Y- (MI) -

H, WWRQAPGKGLEWIG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (8D) - (PQ) -K-F-Q-

GRFTISADNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR

114)

SEENWYDFFDY

(SEC

ID NO:

EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSG- {YF) - (NT) -I-K-D-T-¥- (MI) -

H, WVKQRPEQGLEWIG (WR) -I-D-P- (GA) -N-D-N-I-K-Y- (SD) - (PQ) -K-F-Q-

CGKATITADTSSNTAYLQINSLTSEDTAVYYCAR

115)

SEENWYDEFFDY

(SEC

ID NO:

7
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Cc una secuencia gque tiene menos de ocho, siete, seis,
cinco, cuatro, tres o© dos alteraciones (por ejemplo,
sustituciones, inserciones o eliminaciones, per ejemplo,
sustituciones conservadoras ¢ una sustitucién para un residuo
de amincdcidos en una posicidén correspondiente en MJ 2-7) en
la regidn del marco. Ejemplos de las sustituciones se
encuentran en uno © mas de las siguientes posiciones de
Kabat: 2, 4, 6, 25, 36, 37, 39, 47, 48, 93, 94, 103, 104, 106
y 107. Las sustituciones pueden, por ejemplo, sustituir un
aminc&cido en una posicidn correspondiente de MJ 2-7 en una
regién de wmarco humano. La regién FR4 puede incluir, por
ejemplo, la secuencia WGQGTTLTVSS. (SEC ID NO: 116) &
WGQGTLVTVSS (SEC ID NO: 117).

En una modalidad, la secuencia de dominio variable de
cadena pesada es por lo menos 90, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99% idéntica o idéntica al dominic wvariable de 1la cadena
pesada de v2.1, V2.2, V2.3, V2.4, V2.5, V2.6, V2.7 & V2.11.
En una modalidad, la secuencia de dominio variable de cadena
pesada incluye una secuencia de dominio wvariable que
comprende una secuencia codificada por un acido nucleico que

se hibrida en condiciones de rigurosidad alta al complemento

de un acido nucleico que codifica la regién variable de 1la -

cadena pesada de V2.1, V2.2, V2.3, V2.4, V2.5, V2.6, V2.7 &
V2.11. En una modalidad, la secuencia de dominio variable de

cadena ligera es por lo menos 90, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,

0
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99% idéntica o 1idéntica al dominio variable de la cadena
pesada de V2.1ll. En una modalidad, la secuencia de dominio
variable de cadena ligera comprende una secuencia codificada
por un é&cido nucleico gue se hibrida en condiciones de
rigurosidad alta al complemento de un &acido nucleico que
codifica el dominio variable de cadena ligera de V2.11 u otro
dominio variable de cadena ligera de la presente.

En una modalidad el marco de cadena pesada (por ejemplo,
FR1l, FR2, FR3, en forma individual, o© una secuencia que
abarca FR1, FR2, y FR3, aungue sin incluir CDR) incluye una
secuencia de aminodcidos, que es por lo menos 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica al marco de cadena pesada
de una de las siguientes secuencias del segmento V de la
linea germinal: DP-25, DP-1, DP-12, DP-9, DP-7, DP-31, DP-32,
DP-33, DP-58 & DP-54, u otro gen V gue es compatible con la
clase de estructura candnica 1-3 (ver, por ejemplo, Chothia
et al. (1992} J. Mol. Biol. 227:799-817; Tomlinson et al.
(1992) J. Mol. Biol. 227:776-798). Otros marcos compatibles
con la clase de estructura candénica 1-3 incluyen marcos con
unc o© mads de los siguientes residuos de acuerdo con la
numeracién de Kabat: Ala, Gly, Thr o Val en la posicidn 26;
Gly en la posiciédn 26; Tyr, Phe o Gly en la posicidn 27; Phe,
Val, Ile o Leu en la posicidédn 29; Met, Ile, Leu, Val, Thr,
Trp o Ile en la peosicidn 34; Arg, Thr, Ala, Lys en la

posicidn 94; Gly, Ser, Asn o Asp en la posicidn 54; y Arg en
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la posicidn 71.

En una modalidad el marco de cadena ligera {por ejemplo,
FR1, FR2, FR3, en forma individual, o© una secuencia gue
abarca FR1, FR2, y FR3, aungue sin incluir CDR) incluye una
secuencia de amino&cidos, que es por lo menos 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98% 99% o mds idéntica al marco de cadena ligera de
una secuencia de la linea germinal del subgrupo Vx II o una
de las siguientes  secuencias del segmento V de la linea
germinal: Al7, Al, Al8, A2, Al9/A3 o A23 u otro gen V gue es
compatible con la clase de estructura candnica 4-1 (ver, por
ejemplo, Tomlinson et al. (1995) EMBO J. 14:4628). Otros
marcos compatibles con la clase de estructura candnica 4-1
incluyen marcos con unc o mds de los siguientes residuos de
acuerdo con la numeracidn de Kabat: Val o Leu o Ile en la
posicidén 2; Ser o Pro en la posicién 25; Ile o Leu en la
posicidn 29; Gly en la posicidn 31d; Phe o Leu en la posicidn
33; y Phe en la posicidn 71.

En otra modalidad, el marco de cadena ligera (por
ejemplo, FR1l, FR2, FR3, en forma individual, o una secuencia
que abarca FR1, FR2, y FR3, aunque sin incluir CDR) incluye
una secuencia de aminodcidos, que es por lo menos 80%, 85%,
90%, 95%, B87%, 98% 99% o mas idéntica al marco de cadena
ligera de una secuencia de la linea germinal del subgrupc Vk
11, por ejemplo, una secuencia de DPK9.

En otra modalidad, el marco de cadena pesada (por

N |
€I
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ejemplo, FR1l, FR2, FR3, en forma individual, o una secuencia
gque abarca FR1, FR2 y FR3, aungue sin incluir CDR) incluye
una secuencia de aminodcidos, que es por lo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 98% 99% o mas idéntica al wmarco de cadena
ligera de una secuencia de la linea germinal del subgrupoc VH
I, por ejemplo, una secuencia de DP-25 o una secuencia de la
linea germinal del subgrupe de VH III, por ejempleo, una
secuencia de DP-54.

En una modalidad, el agente de unidén de IL-13 incluye
por lo menos una, dos y con preferencia tres CDR de la regidén
variable de cadena ligera o pesada de un anticuerpo descrito
en la presente, por ejemplo, C65. Por ejemplo, el agente de
unidén de la IL-13 incluye una o méis de las siguientes
secuencias dentro de una regidn de CDR:

QASQGTSINLN (SEC ID NO: 118)

GASNLED ({(SEC ID NO: 119), v

LOHSYLPWT (SEC ID NO: 120)

GFSLTGYGVN (SEC ID NO: 121),

IIWGDGSTDYNSAL (SEC ID NO: 122), y

DKTFYYDGFYRGRMDY (SEC ID NO: 123}, o un CDR que tiene
una secuencia de aminoacidos que difiere por no mas de 4, 3,
2.5, 2, 1.5, 1 & 0.5 sustituciones, ingerciones o
eliminaciones por cada 10 aminodcidos (por ejemplo, el nimero
de diferencias es propeorcional a la longitud del CDR)

relativa a una secuencia mencionada con anterioridad, por
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ejemplo, por lo menos alteracidn aungue no mas de dos, tres,
0 cuatro por cada CDR. Por ejemplo, la proteina puede
incluir, en la secuencia de dominio variable de la cadena
ligera, por 1lo menos, dos, o tres de las siguientes
secuencias dentro de una regidén de CDR:

QASQGTSINLN (SEC ID NO: 118),

GASNLED (SEC ID NO: 119) y

LQHSYLPWT (SEC ID NO: 120), o una secuencia de
aminodcidos que difiere por no més de 4, 3, 2.5, 2, 1.5, 1, &
0.5 sustituciones, inserciones o eliminaciones por cada 10
aminodcidos con relacidén a una secuencia mencionada con
anterioridad.

El agente de unién de 1IL-13 puede incluir, en la
secuencia del dominio variable de cadena pesada, por lo menos
una, dos o tres de las siguientes secuencias dentro de una
regidén de CDR:

GFSLTGYGVN (SEC ID NO: 121},

IIWGDGSTDYNSAL (SEC ID NO: 122), vy

DKTFYVDGFYRGRMDY (SEC ID NO: 123), © una secuencia de
aminodcidos que difiere por no mas de 4, 3, 2.5, 2, 1.5, 1, 6
0.5 sustituciones, inserciones o eliminaciones por cada 10
amincdcidos c¢on relacidén a una secuencia mencionada con
anterioridad.

En una wodalidad preferida, agente de el enlace IL-13 incluye la

totalidad de seis CDR de €65 & CDR estrechamente relacionado,

1
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por ejemplo, CDR que son idénticos o que tienen por lo menos

i C o e -
alteracidn de aminoacidos, aungue no mas de dos,

\

tres o

cuatro alteraciones (por ejemplo, sustituciones,

eliminaciones, o inserciones) .

Incluso en otra modalidad, el agente de unién de IL-13
incluye por lo menos una, dos o tres regiones de CDR que
tienen las mismas estructuras canénicas y 1la correspondiente
regién.  de Chothia de CDR de C65, por ejemplo, por lo menos
CDR1 y CDR2 de los dominios variables de cadena pesada y/o
ligera de Cs65.

En una modalidéd, el marco de cadena pesada (por
ejemplo, FR1, FR2, FR3, en forma individual, o una secuencia
gue abarca FR1, FR2, Yy FR3, aunque sin incluir CDR) incluye
una secuencia de amino&cidos, gque es por lo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica al marco de cadena
pesada de una de las siguientes secuencias del segmento V de'
la linea germinal: DP-71 o DP-67 u otro gen V gque es
compatible con la clase de estructura canénica de &5 (ver,
por ejemplo, Chothia et al. (1992) J. Mol. Biol. 227:799-817;
Tomlinson et al. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798) .

En una wmodalidad, el marco de cadena ligera (por
ejemplo, FR1, FR2, FR3, en forma individual, o una secuencia
que abarca FR1, FR2, y FR3, aungue sin incluir CDR) incluye
una secuencia de aminodcidos, que es por lo menos 80%, 85%

gy

50%, 95%, 97%, 98%, 99% o més idéntica al marco de cadena
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ligera de secuencia de la linea Terminal DPK-1 o DPK-9 u otro
gen V que es compatible con la clase de estructura candnica
de C65 (ver, por ejemplo, Tomlinson et al. (1995) EMBO J.
14:4628).

En otra modalidad, el marco de cadena ligera (por
ejemplo, FR1, FR2, FR3, en forma individual, o una secuencia
que abarca FR1, FR2, y FR3, aungue sin incluir CDR) incluye
una secuencia de aminodcidos, que es por lo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 9B%, 99% o mas idéntica al marco de cadena
ligera de una secuencia de la linea germinal del subgrupo V
I, por ejemplo, una secuencia DPK-9 & DPK-1.

En otra modalidad, el marco de cadena pesada (por
ejemplo, FR1, FR2, FR3, en forma individual, o una secuencia
que abarca FR1, FR2, y FR3, aunque sin incluir CDR) incluye

una secuencia de aminodcidos, que es por lo menos 80%, 85%,

90%, 95%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica al marco de cadena

ligera de una secuencia de la linea germinal del subgrupo VH
IV, por ejemplo, una secuencia DP-71 & DP-67.

En una modalidad el marco variable de cadena ligera o
pesada (por ejemplo, la regién que abarca por lo menos FRI,
FRZ2, FR3, y en forma opcional FR4) puede elegirsge de: (a) un
marco variable de cadena ligera o pesada que incluye por lo
mencs B0%, B5%, 90%, 95% O 100% de 1los residueos de
aminoacidos de un marco variable de cadena ligera o pesada

humana, por ejemplo, unh residuo del marco variable de cadena

+
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ligera o pesada de un anticuerpo maduro humano, una secuencia
de la 1linea germinal humana, wuna secuencia de CONsSenso
humana, o un anticuerpo humano descritos en la presente; (b)
un marco variable de cadena ligera o pesada que incluye desde
20% hasta 80%, 40% hasta 60%, 60% hasta 90% & 70% hasta 95%
de los residuos de aminocdcidos de un marco variable de cadena
ligera o pesada humana, por ejemplo, un residuoc del marco
variable de cadena ligera o pesada de un anticuerpo madurc
humano, una secuencia de 1la 1inea germinal humana, una
secuencia de consenso humana; (c) un marco no humanc (por
ejemplo, un marco de roedor); o (d) un m;rco o humano que ha
sido medificade, por ejemplo, para eliminar determinantes
antigénicos o citotdxicos, por ejemplo, desinmunizado, o
parcialmente humanizado. En una modalidad, la secuencia de
dominio variable de cadena pesada incluye residuocs humanos o
residuos de secuencia de consenso humano en una © mas de las
siguientes posiciones (con preferencia por lo menos cinco,
diez, doce, o todas): (en el FR del dominic wvariable de 1la
cadena ligera) 4L, 35L, 36L, 38L, 43L, 44L, 58L, 46L, 62L,
63L, 64L, 65L, 66L, 67L, €8L, 69L, 70L, 71L, 73L, 85L, 871,
98L y/o (en el FR del dominioc variable de la cadena pesada)
2H, 4H, 24H, 36H, 37H, 39H, 43H, 45H, 49H, 58H, 60H, 67H,
68H, 69H, 70H, 73H, 74H, 75H, 78H, 91H, 92H, 93H y/o 103H (de
acuerdo con la numeracidn de Kabat) .

En una wodalidad, el agente de unién de IL-13 incluye

s
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per lo menos CDR no humano, por ejemplo, un CDR murino, por
ejemplo, un CDR de MJ 2-7 & Cé5, © uno de susg mutantes, y por
lo menos un marco que difiere de un marco de MJ 2-7 & C65 en
por lo menos un aminodcido, por ejemplo, por lo menos 5, 8,
10, 12, 15 & 18 aminoacidos. Por ejemplo, las proteinas
incluyen uno, dos, tres, cuatro, cinco, o seis de tales CDR
no humanos e  incluye por 1lo menos una diferencia de
aminoacidos en por lo menos tres de HC FR1, HC FR2, HC FR3,
LC FR1, LC FR2 y LC FR3.

En una modalidad, la secuencia de dominio variable de
cadena pesada o ligera de la proteina incluye una secuencia
de aminocdcidos, que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 99% o mas idéntica a una secuencia de dominio variable
de un anticuerpo descrito aqui, por ejemplo, MJ 2-7 o C65; o
que difiere en por lo menos 1 & 5 residuos, aunque menos de
40, 30, 20 & 10 vresiduos, de una secuencia de dominio
variable de un anticuerpo descrito en 1la presente, por
ejemplo, MJ 2-7 & C65. En una modalidad, la secuencia de
dominic wvariable de cadena pesada o ligera de la proteina
incluye una secuencia de aminoacidos codificada por wuna
secuencia de &cidos nucleicos descrita agui o un Acido
nucleico que se hibrida a una secuencia de écidos nucleicos
descrita en la presente o su complemento, por ejemplo, en
condiciones de rigurosidad baja, rigurosidad media,

rigurosidad alta, o rigurosidad muy alta.
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En una modalidad uno o ambos del dominio wvariable’

incluyen posiciones de aminocacidos en 1la regién del marco que
derivaron en forma variada tanto de un anticuerpo no humano
(por ejemplo, un anticuerpo murino tal como mAbl3.2) vy un
anticuerpo humano o secuencia de linea germinal. Por ejemplo,
una secuencia de dominio wvariable puede incluir un niimero de
posiciones en las cuales el fesiduo de aminodcido es idéntico
tanto al anticuerpo no humano y el anticuerpo humanc (o
secuencia de linea germinal humana) dado que los dos son
idénticos en esta posicidén. De las posiciones de marco
restantes donde el humano y el no humano difieren, por 1lo
menocs 50, 60, 70, 80 & 90% de las posiciones del dominio
variable son, de preferencia, idénticas al anticuerpo humano
(o secuencia de linea germinal humana) en lugar de la no
humana. Por ejemplo, ninguna, o por lo menos una, dos, tres,
G cuatro de tales posiciones de marco restantes pueden ser
idénticas al anticuerpo no humano en lugar del humano. Por
ejemplo, en HC FR1, una o dos de tales posiciones pueden ser
no humanas; en HC FR2, una o dos de tales posiciones pueden
ser no humanas; en FR3, uno, dos, tres, o cuatro de tales
posiciones pueden ser no humanas; en LC FR 1, uno, dos, tres,
O cuatro de tales posiciones pueden ser no humanas; en LC
FR2, una o dos de tales posiciones pueden ser no humanas; en
LC FR3, una o dos de tales posiciones pueden ser no humanas.

El agente de unién de IL-13, por ejemplo, la molécula

49
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del anticuerpo anti-TIL-13, puede derivarse o ligarse a otra
molécula funcional, por ejemplo, otro péptido u otra proteina
(por ejemplo, un fragmento Fab). Por ejemplb, el aagente de
unidon puede ligarse de mwanera funcional (por ejemplo, por
acoplamiento quimico, fusién genética, asociacién no
covalente o de otro modo) a una o mas entidades moleculares,
tales como un anticuerpo (por ejemplo,n para formar un
anticuerpo Dbio-especifico o multi-especifico), toxinas,
radioisdtopos, agentes citotdxicos o citostaticos, entre
otros.

En otra medalidad, el agente de unién de IL-13, por
ejemplo, la molécula del anticuerpo anti-IL-13, interfiere
con la interaccidén de la IL-13 con el receptor IL-13Rwl. En
una modalidad, el agente de unién de IL-13 puede interferir
con la interaccidén de Phel07 de IL-13 (SEC ID NO: 124; FIGURA
13A) con una bolsa hidrofébica de IL-13Ral formada por las
cadenas laterales de los residuos Leu3l9, Cys257, Arg256 y
Cys320 (SEC ID NO: 125; FIGURA 13B), por ejemplo, por Ila
unidén directa a estos residuos o impedimento estérico. En
otra modalidad, el agente de unién de TL-13 puede interferir
con las interacciones de van der Waals entre los residuosgs de
aminodcidos Ile254, Ser255, Arg 256, Lys318, Cys320 y Tyr32i
de IL-13 (SEC ID NO: 125) y los residuos de aminoicido Argill,
Glul2, Leul3, Ilel4, Gluls, Lysl04, Lysl05, Lysl06 y Phel(7 Yy

Argl08 de IL-13 (SEC ID NO: 124), por ejemplo, por la unién

S50
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directa a estos residuos o impedimento estérico.

En una modalidad, el agente de unidn de IL-13, por
ejemplo, 1la molécula del anticuerpo anti-IL-13, no tiene
reactividad cruzada cuando se selecciona contra por lo menos
la mitad, dos tercios, tres cuartos, 90% o todos los tejidos
en la "“lista sugerida de 1los tejidos humanocs que se usaran
para las investigaciones inmunohistoguimicas de la
reactividad cruzada” en el Anexb IT de la Guia DC CPMP
I11/5271/94 Versidén 5, “Produccién Yy control de calidad de
los anticuerpos monoc%onales” Yy por lo menos la mitad, dos
tercios, tres cuartos, 90% o todos los tejidos recomendados
en la Tabla 2 del 1997 US FDA/CBER “Points to Consider in the
Manufacture and Testing of Monoclonal Antibody Products for
Human Use”.

En una modalidad, el agente de unién‘ de IL-13, por
ejemplo, el anticuerpo IL-13, une especificamente a IL-13,
por ejemplo, una IL-13 de mamifero, por ejemplo, IL-13 de
primate humano o no humano. Por ejemplo, el agente de unién
une a la IL-13 con una afinidad que es pPor lo menos dos
veces, 10 veces, 50 veces, 100 veces o mejor (Kg mds pequefia)
gue su afinidad para la unién a un antigeno no especifico
(por ejemplo, BSA, caseina) ademds de IL-13, o con una
afinidad que es por lo menos dos wveces, 10 veces, 50 veces,

100 veces o mejor (Kg méas pequefia) que si afinidad para la

unidén a otra interleucina humana ademds de IL-13. En algunas

Y
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modalidades, el agente de unién de la IL-13

Gnicamente
detecta una sola banda prowinente cuando se mancha contra la
muestra cruda de la IL-13 humana descrita en el Ejemplo 1
(“Seleccidn Cuaternaria”). En algunas modalidades, un
precipitado realizado extrayendo las proteinas de tal muestra
cruda usando cuentas a las que se inmoviliza el agente de
unién de la IL-13, es una composicién en la que la IL-13 es
por lo menos 5%, 10%, 50% u 80% pura.

En otro aspecto, el agente de unidén de IL-13, por
ejemplo, wuna molécula del anticuerpo anti-IL-13 o una
composicién farmacéutica de la misma, se administra para
Eratar © prevenir un trastorno asociado con la IL-13. EIl
tratamieﬁto se refiere a mejorar o mantener (o de esta manera
intentar) la condicidén del paciente). En un caso tipico, el
tratamiento mejora la condicidn del paciente hasta un grado
discernible por un médico o evita el empeoramiento de la
condicién. Ejemplos de los trastornos asociados con la IL-13
incluyen, pero no se limitan a, los trastornos elegidos de
unc o mas de los trastornos respiratorios, por ejemplo, asma
(por ejemplo, asma alérgica y no alérgica (por ejemplo, asma
producida por infeccién con, por ejemplo, virus sincitial
respiratorio (VSR), por ejempleo, en nifios de menor'edad)),
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD, por sus siglas
en inglés), y otras condiciones relacionadas con inflamacién

de las vias respiratorias, eosinofilia, fibrosis Y exXcesiva

K
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produccidén de mucosidad, por ejemplo, fibrosis cistica Yy
fibrosis pulmonar; trastornos atépicos, por ejemplo, gue son
el resultado de una mayor sensibilidad a IL-13, (por ejemplo,
dermatitis atépica, urticaria, eczema, rinitis alérgica vy
enterogastritis alérgica); condiciones inflamatorias vy/o
autoinmunes de, la piel (por ejemplo, dermatitis atdpical,
trastornos gastrointestinales (por ejemplo, enfermedades
inflamatorias intestinales (IBD), tales como colitis
ulcerativa y/o enfermedad de Crohn), hepaticas (por ejemplo,
cirrosis, carcinoma hepatocelular), Y esclerodermia; tumores
©0 canceres (por ejemplo, tumores del tejido blando o sélido),
tales como leucemia, glioblastoma, y linfoma, por ejemplo,
linfoma de Hodgkin; infecciones virales (por ejemplo, de
HTLV-1) ; fibrosis de otrosAérganos, por ejemplo, fibrosis del
higade, (por ejemplo, fibrosis causada por un virus de 1la
hepatitis B y/o C); y supresién de la expresidn de respuestas
inmunes protectoras del tipo 1, (por ejemplo, durante 1la
vacunacién), como se describe en la presente.

El agente de unién de IL-13 {(por ejemplo, la molécula
del anticuerpo IL-13, tal como se describe en 1la pPresente)
puede administrarse en una cantidad efectiva para tratar o
prevenir el trastorno. En el caso del uso profiléctico (por
ejemplo, para prevenir el inicio O retrasar el inicio), el
paciente puede o no tener uno o mas sintomas del trastorno.

La cantidad también puede seleccionarse para ser efectiva
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para mejorar por lo menos un sintoma del trastorno. De
preferencia, el paciente es un mamifero, por ejemplo, wun
humano que sufre de un trastorno asociade con la IL-13 como
se describe en la Presente. Para los trastornos
respiratorios, por ejemplo, asma, el agente de unién de la
IL-13 puede liberarse por inhalacién.

En una medalidad, el métédo incluye administrar dosis de
una molécula de anticuerpo gue se una a IL-13. Por ejemplo,
la molécula de anticuerpc inhibe o neutraliza la IL-13. En
una modalidad, cada dosis se administra subcutéaneamente, por
ejemplo, en una cantidad de aproximadamente 0.5-10 mg/kg (por
ejemplo, 0.7-3.3 mg/kg) a una frecuencia no mayor de una vez
por semana, por ejemplo, cada semana o una vez o dos veces
por mes. En una modalidad, el anticuerpo es un anticuerpo
descrito en la presente. Por ejemplo, el anticuerpo es un
anticuerpo que inhibe la unién de IL-13Ral. El anticuerpo,
por ejemplo, puede conferir un efecto protector post-
inyeccidén contra la exposicién al antigeno Ascaris en un
modelo de oveja de por lo menos 6 semanas después de la
inyeccidn.

En una modalidad, el agente de unién de 1la IL-13 se
administra en combinacién con otro agente terapéutico. La
terapia de combinacién puede incluir un agente de unién de
IL-13, por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13,

co-formulado con y/o co-administrado con uno o mas agentes
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terapéuticos adicionales, por ejemplo, uno o més inhibidores

de citosina y factor de crecimiento, inmunosupresores,
agentes antiinflamatorios (por ejemplo, agentes
antiinflamatorios sistémicos), inhibidores metabdlicos,
inhibidores enzimiaticos, yv/o agentes citotdxicos o]

citostdticos, como se describe en mas detalle en la presente.
El agente de unién de IL-13 y el otro terapéutico también
pueden administrarse de forma separada.

Ejemplos de agentes terapéuticos adicionales preferidos
que pueden co-administrarse y/o co-formularse con un agente
de unidén de IL-13 incluyen: esteroides inhalados; beta-
agonistas, por ejemplo, beta-agonistas de accién inmediata o
de accién prolongada; antagonistas de leucotrienos o
receptores de leucotrieno; fArmacos combinados tales como
ADVAIR®; inhibidores de IgE, por ejemplo, anticuerpos anti-
IgE (por ejemplo, XOLAIR®); inhibidores de fosfodiesterasa
(por ejemplo, inhibidores de PDE4}; =xantinas; fArmacos
anticolinérgicos; agentes estabilizadores de las células
cebada tales como cromelyn; inhibidores de IL-4; inhibidores
de IL-5; inhibidores de eotaxina/CCR3; y antihistaminas.
Estas combinaciones pueden usarse para tratar el asma y otros
trastornos respiratorios. Ejemplos adicionales de agentes
terapéuticos gque pueden co-administrarse y/o co-formularse
€on un agente de unidén de IL-13 incluyen uno o mas de:

antagonistas de TNF (por ejemplo, un fragmento soluble de un
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receptor del TNF, por ejemplo, receptor del TNF p55 &6 p75

humano o sus derivados, por ejemplo, TNFR-IgG de 75 kg
(proteina de fusién del receptof del TNF-IgG de 75 kD,
ENBREL™)) ; antagonistas de la enzima de TNF; por ejemplo,
inhibidores de la enzima conversora del TNFw (TACE);
antagonistas del receptor muscarinico; antagonistas de TGF-8;
interferdn gamma; perfenidona; agentes quimioterapéuticos,
por ejemplo, metotrexato, leflunomida o un sirolimo
(rapamicina) o uno de sus andlogos, por ejemplo, CCI-779;
COX2 e inhibidores de CPLA2Z; NSAIDs; inmunomodul adores;
inhibidores de p38, inhibidores de TPL-2, Mk-2 y NF«B, entre
otros.

En otro aspecto, esta solicitud provee composiciones,
por ejemplo, composiciones farmacéuticas, que incluyen un
vehiculo aceptable desde el punto de vista farmacéutico y por
1o menos un antagonista de IL-13, por ejemplo, una molécula
de anticuerpo anti-IL-13, En una modalidad, las
composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas,
comprenden una combinacién de dos o mas de uno de los agentes
de unidén de 1IL-13, por ejemplo, moléculas de anticuerpos
anti-IL-13, También pueden usarse combinaciones del agente de
unién delIL—13, por ejemplo, la molécula del anticuerpo anti-
1L-13, y un féarmaco, por ejemplo, un agente terapéutico (por
ejemplo, una o mas citosinas e inhibidores del factor de

crecimiento, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios (por
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ejemplo, agentes antiinflamatorios sistémicos), inhibidores
metabdélicos, inhibidores enzimiticos y/0o agentes citotdxicos
© citostaticos, come se describe en la presente.

Esta solicitud caracteriza, ademas, a los Acidos
nucleicos que comprenden secuencias nucleotidicas que
codifican un agente de unién de IL-13 descrito en la presente
0 un componente del mismo, por ejemplo, una secuencia de
dominio variable de cadena pesada y/o ligera de una molécula
de anticuerpo anti-IL-13, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo descrita en la presente. Por ejemplo, la solicitud
caracteriza una primera vy segunda secuencias de dominio
variable de cadena pesada y ligera que codifican &cidos
nucleicos, respectivamente, de .un anticuerpo anti-IL-13
elegida de uno;o mds de, por ejemplo, MJ 2-7 & C65, por
ejemplo, como se describe en la presente. En otro aspecto, la
solicitud caracteriza células huésped vy vectores que
contienen los acidos nucleicos descritos en la presente.

La invencidén caracteriza, ademds, el epitopo de IL-13,
por ejemplo, IL-13 humana, reconocido por uno o mas de, por
ejemplo, MJ 2-7 o C65. Por ejemplo, las proteinas Yy péptidos
gue incluyen el epitope pueden usarse para generar o
seleccionar otros compuestos de unidén que interactdan con el
epitopo, por ejemplo, proteinas tales como anticuerpqs o]
moléculas pequefas. Por ejemplo, un péptido que incluye el

epitopo puede usarse como un inmunégeno o como blanco para
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seleccionar una biblioteca de expresidén. Es posible, ademas,

evaluar los compuestos para determinar la capacidad de
interactuar con el péptide, o, mediante mapeo o determinacidn
de estructura, para evaluar los compuestos para determinar la
capacidad de interactuar con el epitopo, por ejemplo, en el
contexto de una IL-13 madura.

En otro aspecto, esta solicitud caracteriza un método
para modular, por ejemplo, interferir con {(por ejemplo,
inhibir, bloguear o reducir de otro modo) , una interaccién,
por ejemplo, unidén, entre la IL-13 Y una proteina de unidn a
IL-13 cognado, por ejemplo, un complejo del receptor de IL-
13, por ejemplo, un complejo que comprende IL-13Ral e IL-4Rq,
© una sub-unidad de éstos. La modulacién puede efectuarse in
vive o in vitro. En otras modalidades, el antagonista de IL-
13, por ejemplo, la molécula de anticuerpo anti-IL-13, se une
a IL-13 e interfiere con (por ejemplo, inhibe, bloguea o
reduce de otro modo) una interaccién, por ejemplo, unién,
entre IL-13 y una sub-unidad del complejo receptor de IL-13,
por ejemplo, IL-13Ral & IL-4Rea, en forma individual. Incluso
en otra modalidad, el agente de unidén de IL-13, por ejemplo,

la molécula de anticuerpo anti-IL-13, se une a IL-13 e

interfiere con (por ejemplo, inhibe, bloguea o reduce Qe otro
modo) una interaccién, por ejemplo, unidén, entre IL-13 y IL-
13Ral. En otra modalidad, el agente de unién de IL-13, por

ejemplo, la molécula de anticuerpo anti-IL-13, se une a IL-13

S¥
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e interfiere con Tpor ejemplo, inhibe, bloquea o reduce de
otro modo) una interaccién, por ejemplo, unién, entre IL-13 Yy
IL-13Rxl. Normalmente, el la molécula de anticuerpo anti-IL-
13 interfiere con (por ejemplo, inhibe, bloquea o reduce de
otro modo) una interaccién, por ejemplo, unién, de IL-13 Y
IL-13Reol.

En otro aspecto, esta solicitud caracteriza un método
para modular la interaccién entre IL-13 Y una proteina del
receptor de IL-13, por ejemplo, IL-13Ral & TL-13R@2. Porx
ejemplo, un agente de unién de IL-13, por ejemplo, un agente
descrito en la presente, puede usarse para reducir o inhibir
la unidén, entre IL-13 Y IL-13Ral o IL-13Rwa2, o para reducir
la formacién de un complejo que incluye IL-13Rol e IL-4Ra
(por ejemplo, un complejo como se describe en la presente).
El método comprende poner en contacto IL-13 o un complejo gue
contiene IL-13 con un agente de unién de IL-13, por ejemplo,
una proteina descrita en la presente.

Los métodos de la invencidn pueden usarse sobre las
células in vitro (por ejemplo, en un sistema sin células), en
cultivo, por ejemplo in vitro o ex vivo. Por ejemplo, las
células que expresan el receptor de IL-13 pueden cultivarse
in vitro en medio de cultivo Yy la etapa de poner en contacto
puede efectuarse agregando un agente de unidén de IL-13 al
medio de cultivo. En forma alternativa, el método puede

realizarse sobre las células presentes en un sujeto, por
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ejemplo, como parte de un protocolo in vivo (por ejemplo,
terapéutice o profiléctico)., Por ejemplo, el antagonista de
IL-13 puede administrarse en forma local © en forma
sistémica.

El método puede incluir ponef en contacto IL-13 con el
complejo del receptor de IL-13, o una sub-unidad de éste, en
condiciones que permiten gue ocurra una interaccidén entre IL-
13 y el complejo del receptor de IL-13, o una sub-unidad de
éste, para formar de esta manera una mezcla de IL-13/receptor
de 1IL-13. En general, el agente de unién de IL-13 se
proporciona en una cantidad efectiva, por ejemplo, de tal
modo que el contacto de la mezcla de IL-13/receptor de IL-13
modula, por ejemplo, interfiere con (por ejemplo, inhibe,
blogquea o reduce de otro modo) la interaccidn entre IL-13 y
la proteina receptora o por lo menos la funcidn de IL-13, por
ejemplo, seflalizacién mediada por IL-13,

En otro aspecto, esta solicitud proporciona un método
para detectar la presencia de IL-13 en una muestra in vitro
(por ejemplo, una muestra biolégica, tal como suero, plasma,
tejido, biopsia). El método principal puede usarse para
diagnosticar un Lrastorno, por ejemplo, un trastorno asociado
con las células inmunes. El método incluye: (i) poner en
contacto una muestra o una muestra de control con un agente
de unidén de IL-13, por ejemplo, una molécula de anticuerpo de

anti-IL-13, por ejemplo, como se describe en la presente; vy
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(ii) detectar la formacién de un complejo entre el agente de
unidén de IL-13 Y la muestra o la muestra de control, en donde
un cambio estadisticamente significativo en la formacidén del
complejo en la muestra con relacién a la muestra de control
es indicativo de la presencia de la IL-13 en la muestra.

En aln otro aspecto, esta solicitud proporciona un
método para detectar la presencia de TIL-13 in vivo (por
ejemplo, formacién de imagen in vivo en un paciente). E1
método principal puede usarse para diagnosticar un trastorno,
por ejemplo, un trastorno asociado con la TL-13. El método
incluye: (i) administrar un agente de unidén de IL-13, por
ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13, por ejemplo,
como  se describe en la presente, a un paciente o a un
paciente de control, bajo condiciones que permiten la unién
del agente de uﬁién a IL-13; y (ii) detectar la formacidén de
un complejo entre el agente de unidén Yy la IL-13, en donde un
cambio estadisticamente significativo en la formacién del
complejo en el paciente con relacidén al paciente de control
es indicativo de la presencia de IL-13.

Por ejemplo, la molécula del anticuerpo se marca directa
0 indirectamente con una sustancia detectable para facilitar
la deteccién del anticuerpo unido o no unido. Las sustancias
detectables apropiadas incluyen diferentes enzimas, grupos
prostéticos, materiales fluorescentes, materiales

luminiscentes y materiales radiactivos.
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También se describen métodos para liberar o dirigir un
agente, por ejemplo, un terapéutico o un agente‘citotéxico, a
una célula que expresa IL-13 in vivo.

En otrxo aspecto, la invencidén caracteriza un polipéptido
que comprende la secuencia o un fragmento funcional de la
misma:
SPVPPSTALKELIEELVNITQNQKAPLCNGSMVWSINLTAGVYCAALESLINVSGCSA
IEKTQRMLNGFCPHKVSAGQFSSLRVRDTKIEVAQFVKDLLVHLKKLFREGQFN (SEC
ID NO: 14).

El polipéptido puede incluir, ademéas:

MALLLTMVIALTCLGGFASP (SE ID NO: 127), por ejemplo, como
secuencia de sefial N-terminal. Por ejemplo, el polipéptido es
una proteina IL-13 de mono cinomolgo {en la presente, “NHP-
IL-13"}. La NHP-IL-13 puede ser una proteina de IL-13 madura
© una proteina de IL-13 de longitud completa sin procesar.
Los péptidos de la secuencia anterior, por ejemplo, péptidos
que difieren de los péptidos correspondientes en la IL-13
humana, pueden wusarse, por ejemplo, como un inmunégeno o}
compuesto blanco.

Se caracterizan, ademias, polipéptidos relacionados que
difieren de IL-13 humana en uno o mis de las posiciones en
negrita anteriores aunque son idénticos a la IL-13 humana en
las posiciones que no estdn en negrita anteriores. Por
ejemplo, una o mas de las posiciones en negrita pueden ser

una alanina, o wuna sustitucidén conservadora del residuo
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correspondiente en la secuencia de cinomolgo (anterior) o el
correspondiente residuo en 1la secuencia humana. La invencién
también caracteriza péptidos, por ejemplo, de por lo menos 5
& 6 aminodcidos de la secuencia anterior. Los péptidos pueden
incluirse en una proteina heterdloga (por ejemplo, una
proteina distinta de una IL-13), una proteina quimérica {por
ejemplo, una IL-13 humana) o puede encontrarse en un péptido
aislado, por ejemplo, una que no incluye otras secuencias.
Los péptidos pueden fusionarse ademds o conjugarse a otros
compuestos, por ejemplo, un vehiculo. En una modalidad, el
péptido incluye por 1o menos residuos de aminodcidos gue
difiere de 1IL-13 humana. Ejemplos de 1los péptidos se
describen a continuacién.

Se caracterizan, ademds, &cidos nucleicos que codifican
la secuencia IL-13 cinomolga y sus variantes. E] polipéptido
Puede usarse para proveer un agente de unién de IL-13 que une
la IL-13 de mono cinomolgo, y, en forma opcional, también una
proteiﬁa IL-13 de otra especie, por ejemplo, una IL-13
humana.

En un aspecto, la invencién caracteriza un método para
proveer una molécula de unién blanco que se une en forma
especifica a una proteina blanco humana. Por ejemplo, la
molécula de unién blanco es una molécula de anticuerpo. E1
método incluye: proveer una proteina blanco que comprende por

lo menos una porcién de una proteina no humana, la porcidn es

£o-
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homdloga a (por lo menos 70, 75, 80, 85, 87, 90, 92, %4, 95,
96, 97 & 98% idéntica a) una porcidén correspondiente de una
proteina blanco humana, pero difiere en por lo menos un
aminoacido (por ejemplo, por lo menos uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, © nueve aminoacidos); obtener un
agente de unidén que se une en forma especifica al antigeno; Y
evaluar si el agente de unién se une en forma especifica a la
proteina blance humana o evaluar la eficacia del agente de
unidén en la modulacidén de la actividad de la proteina blanco
humana. El método puede incluir ademés administrar el agente
de unién (por ejemplo, una molécula de anticuerpo) o un
derivado (por ejemplo, una molécula de anticuerpo humanizada)
a un paciente humano. En una modalidad, la proteina blanco
humana es una citosina, por ejemplo, una interleucina, por
ejemplo, IL-13 & IL-4. La proteina no humana puede ser de un
pPrimate no humano, por ejemplo, un mono cinomolgo © un macaco
cola de cerdo.

En una modalidad, la etapa de obtener comprende usar una
biblioteca de proteinas de expresién, por ejemplo, una
biblicteca de visualizacidén de fago o ribosoma. Por ejemplo,

la biblioteca wvisualiza moléculas de anticuerpos, tales como

Fab’s o scFv's. En una modalidad, 1la etapa de obtener.

comprende inmunizar un animal usando el antigeno como un
inmunégeno. Por ejemplo, el animal puede ser un roedor, por

ejemplo, un ratén o una rata. kKl animal puede ser un animal

64



10

15

25

53 " Dﬂ?qg

Todas las publicaciones, solicitudes de patente,
patentes y otras referencias mencionadas en 1a Presente se

incorporan por referencia en su totalidad.

DEFINICIONES

El término "agente de unidén de IL-13", como se usa en la
presente, se refiere a cualquier compuesto, tal como una
proteina (por ejemplo, un polipéptido multi-cadena, un
polipéptido) o un péptido, que incluye una interfase que une
4 una proteina de I1L-13, por ejemplo, una IL-13 de mamifero,
en particular una IL-13 de humano o Primate no humano. En
general, el agente de unién se une con una Kd mencr de 5x1¢-7
M. Un ejemple de un agente de unidén de IL-13 eg una proteina
que incluye un sitio de unién de antigeno, por ejemplo, una
molécula de anticuerpo.

Como se usa en 1la presente, el término "molécula de
anticuerpo” se refiere 4 una proteina que comprende por 1lo
menos una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina.
El término molécula de anticuerpo incluye, por ejemplo,
anticuerpos maduros de longitud total, y fragmentos de unién
de antigenoc de un anticuerpo. Por ejemplo, una molécula de
anticuerpo puede incluir una secuencia de dominio variable de

Cadena pesada (H) (abreviado en 1a bresente como VH)
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secuencia de dominio variable de cadena ligera (L) (abreviado
en la presente VL). En otro ejemplo, una molécula de

anticuerpo incluye dos secuencias de dominio variable gde

cadena pesada (H) y dos secuencias de dominio variable de

cadena ligera (L), por lo que se forman dos sitios de unién

de antigeno. Ejemplos de los fragmentos de unién de antigeno
incluyen: (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que
consiste de los dominios VL, VH, CL y CH1l; (ii) un fragmento
F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos

Fab unidos por un puente de disulfuro en la regidén de
bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste de los dominios
VH y CH1; (iv} un fragmento Fv que consiste de los dominios
VL y VH de un s6lo brazo de un anticuerpo, (v} un fragmento
dAb, que consiste de un dominio VH; (vi) un dominio variable
camelido o camelizado y (vii) una cadena Fv simple (scFv).

Las regiones VH y VL pueden subdividirse ademis en

regiones de hipervariabilidad, llamadas “regiones gde

determinacién de complementariedad” (CDR), esparcidas con

regiones que son més conservadas, llamadas “regiones de

marco” (FR). El grado de la regién del marco y CRDs se han

definido precisamente Por un nlimero de métodos’ {ver, Kabat,

E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological

Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242; Chothia, C. et al.,

(1987) J. Mol. Biol. 126:501-917; y la definicién de AbBM
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usada por los elementos de programacién de modelado del

anticuerpo AbM de Oxford Molecular. Ver, en general, por

ejemplo, Protein Sequence and Structure Analysis of Antibody

Variable Domains. En: Antibody Engineering Lab Manual (Ed.:

Duebel, S. and Kontermann, R., Springer-Verlag, Heidelberg) .
En general, a menos que se especifique lo contrario, se usan
las siguientes definiciones: definicidn AbM de CDR1 del
dominio variable de cadena pesada y las definiciones de Kabat
para los otros CDRs. Ademds, las modalidades de la invencién
descritas con respecto a Kabat o AbM CDRs también pueden
implementarse usando las espiras hipervariables de Chothia.
Cada VH y VL incluye por 1o regula; tres CDRs y cuatro FRs,
arreglados del término amino al término carboxi en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Como se usa en la presente, una “secuencia de dominio
variable de inmuncglobulina” se refiere a una secuencia de
aminocdcido que puede formar la estructura de wun dominio
variable de inmunoglobulina. Por ejemplo, la secuencia puede
incluir todo o parte de la secuencia de aminodcido de un
dominio variable que se presenta naturalmente. Por ejemplo,
la secuencia puede o no incluir, uno, dos o mis aminocdcidos
N- o C terminales, o puede incluir otras alteraciones que son
compatibles con la formacidén de 1la estructura proteinica.

El término “sitio de unidn de antigeno” se refiere a la

parte de wun agente de unidén de IL-13 gue comprende
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determinantes que forman una interfase que une a la IL-13,
por ejemplo, una IL-13 de mamifero, por ejemplo, IL-13 de
primate humano o no humano, o un epitopo de 1a misma. Con
respecto a las proteinas (o miméticos proteinicos), el sitio
de unién de antigeno incluye por lo regular uno o mis espiras
(de por 1o menos cuatro aminodcidos © miméticos de
aminodcidos) que forman una interfase que se une a IL-13. Por
lo regular, el sitio de unién de antigenc de una molécula de
anticuerpo incluye por 1o menos uno o dos CDRs, o mas
tipicamente por lo menos tres, cuatro, cinco o seis CDRs.

Los términos *“anticuerpo monoclonal” o “composicién de
anticuerpo monoclonal” como se usa en la presente se refieren
& una preparacidn de moléculas de anticuerpos de una sola
composicidn molecular. Una composicidén de anticuerpo
monoclonal exhibe wuna especificidad y afinidad de wunién
simple para un epitopo particular. Un anticuerpo monoclonal
puede elaborarse por tecnologia de hibridoma o por lo métodos
gque no usan tecnologia de hibridoma (por ejemple, métodos
recombinantes) .

Una proteina “humana efectivamente’” es una proteina que
no provoca una neutralizacidn de 1la respuesta del anticuerpo,
por ejemplo, la respuesta del anticuerpo anti-murino humano
(HAMA) .  HAMA puede ser problemdtico en un nimero de
Ccircunstancias, por ejemplo, si la molécula de anticuerpo se

administra repetidamente, por ejemplo, en el tratamiento de
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una condicidén de enfermedad crénica o recurrente. Una
respuesta HAMA puede hacer la administracidn del anticuerpo
repetida potencialmente inefectiva debido a un aumento en 1la
clarificacién del anticuerpo del suero (ver, por ejemplo,
Saleh et al., Cancer Immunol, Immunother., 32:180-190 (1990))
Yy también debido a las reacciones alérgicas potenciales (ver,
por ejemplo, LoBuglio et al., Hybridoma, 5:5117-5123 (1986) ) .

El término “aislado” se refiere a una molécula que esta
sustancialmente libre de su ambiente natural. Por ejemplo,
una proteina aislada esti sustancialmente libre del material
celular u otras proteinas de la fuente celular o de tejido de
la que =ze deriva. E1 término se refiere a Preparaciones en
donde la proteina aislada esta suficientemente pura para
administrarse como una composicidn terapéutica, o por lo
menos 70% a 80% (p/p) pura, mas preferentemente, por lo menos
80%-90% (p/p) pura, aidn mas preferentemente, 90-95% pura; v,
mas preferentemente, por lo menos 95%, 96%, 97%, 98% & 100%
{(p/p) pura. Un compuesto “separado” se refiere a un compuesto
que se remueve de por lo menos 90% de por lo menos un
componente de una muestra de la cual se obtuve el compuesto.
Puede proporcionarse cualquier compuesto descrito en 1a
presente como un compuesto aislado o separado.

Un “epitopo” se refiere al sitio sobre un compuesto
blanco gque se une mediante un agente de unidn, por ejemplo,

una molécula de anticuerpo. Un epitopo puede ser un epitopo
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lineal o conformacionél © una combinacidén de los mismos. En
el caso donde el compuesto blanco es una proteina,  por
ejemplo, un epitopo puede referirse a los aminoacidos que se
unen mediante un agente de unién. Los epitopos superpuestos
incluyen por lo menos un residuo de aminoAcido comdn.

Como gse usa en la presente, el término “hibrida bajo
condiciones de severidad baja, severidad wedia, severidad
alta o severidad muy alta” describe condicicnes para 1la
hibridacién y el lavado. La guia para realizar las reacciones
de hibridacidn puede encontrarse en Current Protocols in
Molecular Biology, dJohn Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-
6.3.6. Los métodos acuosos y no acuosos se describen en tal
referencia y puede usarse cualquiera. Las condiciones de
hibridacién especificas referidas en la presente son como
sigue: 1) condiciones de hibridacién de baja severidad en
cloruro de sodio 6X/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente
45°C, seguido de dos lavados en SSC 0.2X, SDS al 0.1% Y por
lo menos 50°C {la temperatura de los lavados puede aumentarse
a 55°C para las condiciones de baja severidad); 2)
condiciones de hibridacién de severidad media en S8C 6X a
aproximadamente 45°C, seguido de uno o mas lavados en SSC
0.2X, S8DS al 0.1% a 60°C; 3) condiciones de hibridacidn de
alta severidad en SS8C 6X a aproximadamente 45°C, seguido por
unc o mas lavados en SSC 0.23, SDS al 0.1% a 65°C; y de

preferencia 4) condiciones de hibridacién de muy alta
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severidad son fosfato de sodio 0.5M, SDS al 7% a 65°C,
seguido de uno o mas lavados a S&C 0.2X, SDS al 1% a sg5°cC.
Las condiciones de muy alta severidad (4) son las condiciones
preferidas y las que se usan a menos que se especifique lo
contrario.

Un “trastorno asociado con la TL-13" es une en el que la
IL-13 contribuye a una patologia o sintoma del trastorno. Por
lo tanto, el agente de unidén de IL-13, por ejemplo, un agente
de unidn de IL-13 que es un antagonista de una o mas de las
actividades asociadas con la IL-13, puede usarse para tratar
O prevenir el trastorno.

El término “IL-13" incluye .la forma sin procesar de
longitud completa de las citosinas conocidas en la técnica
como IL-13 (sin tomar en consideracidn el origen de 1la
especie, e incluyen mamiferos, por ejemplo, IL-13 de primate
humano y no humano) asi como las formas maduras, procesadas
de las mismas, asi como cualquier fragmento (de por lo menos
5 aminocdcidos) o© wuna variante de tales citosinas. Las
posiciones dentro de la secuencia de IL-13 pueden designarse
de acuerdo con la numeracidn para la longitud completa, 1la
secuencia de IL-13 humana sin procesar. Para un ejemplo de la
1L-13 de mono de longitud total, ver 1la SEC ID NO: 24; para
la IL-13 de mono madura, procesada, ver 1la SEC ID NO: 14;
para la IL-13 humana de longitud total, ver 1la SEC ID NO:

178, vy para la IL-13 humana madura, procesada, ver la SEC ID

7t
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NO: 124. Un ejemplo de la secuencia se menciona como sigue:
MALLLTTVIALTCLGGFASPGPVPPSTALRELI EELVNITQNQKAPLCNGSMVW
SINLTAGMYCAALESLINVSGCSAT EKTQRMLSGFCPHKVSAGQFSSLHVRDTK
IEVAQFVKDLLLHLKKLFREGRFN (SEC ID NO-: 178) .

Por ejemplo, la posicién 130 es un sitio de un
polimorfisme comGn.

Ejemplos de las secuencias de las proteinas del receptor
de IL-13 (por ejemplo, IL-13Ral y ;L-lBRaZ) se describen, por
ejemplo, en Donaldson et al., (1998) J Immunol. 161:2317-24;

U.S. 6,214,559; U.S. 6,248,714 y U.S. 6,268,480.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FICGURAS

La Figura 1A es una alineacién de IL-13 humana y de mono
cinomolge, SEC ID NO: 178 y SEC ID NO: 14, respectivamente.

La Figura 1B es un ejemplo del listado de péptidos de
IL-13 de mono cinomolgo (SEC ID NQs: 179-188
respectivamente) .

La Figura 2 es wuna grafica que represgsenta la
neutralizacidén de la actividad de NHP IL-13 por diferentes
agente de unién de 1I1L-13, medidos como el porcentaje de
monocitos CD23% (eje vy).

La concentracién de MJ2-7 (A}, C65 (e) Yy SIL-13Ra2-Fc (+)

se indican en el eje x.

La Figura 3 es wuna grafica que representa la
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neutralizacién de la actividad de NHP IL-13 por MJ2-7

(murino; +) o MJ2-7 v2.11 humanizade (0). La actividad de NHP

IL-13 se midid por la fosforilacién de STATS {eje y} como una
funcidén de la concentracién del anticuerpo (eje x).
La Figura 4 es una grafica que representa la

neutralizacidén de la actividad de NHP IL-13 por MJ2-7 v2.11

(0) o 8IL-13Rw2-Fc (4). La actividad de NHP IL-13 se midié

por la fosforilacién de STATS (eje y) como una funcién de 1la
concentracidén del antagonista . (eje x).
La Figura 5 es una grafica que representa 1la

neutralizacién de la actividad de NHP IL-13 por MJI2-7 (a)

r

Cé5 (¢) o sIL-1i3Ra2-Fc (-) .La actividad de NHP IL-13 se midid

pox la fosforilacién de STATG (eje y) como una funcién de la
concentracidén del antagonista (eje x).

La Figura 6A es una grafica que representa la induccién
de la produccién de tenascina (eje y) por la IL-13 humana
nativé (eje x).

La Figura 6B es una grafica que representa la
neutralizacién de 1la actividad de NHP IL-13 por MJ2-7,
conforme se midié por la inhibicidén de la produccién de
tenascina (eje y) como una funcién de la concentracién del

anticuerpo (eje x).

La Figura 7 es una grafica que representa la unidén de

AAInL

13
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MJ2-7 o los anticuerpos de control a NHP~IL-13 unido a sIL-

13Ra2-Fc acoplado a una memoria SPR.

La Figura 8 es una grafica que representa la unién de
concentraciones variadas (0.09-600 nM) de NHP IL-13 al
anticuerpo hMJ2-7 v2-11 capturado.

La Figura 9 es una grafica que representa 1la
neutralizacién de la actividad de NHP IL-13 por MJ2-7 de

ratdén () o anticuerpos. humanizados versién 1 (0}, wversidn 2

(#) o versidén 3 (s). La actividad de NHP IL-1i3 se midié por
fosforilacién de STATs (eje y) como una funcidén de 1la
concentracidn del anticuerpo (eje x).

La Figura 10 es una grafica que representa la
neutralizacidén de la actividad de NHP IL-13 por anticuerpos

que incluyen MJ2-7 VH y VL de ratén (*), VH de ratén y VL
versidn 2 humanizado (2} o VH Yy VL versidn 2 (¢}). La

actividad de NHP IL-13 se midid por fosforilacién de STATsG
(eje y) como una funcién de 1la concentracién del anticuerpo
(eje x).

Las Figuras 11A y 11B son graficas que representan la
inhibicién de 1la unién ge IL-13 al receptor IL-13
inmovilizado por el anticuerpo MJ2-7, conforme se midid por
ELISA. La unién se representa como la absorbancia a 450 nm

(eje y). La concentracién del anticuerpo MJ2-7 se representa

79
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en el eje x. La Figura 11A réepresenta la unidén a IL-13Ral. La
Figura 11B representa la unidn a Iﬂ—13Ra2.

La Figura 12 es una alineacién de 1la secuencia de
aminodcido de la 1inea germinal de DPK18 (SEC ID NO: 193} vy
VL de MJ2-7 humanizado versién 3 (SEC ID NO: 190).

La Figura 13A es una secuencia de aminodcido (SEC ID NO:
124) de IL-13 humana, madura, procesada.

La Figura 13B es una secuencia de aminodcido (SEC ID NO:

125) de IL-13Ral humana.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se describen agentes de unién (por ejemplo, moléculas de
anticuerpos anti-IL-13) Que se unen en forma especifica a IL-
13 y modulan la capacidad de IL-13 de interactuar con los
receptores de IL-13 y mediadores de seflalizacién. Los agentes
pueden usarse para modular (por ejemplo, inhibir) una o mas
actividades asociadas con IL-13. Los agentes de unién de IL-
13, por ejemplo, como se describe en la presente, pueden
usarse para modular una o mds actividades asociadas con la
IL-13, por ejemplo, in vivo, por ejemplo, para tratar o
prevenir los trastornos mediados por IL-13 (ﬁor ejemplo,
asma, inflamacién de lag +vias respiratorias, trastornos

atépicos, respuestag alérgicas, eosinofilia, fibrosis Yy

canceres asociados con IL-13) .

95
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Moléculas de anticuerpos anti-IL-13

Se encuentran disponibles numerosos métodos para obtener
moléculas de anticuerpos. Un método ejemplificativo incluye
seleccionar bibliotecas de expresién de proteinas, por
ejemplo, bibliotecas de visualizacién de fago o ribosoma. La
visualizacién dé fago se describe, por ejemplo, en Ladner et
al., Patente U.S. No. 5,223,409; Smith (1985) Science
228:1315-1317; WO 92/18619; WO 91/17271; WO 92/20791; WO
92/15679; WO 93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690 y WO
90/02809. Ademds del uso de bibliotecas de visualizacién,
pueden usarse otros métodos para obtener una molé&cula de
anticuerpo que se une a IL-13. Por ejemplo, la proteina de
IL-13 o un péptido de ésta pueden usarse como antigeno en un
animal no humano, por ejempl&, un roedor, por ejemplo, un
ratdn, hamster o rata.

En una modalidad, el animal no humano incluye por 1lo
menos una parte de un gen de inmunoglobulina humana. Por
ejemplo, es posible disefiar cepas de ratones con deficiencia
de produccién de anticuerpo de ratdn con grandes fragmentos
del locus de Ig humana. Usando la tecnologia del hibridoma,
los anticuerpos monoclonales especificos del antigeno
derivados de los genes con la especificidad deseada pueden
producirse y seleccionarse. Ver, por ejemplo, XENOMOUSE™,
Green et al. (1994) Nature Genetics 7:13-21, US 2003-0070185,

WO 96/34096, publicada el 31 de octubre de 1996, y Solicitud
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de PCT iNo. PCT/US96/05928, presentada el 29 de abril de 1996,

En otra realizacién, se obtiene un anticuerpo monoclonal
del animal no humano, Y luego se modifica, por ejemplo, se
humaniza o deshumaniza. Winter describe un método de injerto
de CDR ejemplificativo que puede usarse para preparar los
anticuerpos humanizados descritos en la presente (Patente
U.S. No. 5,225,539). Todos los CDR de un anticuerpo humano
particular pueden reemplazarse con por lo menos una porcién
de un CDR no humano o sdélo parte del CDR puede reemplazarse
con CDR no humano. Solo es necesario reemplazar el nGmero de
CDR requerido para la unién del anticuerpo humanizado por un
antigeno predeterminado.

Los anticuerpos humanizados pueden generarse mediante el
reemplazo de las secuencias de la regidén variable de Fv que
no estén involucradas directamente en la unidén del antigeno
con secuencias equivalentes de las regiones variables de Fv
humano. Leos métodos generales para generar anticuerpos
humanizados se proveen por Morrison (1985) Science 229:1202-
1207, por Oi et al. (1986) BioTechniques 4:214, y por US
5,585,089; US 5,693,761; US 5,693,762; U8 5,859,205; vy US
6,407,213, Est;s métodos incluyen aislar, manipular vy
expresar las secuencias de &cido nucleico que codifican 1la
totalidad o parte de las regiones variables de bpv de
inmunoglobulina de por lo menos de una cadena pesada o

ligera. Los &cidos nucleicos pueden obtenerse de un hibridoma

Y-
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que produce un anticuerpo contra un blanco Predeterminado,
como se describid anteriormente, asi como de otras fuentes,
El ADN recombinante que codifica la molécula del anticuerpo

humanizado puede clonarse luego en un vector de expresidén

.apropiado,

Una molécula de anticuerpo que seé une a IL-13 puede
modificarse también por eliminacién especifica de epitopos de
las cé&lulas T humanas o “desinmunizacién’ a través de los
métodos descritos en la WO 98/52976 y WO 00/34317, cuyos
contenidos se incorporan en forma especifica a modo de
referencia en 1a presente, En sintesis, las regiones
variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo pueden
analizarse para determinar 1la presencia de péptidos que se
unen a MHC Clase II; estos péptidos representan epitopos
potenciales de las células T (como se define en la WO
98/52976 y WO 00/34317). Para la deteccién de epitopos
potenciales de las células T, puede aplicarse un método de
modelado por computadora denominado ‘enroscado peptidico”, Yy
ademas una base de datos de péptidos de unién a MHC humano de
clase II pueden buscarse para determinar los radicales
presentes en las secuencias Vy y V., como se describe en la WO
98/52976 y WO 00/34317. Estos radicales se unen a cualquiera
de los 18 alotipos mayores de MHC clase II DR, Y de este modo
constituyen epitopos potenciales de las células T. Los

epitopos potenciales de las células T detectados Pueden

12
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eliminarse sustituyendo pequefios nlmeros de los residuos de
aminodcidos en las regiones variables, o con preferencia,
mediante sustituciones de aminoacidos individuales. En tanto
sea posible, se realigzan sustituciones conservadoras. A
menudo, aungue no en forma exclusiva, puede wusarse un
aminodcide comin. a wuna posicidn en las secuencias de
anticuerpos de linea germinal humana. Las secuencias de linea
germinal humanas, por ejemplo, se describen en Tomlingon, et
al. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798; Cook, G. P. et al.
(1995) Immunol. Today Vol. 16(5): 237-242; Chothia, 0. et al.
(1992) J. Mol. Biol. 227:799-817 y Tomlinson et al. (1995)
EMBO J. 14:4628-4638. E1 directorio V BASE provee un
directorio comprensible de secuencias de la regidn variable
de inmunoglobulina humana (compilado porrTomlinson, I.A, et
al. MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, UK). Estas
seCuencias pueden usarse como fuente de de la secuencia
humana, por ejemplo, para regiones de marco y CDRs. Las
regiones de marco humano de consenso también pueden usarse,
por ejemplo, como se describe en US 6,300,064.

En forma adicional, los anticuerpos quiméricos,
humanizados, vy de cadena simple descritos en la presente (porxr
ejemplo, gue comprenden ambas porciones humanas y no
humanas) , pueden producirse usando técnicas de ADN
recombinantes estadndares. Los anticuerpos humanizados también

pueden producirse, por ejemplo, usando ratones transgénicos
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que expresan genes humanos de cadena pesada y ligera, pero
que son incapaces de expresar los genes de inmunoglobulina
enddgena de cadena pesada y ligera.

Ademids, los anticuerpos descritos en la pPresente también
incluyen los gue se unen a IL-13, interfieren con 1la
formacién de una funcién del complejo de sefializacién de IL-
13, y tienen mutaciones en las regiones constantes de lag
cadenas pesada y ligera. En ocasiones se desea mutar e
inactivar ciertos fragmentos de 1la regién constante. Por
ejemplo, las mutaciones en la regidn constante pesada pueden
realizarse para producir anticuerpos con unién reducida al
receptor de Fc¢ (FcR) y/o complemento; estas mutaciones se
conocen bien en’la técnica. Un ejemplo de tal mutacién en la
secuencia de amino de la regién constante de la cadena pesada
de IgG se provee en la SEC ID NO: 128. Algunos fragmentos
activos de las sub-unidades CL Y CH (por ejemplo, CH1) ge
unen en forma covalente entre si. Un aspecto adicional provee
un métode para obtener un dominio de unidén al antigeno del
anticuerpo especifico para el dominio de IL-13 Jque asiste en
la formacién de una funcién del complejo de sefializacidn de
IL-13.

Ejemplos de los anticuerpos pueden incluir las
secuenciag del cadenas de VI como se indica en las SEC ID
NOs: 30-46, y/o de cadenas de VH como se indica en las SEC ID

NOs: 50-115, aunque también pueden incluir variantes de estas
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secuencias que mantienen habilidad de unidén al antigeno.
Tales variantes pueden derivar de las secuencias provistas
usando las técnicas conocidas en 1# técnica. Las
sustituciones, eliminaciones © adiciones de amino&cidos,
pueden realizarse tanto en los FR o como en CDR. Mientras que
los cambios en las regiones del marco se disefian usualmente
para mejorar la estabilidad Y reducir la inmunogenicidad de
la molécula de anticuerpo, los cambios en los CDR se disefian
@ menudo para aumentar la afinidad de la molécula de
anticuerpo por su blanco. Tales cambios de aumento de
afinidad normalmente ge deterﬁinan en forma empirica
alterando la regidén de CDR Y la evaluacién de la molécula de
anticuerpo. Estas alteraciones pueden realizarse de acuerdo
con los métodos descritos en Antibody Engineering, 2nd. ed.
{1995}, ed. Borrebaeck, Oxford University Press.

Un ejemplo de un método para obtener una secuencia de
dominio wvariable de cadena pesada, que es una variante de 1la
secuencia de dominio variable de cadenas pesada descrita en la
presente, comprende adicionar, eliminar, sustituir o insertar
uno o mas aminodcidos en la secuencia de dominio variable de
cadena pesada descrita en 1la presente, combinar en forma
opcional la secuencia de dominio variable de cadena pesada
cen una o© mas secuencias de dominio variable de cadena
ligera, vy evaluar una proteina que incluye la secuencia de

dominio de cadena pesada modificada para la unién especifica

R
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a 1IL-13, y ({de preferencia) evaluar 1la capacidad de tal
dominio de unién al antigeno para modular una o mas
actividades asociadas con IL-13. Un método andlogo puede
emplearse usando una o mas variantes de secuencia de una
secuencia de dominio variable de cadena ligera descrita en 1a
presente.

Pueden prepararse variantes de las moléculas de
anticuerpo creando bibliotecas con uno © més CDR variados y
seleccionando las bibliotecas pafa encontrar los elementos
que se unen a IL-13, por ejemplo,:con afinidad mejorada. Por
ejemplo, Marks et al. (Bio/Technology (1992) 10:779-83)
describe métodos para producir repertorios de dominios
variables de anticuerpos en los cuales los cebadores de
consenso dirigidos a o adyacentes a la extremidad 5’ del &rea
de dominio variable se usan en conjunto con los cebadores de
consenso de la tercera regién de marco de genes de VH humanos
para proveer un repertorio de dominios variables de VH que
carecen de un CDR3. El repertorio puede combinarse con un
CDR3 de un anticuerpo particular. Ademds, las secuencias
derivadas de CDR3 pueden mezclarse con repertorios de
dominios de VH o VI, que carecen de un CDR3, y los dominios de
VH o VL completos combinados con un dominio de VL o VH
cognado para proveer fraghentos que se unen al antigeno
especifico. El repertorio pPuede visualizarse entonces en un

sistema huésped apropiado tal como el sistema de
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visualizacién de fago de la WO 92/01047, de tal modo que
pueden seleccicnarse fragmentos de unién al antigeno
apropiados. Las técnicas de combinacidn o andamiaje también
se describen por Stemmer (Nature (1994) 370:389-91). Una
alternativa general es generar regiones alteradas de VH o VI
usando mutagénesis aleatoria de uno o mas genes VH y/o VL
seleccionados para generar mutaciones dentro del dominio
variable completo. Ver, por ejemplo, Gram et al. Proc. Nat.
Acad. Sci. USA (1992) 89:3576-80.

Otro método que puede usarse es dirigir la wmutagénesis a
regiones de CDR de genes de VH o VL. Tales técnicas se
describen en el texto escrito bor, por ejemplo, Barbas et al.
(Proc. Nat. Acad. Sci. USA {1994) 91:3809-13) Y Schier et al.
(J. Mol. Biol. (199¢) 263:551-67). De manera similar, uno o
mas, o la totalidad de tres CDR pueden injertarse en un
repertorio de dominios de VH o VL, o incluso cierto escalén
adicional (tal como un dominic de fibronectina). La proteina
resultante se evalla para determinar la capacidad de unirse a
IL-13.

En una modalidad, un agente de unién gue se une a un
blanco se modifica, por ejemplo, por mutagénesis, para
proveer un fondo (“pool”) de agentes de unién modificados.
Los agentes de unién modificados se evalldan entonces para
identificar una o mas proteinas de unién alteradas que tienen

propiedades funcionales alteradas (por ejemplo, unién
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mejorada, estabilidad wejorada, estabilidad prolongada in
vivo) . En una implementacién, se usa tecnologia de biblioteca
de visualizacién para seleccionar o discriminar el fondo de
proteinas de unidén modificadas. Las proteinas de unién con
afinidad mas elevada se identifican entonces a partir de 1la
segunda biblioteca, por ejemplo, usando condiciocnes de lavado
y unién de rigurosidad mis alta o mag competitivas. También
pueden usarse otras técnicas de seleccidn.

En algunas meodalidades, la mutagénesis se orienta a
regiones conocidas o que probablemente se encuentren en una
interfase de unién. Si, por ejemplo, los agentes de unién
identificados son moléculas de anticuerpos, entonces la
mutagénesis puede dirigirse a las regiones de CDR de las
cadenas pesada o ligera como se describe en la presente,
Ademas, la mutagénesis puede dirigirse a regiones de marco
cercanas o adyacentes al CDR, por ejemplo, regiones de marco,
particularmente dentro de 10, 5 & 3 aminoicidos de una unién
de CDR. En el caso de los anticuerpos, la mutagénesis también
puede limitarse a uno o algunos de los CDR, por ejemplo, para
realizar mejoras paso a paso.

En una modalidad, la mutagénesis se usa para producir un
anticuerpo mds similar a una o mas secuencias de lineas
germinales. Un método de linea germinal ejemplificativo puede
incluir: identificar una o mis secuencias de linea germinal

que son similares (por ejemplo, las mas similares en una base
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de datos particular) a la secuencia del anticuerpo aislado.
Entonces las mutaciones (a nivel de aminodcidos) pueden
realizarse en el anticuerpo éislado, ya sea en forma
incremental, en combinacidn o0 ambas. Por ejemplo, se realiza
una biblioteca de acidos nucleicos que incluye secuencias que
codifica algunas o todas las mutaciones de linea germinal
posibles. Los anticuerpos mutados se evalian entonces, por
ejemﬁlo, para identificar un anticuerpo que tiene unc o mas
residuos de lineas germinales adicionales relativos al
anticuerpo aisladeo y que aln es qtil {(por ejemplo, tiene una
actividad funcional). En una modalidad, se introducen tantos
residuos de lineas germinales en un anticuerpo aislado como
sea posible.

En .una modalidad, se usa mutagénesis para sustituir o
insertar uno o més residuos de linea germinal en una regién
de CDR. Por ejemplo, el residuo de CDR de linea germinal
buede ser de una secuencia de linea germinal que es similar
(por ejemplo, las mas similares) al dominio variable que ge
modifica. Luego de la mutagénesis, la actividad (por ejemplo,
unidén u otra actividad funcional) del anticuerpo puede
evaluarse para determinar si el residuo o los residuos de la
linea germinal son tolerados. DPuede realizarse mutagénesis
similar en las regiocnes del marco.

La selececién de una secuencia de linea germinal puede

realizarse de diferentes maneras. Por ejemplo, una secuencia

1S
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de linea germinal puede seleccionarse si cumple un criterio
predeterminado de selectividad o similitud, por ejemplo, por
lo menos un determinado porcentaje de identidad, por ejemplo,
por lo menos 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99 6 99.5% de identidad. La seleccién puede realizarse usando
por lo menos 2, 3, 5 & 10 secuencias de linea germinal. En el
casd de CDR1l y CDR2, identificar una secuencia similar de
linea germinal puede incluir seleccionar una de las
secuencias. En el caso de CDR3, identificar una secuencia
similar de linea germinal puede incluir seleccionar una de
tales secuencias, aungue puede incluirse usando dos
secuencias de linea germinal que contribuyen por separado a
la porcién amino-terminal y la porcién carboxi-terminal. En
otras implementaciones se usan mids de una o dos secuencias de
linea germinal, por ejemplo, para formar una secuencia de
consenso.

En otras modalidades, el anticuerpo puede modificarse
para tener un patréon de gluceosilacidn determinado (es decir,
alterado a partir del patrén de glucosilacién original o
nativo). Como sSe usa en este contexto, “alterado” sgignifica
que tiene uno o mds radicales de carbohidrato eliminados, y/o
que tiene uno o més sitios de glucosilacién agregados al
anticuerpo original. La adicién de los sitios de
glucosilacidn a los anticuerpos aqui descritos puede lograrse

alterando la secuencia de aminoidcidos para gque contenga
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secuencias de consenso del sitio de glucosilacidén; estas
técnicas se conocen bien en la técnica. Otro medio de
aumentar el nimerco de radicales de carbohidrato sobre los
anticuerpos es por acoplamiento quimico o enzimidtico de los
glucésidos a los residucs de amincdcidos del anticuerpo.
Estos métodos se describen en, por ejemplo, WO 87/05330, vy
Aplin and Wriston (1981) CRC Crit. Rev. Biochem. 22:259-306.
La eliminacidén de cualquier radical de carbohidrato presentes
en los anticuerpos puede lograrse por medios gquimicos o
enzimaticos como se describe en la técnica (Hakimuddin et al.
(1987) Arch. Biochem. Biophys. 259:52; Edge et al. (1981}
Anal. Biochem. 118:131; y Thotakura et al. (1987) Meth.
Enzymol. 138:350). Ver, por ejemplo, U.S. 5,869,046 para
obtener una modificacidén gque aumenta la vida media in vivo
suministrando un epitopo de uniédn al receptor salvaje.

En una mwmodalidad, una molécula de anticuerpo tiene
secuencias de CDR que difieren solo en forma insustancial de
las de MJ 2-7 & C65. Las diferencias no sustanciales incluyen
cambios menores de aminodcidos, tales como sustituciones de 1
& 2 de cualguiera dg normalmente 5-7 aminodcidos en la
secuencia de un CDR, por ejemplo, un CDR de Chothia o de
Kabat. Normalmente un aminodcido se sustituye por un
aminodcido relacionado que tiene carga similar,
caracteristicas similares hidrofébicas Y estereoquimicas.

Tales sustituciones estdn dentro de la experiencia normal de

-
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un experimentadoe en la técnica. A diferencia de lo que ocurre
en el CDR, los cambios mas sustanciales en lasg regiones
estructurales de marco (FRs) pueden realizarse sin afectar en
forma adversa las propiedades de unién de un anticuerpo. Los
cambios a las FRs incluyen, pero no se limitan &, humanizar
un marco derivado no humano o disefiar ciertos residuos de
marco que son importantes para el contacto del antigeno o
para estabilizar el sitio de unidn, por ejemplo, cambiando la
clase o subclase de la regidén constante, cambiando residuos
de aminodcidos especificos que pudieran alterar una funcién
efectora tal como la unién al receptor de Fc (Lund et al.
{1991) J. Immunol. 147:2657-62; Morgan et al. (1995)
Immunology 86:319-24), o cambiando la especie de la cual
deriva la regién constante. Los anticuerpos pueden tener
mutaciones en la regidén CH2 de la cadena pesada que reducen o
alteran 1la funcién efectora, por ejemplo, unién al receptor
de Fc y activacién del complemento. Por ejemplo, los
anticuérpos pueden tener mutaciones tales como las descritas
en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,624,821 y
5,648,260. En la cadena pesada de IgGl o IgG2, por ejemplo,
tales mutaciones pueden realizarse para que se asemejen a la
secuencia de aminoicidos establecida en la SEC ID NO: 17. Los
anticuerpos pueden tener ademis mutaciones que estabilizan el
enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas de

una

inmunoglocbulina, tales como mutaciones en la regidén de
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andamiaje de 1gG4, como se describe en la técnica (por
ejemplo, Angal et al. (1993) Mol. Immunol. 30:105-08) .

Los agentes de unién de IL-13 pueden encontrarse en 1la
forma de anticuerpos intactos, fragmentos de unién de
antigeno de anticuerpos, por ejemplo, fragmentos Fab,
F(ab’)a,, Fd, dAb, y scFv, y anticuerpos intactos y fragmentos
gue han sido mutados tanto en la dominio constante y/o
variable (por ejemplo, mutaciones para producir anticuerpos
quiméricos, parcialmente humanizados, o totalmente

humanizados, como también para producir anticuerpos con un

rasgo deseado, por ejemplo, unién potenciada a IL-13 v/o

unién reducida a FcR).

Produccidn de anticuerpos. Algunas moléculas de
anticuerpos, por ejemplo, Fabs, pueden producirse en células
bacterianas, por ejemplo, células de E. coli. Por ejemplo, si
el. Fab est& codificado por secuencias en un vector de
visualizacién de fago que incluye un codén de detencién
suprimible entre la entidad de visualizacién y una proteina
de Dbacteridfago (o su fragmento), el Acido nucleico del
vector puede transferirse en una célula bacteriana gue no
puede suprimir un coddén de interrupcién. En este caso, el Fab
no esta fusionado a la proteina del gen III Yy se selecciona

en el periplasma y/o medio.

Las moléculas de anticuerpos también pueden producirse
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en células eucaridéticas. En una modalidad, los anticuerpos
(por ejemplo, scPFv’s) se expresan en una célula de levadura
tal como Pichia (ver, por ejemplo, Powers et al. (2001) J
Immunol Methods. 251:123-35), Hanseula, o Saccharomyces.

En una modalidad preferida, las moléculas de anticuerpos
se producen en células de mamiferos. Las células de huésped
mamiferos preferidas para expresar los anticuerpos clonados o
sus fragmentos que se unen al antigeno incluyen Ovario de
Hamster Chino (células CHO) (incluyendo células dhfr CHO,
descritas en Urlaub and Chasin (1980) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:4216-4220, usadas con un marcador seleccionable DHFR,
por ejemplo, como se describe en Kaufman and Sharp (1982}
Mol. Biol. 159:601-621), lineas celulares linfociticas, por
ejemplo, células de mieloma NSO y células SP2, células COS, y
una célula de un animal transgénico, por ejemplo, un mamifero
transgénico. Por ejemplo, la célula es una célula epitelial
de mamifero.

Ademis de la secuencia de &cido nucleico que codifica la
molécula de anticuerpo, los vectores de expresidn
recombinantes pueden transportar secuencias adicionales,
tales como secuencias que regulan la replicacién del vector

en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacidn) vy

genes de marcador seleccionable. E1 gen del marcador

seleccionable facilita la seleccidén de células huésped en las

cuales se ha introducido el vector (ver por ejemplo, Patentes
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U.8. Nos. 4,399,216, 4,634,665 Yy 5,179,017). Por ejemplo,
normalmente el gen del marcador seleccionable confiere
resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina, o
metotrexato, en una célula huésped en 1la cual se ha
introducido el vector.

En  un sistema ejemplificativo para la expresién
recombinante de una molécula de anticuerpo, un vector de
expresidén recombinante que codifica el anticﬁerpo de cadena
pesada y el anticuerpc de cadena ligera se introduce en
células dhfr  CHO por transfeceidn mediada por fosfato de
calcio. Dentro del wvector de expresidn recombinante, los
genes del anticuerpo de cadena ligera y pesada se ligan cada
uno en forma operativa a los elementos reguladores
potenciador/promotor (por ejemplo, derivados de SV40, CMV,
adenovirus y similares, tales como un elemento regulador
promotor de AdMLPI potenciador de CMV o un elemento regulador
potenciador de SV40/promotor.de AdMLP) para conducir altos
niveles de transcripcidén de los genes. E1 vector de expresién
recombinante también transporta un gen DHFR, que permite la
seleccidén de células CHO que han sido transfectadas con el
veétor usando seleccidén/amplificacién de. metCotrexato. Las
células huésped transformantes seleccionadas se cultivan para
permitir la expresidén de las cadenas pesada vy ligera del
anticuerpo y el anticuerpo intacto se reCcupera del medio de

cultivo. Se usan técnicas estéandar de biologia molecular para
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preparar el vector de expresién recombinante, transfectar las
células huésped, seleccionar Lransformantes, cultivar las
células huésped vy recuperar la wmolécula de anticuerpo del
medio de cultivo. Por ejemplo, algunos anticuerpos pueden
aislarse por cromatografia por afinidad con una proteina A o
matriz acoplada a la proteina G.

Para las moléculas de anticuerpos que incluyen un
dominio de Fc, el sistema de produccidén del anticuerpo
sintetiza de preferencia anticuerpos en los cuales la regidn
de Fc estd glucosilada. Por ejemplo, el dominio de Fc de
moléculas de IgG estd glucosilado en 1la asparagina 297 en el
dominio CH2. Esta asparagina es el sitio para la modificacién
con oligosacdridos del tipo biantenario. Se ha demostrado que
esta glicosilacién se requiere para las funciones efectoras
mediadas por los receptores de Fcy y complementan Clg {(Surton
and Woof (1992) Adv. Immuncl. 51:1-84; Jefferis et al. (1998)
{mmunol. Rev. 163:59-76). En una modalidad, el dominioc de Fe
se produce en un sistema de expresidén de mamifero que
glucosila en forma apropiada el residuo correspondiente a la
asparagina 297. El dominio de Fc también puede incluir otras
medificaciones eucariéticas post-traduccidén.

Las moléculas de anticuerpos también pueden producirse a
través de un animal transgénico. Por ejemplo, la Patente U.S.

No. 5,849,992 describe un método para expresar un anticuerpo

en la glandula mamaria de un mamifero transgénico. Se

AL
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construye un transgen que incluye un promotor especifico de
la leche y &acidos nucleicos que codifican el anticuerpo de
interés y una secuencia de seflalizacidén para secrecidn. La
leche producida por las hembras de tales animales
transgénicos incluye, secretadoc en ella, el anticuerpo de
interés. La molécula de anticuerpo puede purificarse a partir

de la leche, o para algunas aplicaciones usarse directamente.

Caracterizacidn

Las propiedades de unién de un agente de unién se pueden
medir mediante cualquier método estandar, por ejemplo uno de
los siguientes métodos: anadlisis BIACORE™, Prueba de
Inmunosorcidén Ligado a Enzimas (ELISA), cristalografia de
rayos X, andlisis de secuencia y mutagénesis de exploracién.

La capacidad de una proteina de neutralizar y/o inhibir uno o

. mds actividades asociadas con IL-13 se puede medir mediante

los siguientes métodos: pruebas para medir la proliferacién
de una linea celular dependiente de IL-13, por ejemplo TFI;
pPruébas para medir la expresidén de polipéptidos mediados poxr
IL-13, por ejemplo anidlisis citométrico de flujo de 1a
expresidn de CD23; pruebas que miden la actividad de
moléculas de sefializacién en direccidén 3/, por ejemplc STATs;
Pruebas que wmiden la produccidn de teénascina; pruebas que
analizan la eficiencia de un anticuerpo descrito en 1la

presente para prevenir el asma en un modelo animal relevante,
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por ejemplo el mono cinomolgo, y otras pruebas. Un agente de
unidén de IL-13, en particular una molécula de anticuerpo de
IL-13, puede tener un'efecto estadisticamente significativo
€ una o mas de estas pruebas. Ejemplos de las pruebas para
propiedades de unién incluyen lo siguiente,

La interaccién de unién de un agente de unién de IL-13 y
un objetivo ({(por ejemplo IL-13) se puede analizar usando
resonancia de plasmén superficial {SPR, por sus siglas en
inglés). SPR o Anidlisis de Interaccidn Biomolecular (BIA, por
sus siglas en inglés) detecta interacciones bicespecificas en
tiempo real, sin marcar ningunc de los interactivos. Los
cambios en la masa en la superficie de unidén (indicativo de
un - evento de wunién) de la wmemoria de BIA producen
alteraciones del indice de refraccién de 1luz cerca de 1la
superficie. Los cambios en la refractividad generan una sefial
detectable gue se miden como una indicacién de reacciones en
tiempo real entre moléculas bioldgicas. Los métodos para usar
SPR  se describen, por ejemplo, en la Patente U.S. No.
5.641.640; Raether (1988) Surface Plasmons Springer Verlag;
Sjolander y Urbaniczky (1991) Anal. Chemn. 63:2338-2345; Szabo
et al. (1995) Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705 y recursos
en linea proporcionados por BIAcore International AR
(Uppsala, Suecia).

La informacién del SPR se puede usar para Proporcicnar

una wmedicién precisa vy Ccuantitativa de la constante de

9
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disociacién de equilibrio (Kd), y parametros cinéticos,
incluyendo Ko, vy Kote, para la unién de una biomolécula a un
objetivo. Tales datos se pueden usar para comparar diferentes
moléculas. La informacidén de SPR también puede usarse para
desarrollar las relaciones de estructura-actividad (SaAR). Por
ejemplo, pueden evaluarse los pardmetros de unién cinéticos Vi
de equilibrio de diferentes moléculas de anticuerpo. Los
aminodcidos variantes en lasg posiciones dadas pueden
identificarse por la correlacién con los parametros de unién
particulares, por ejemplo, alta afinidad Y Kogr lento. Esta
informacién se puede combinar con modelacién estructural {por
ejemplo usando wodelacién de homologia, minimizacién de
energia, o determinacién; de estructura mediante
cristalografia de rayos X o RMN). Como resultado, se puede
formular un entendimiento de 1la interaccién fisica entre 1la

proteina y su objetivo Y se puede usar para guiar a otros

procesos de disefio.

Trastornos Respiratorios

Los agentes de unién de IL-13, por ejemplo, moléculas de
anticuerpos anti-IL-13, ge pPueden usar para tratar o prevenir
Lrastornos respiratorios incluyendo, perc no se limitan a
asma (por ejemplo asma alérgica y asma no alérgica (por
ejemplo debido a infeccién, por ejemplo, con virus sincitial

respiratorio (RSV), pPOor ejemplo en nifics mas jévenes))

f

"l
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bronquitis (por ejemplo, bronquitis crénica); enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (COPD) (por ejemplo, enfisema

(por ejemplo enfisema inducido por el cigarrillo) ;
condiciones relacionadas con 1la inflamacién de las vias
respiratorias, eosinofilia, fibrosis Y produccién en exceso
de mucosa, por ejemplo fibrosis cistica, fibrosis pulmonar y
rinitis alérgica. Por ejemplo, un agente de unién de IL-13
(por ejemplo, una molécula de anticuerpo de IL-13) puede
administrarse en una cantidad efectiva para tratar o Prevenir
el trastorno o mejorar por lo menos un sintoma del trastorno.

El asma puede ser disparada por innumerables
condiciones, por ejemplo inhalacién de un alergeno, presencia
de una infeccién respiratoria superior o de oido, etc.
(Opperwall (2003) Nurs. Clin. North Am. 38:697-711). El asma
alérgica se caracteriza por hiperreactividad de 1las vias
respiratorias (AHR) a una variedad de estimulos especificos Yy
no especificos, inmunoglobulina E de suero elevada (IgE),
produccidén excesiva de mucosa de las wvias respiratorias,
edema, y lesidn epitelial bronguial (Wills-Karp, supra). E1
asma alérgica comienza cuando el alergeno provoca una
respuesta inmediata temprana de las vias respiratorias, que
con frecuencia es seguida varias horas mas tarde por una
respuesta retardada de fase tardia de las vias respiratorias
(LAR) (Henderson et al. (2000) J. Immuneol. 164:1086-95) .,

Durante LAR, existe un influjo de eosinéfilos, linfociteos y

9
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macréfagos a lo largo de las vias respiratorias y del fluido
bronguial. (Henderson et aL, supra). La eosinofilia pulmonar
€S una caracteristica distintiva del asma alérgica y es
responsable de gran parte de la 1esi6ﬁ al epitelio
respiratorio. (Li et al. (1999} J. Immunol. 162:2477-87).

Las cé&lulas de ayuda CD4* sgon importantes para la
inflamacién crénica asociada con el asma (Henderson et al.,
supra) . Varios estudios mostraren que el compromiso de las
células CD4% a las células de ayuda T de tipo 2 (Th2) y 1la
produccidén posterior de citosinas de tipo 2 {(por ejemplc IL-
4, IL-5, 1IL-10 e 1IL-13) son importantes en la respuesta
alérgica inflamatoria que prbduce AHR (Tomkinson et al.
(2001) J. Immunol. 166:5792-5800, y las referencias que se
mencionan en la misma)l . Primero, se mostré que las cé&lulas T
CD4" son necesarias para el asma inducido por alergia en
modelos de murino. Segundo, las células T CD4* que producen
citosinas de tipo 2 sufren una expansidén no gélo en estos
modelos animales sino que también en'pacientes que padecen
asma alérgico. Tercero, los niveles de citosina de tipo 2
incrementan en los tejides de las vias respiratorias de
medelos animales y asmaticos. Cuarto, se implicé que las
citosinas Th2 desempefian un papel central en el reclutamiento

de eosindéfilos en modelos de murino de asma alérgica, vy

células Th2 transferidas: de manera adoptiva se

correlacionaron con niveles incrementados de eotaxina {(un

a3
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quimicatrayente eosinéfilo potente) en el pulmén asi come

eosinofilia pulmonar (Wills-Karp et al, supra; Li et al,
supra) .

Los métodos para el tratamiento o prevencién del asma
que se describen en la presente incluyen aquellos para el
asma extrinseco (también conocido como asma alérgico o asma
atdpico), asmar intrinseco (también conocide come asma no
alérgico o asma no atdpico) o combinaciones de ambos, que se
ha denominado c¢omo asma combinado. E1 $sma extringeco o
alérgico incluye incidentes originados o asociados con, por
ejemplo alergenos, tales como polen, esporas, hierbas, o
malezas, rabia de mascotas, polvo, A&caros, etc. Como los
alergencs y otros irritantes ge presentan en diversos puntos
durante el afio, estos tipos de incidentes también se
denominan asma de estacidén. E1l asma bronguial Yy aspergilosis
broncepulmonar alérgica también se incluyen en el grupo de

asma extrinseco.

Los trastornos que se pueden tratar o aliviar por medio

de los agentes que se describen en la presente incluyen los

trastornos respiratorios vy asma causados por agentes
infecciosos, tales como virus (por ejemplo, virus de resfrio
Y gripe, virus sincitial respiratorio (RSV), paramixovirus,
rinovirus y virus de influenza. Las infecciones de virus RSV,

rinovirus e influenza son comunes en nifios, y son una causa

que produce enfermedades del tracto respiratorio en infantes

1%
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Yy nifios pequefios. Los nifios con bronguiolitis wviral pueden
desarrollar . respiracién asmatica crénica Yy asma, gue se

pueden tratar usando los métodos que se describen en 1la

presente. También se incluye, las afecciones del asma que se

pueden presentar en algunos asmiaticos debido al ejercicio y/o

1

aire frio. Los métodos son tdtiles para asmas asociados con

exposicidn al humo (por ejemplo, humo inducido por cigarrillo
e 1industrial), al igual que exposiciones industriales Y
laborales, tales como humo, ozono, gases nocivosg, diéxido de
azufre, oxido nitroso, emanaciones, incluyende isocianatos,
de pintura, plasticos, poliuretanos, barnices, etc., madera,
plantas y otros polvos orgdnicos, etc. Los métodos también
son Utiles para incidentes asmaticos asociados con aderezos
de alimentos, conservaaores 0 agentes farmacoldgicos. También
se incluyen métodos para el tratamiento, inhibicién o alivio
de los tipos de asma denominados asma silencioso o asma
variante de tos.

Los métodos que se describen en la presente también son

utiles para el tratamiento y alivio de asma asociado con

reflujo gastrointestinal (GERD), que puede estimular la
broncoconstriccidén. GERD, junto con secreciones corporales
retenidasg, tos vreprimida, y exposicién a alergenos e

irritantes en la habitacién pueden contribuir con las

afecciones asmidticas que se denominaron colectivamente como

asma de noche o nocturno. En los métodos de tratamiento,
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inhibicidén o alivio del asma asociadso con GERD, una cantidad
efectiva para uso farmacéutico del antagonista IL-13 se puede
usar segun se describe en la presente en combinacidn con una
cantidad efectiva para uso farmacéutico de un agente para el
tratamiento de GERD. Estos agentes incluyen, pero no se
limitan a, agentes de inhibicién de la bomba de protones como
comprimidos de sodio pantoprazol de liberacién retardada de
marca PROTONIX®, capsulas de liberacién retardada de
omeprazol de marca PRILOSEC®, comprimidos de liberacidén
retardada de rebeprazol sodio de marca ACIPHEX® o capsulas de

lansoprazol de liberacién retardada de marca PREVACID®.

Trastornog atdpicos vy sintomas de los mismos

Se ha observado que las células de pacientes atépicos
tienen una sensibilidad mejorada a IL-13. Por 1lo tanto, un
agente de unidn de IL-13 (por ejemplo, un agente de unién de
IL-13, tal como una molécula de anticuerpo descrita en la
presente) puede administrarse en una cantidad efectiva para
tratar o prevenir un trastorno atépico. “Atdpico” se refiere
a un grupo de enfermedades en las cuales a menudo hay una
tendencia heredada a desarrollar una reaccidn alérgica.

Ejemplos de trastornos atépicos incluyen alergia,
rinitis alérgica, dermatitis atdpica, asma y fiebre del heno.
El asma es un trastorno fenotipicamente heterogéneo asociado

con sintomas respiratorios intermitentes tales como, por



10

15

20

25

PN939

89

ejemplo, hiperreactividad bronguial y obstruccidén del flujo
de aire reversibié: Las caracterisgsticas
inmunohistopatolégicas del asma incluyen, por ejemplo,
erosidn del epitelio de las vias respiratorias, depdsito de
colédgeno debajo de la membrana de base; edema; activacidn de
células madre; e infiltracién celular inflamatoria (por
ejemplo, neutrédfilos, eosindfilos Yy linfocitos) . La
inflamacién de las vias respiratorias puede contribuir
adicionalmente con la hiperreactividad de las vias
respiratorias, limitacién del flujo de aire,
broncoconstriccién aguda, formacién de tapén de wmwucosa,
remodelacién de pared de las vias respiratorias y otros
sintomas respiratorics. Un antagonista IL-13 (por ejemplo, un
agente de unidén de IL-13 tal como fragmento de unidén a un
anticuerpo o antigeno descrito en la presente) se puede
administrar para aliviar uno o mds de estos sintomas.

Los sintomas de la rinitis alérgica (fiebre del heno)
incluyen picazdn, goteo, estornutatoria u obstruccidén de

nariz, y picazdn de ojos. Un antagonista de IL-13 se puede

- administrar para aliviar uno o més de estos sintomas. La

dermatitis atépica es una enfermedad crénica (de larga
duracidén} gue afecta a la piel. Se puede obtener informaciédn
sobre la dermatitis atdpica, por ejemplo, de la Publicacidén
de NIH No. 03-4272. En la dermatitis atdpica, la piel puede

originar una picazén extrema, que produce un enrojecimiento,
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inflamacidén, ruptura, goteo de fluido elaro Yy finalmente
formacién de cédscara y escamas. En muchos casocs, existen
periodos en los que la enfermedad empeora (denominados
exacerbaciones o irritaciones) seguidos por periodos en los
que la piel mejora o se aclara completamente (denominados
remisiones). La dermatitis atépica a menudo se denomina
"eczema” que es un término general para varios tipos de
inflamacién del a piel. La dermatitis atépica es la mas comin
de los muchos tipos de eczema. Ejemplos de dermatitis atépica
incluyen: eczema de contacto alérgico (dermatitis: una
reaccién rojiza, de picazdén, que gotea donde la piel entrd en
contacto con una sustancia que el sistema inmune reconoce
como extrafia, tal como hiedra venenosa o ciertos
conservadores en cremas y lociones); eczema de contacto (una
reaccidén localizada que incluye enrojecimiento, picazén, vy
ardor donde la piel entrd en contacto con un alergeno (una
sustancia gue produce alergia) o con un irritante tal como un
dcido, un agente de limpieza u otro quimico); eczema
dishidrético (irritacién de la piel en las palmas de las
manos y en las plantas de los pies caracterizada por ampollas
claras y profundas que pican Y arden); neurodermatitis
{(parches de escamas de la piel en la cabeza, piernas
inferiores, mufiecas, o antebrazos ocasionadas por una picazén
localizada (tal come un piquete de insecto) gque se irritd

intensamente al rascarse); eczema numular (parches en forma

(OL
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de monedas de piel irritada mas cominmente en los brazos,

espalda, nalgas, y parte inferior de 1las pPiernas que puede
poseer costras, escamas y picazén extremo); eczema seborreico
(amarillento, aceitoso, parches escamosos de piel en el cuero
cabelludo, cara y ocasionalmente en otras partes del cuerpo).
Sintomas especiales adicionales incluyen dermatitis de
estasis, pliegue atdpico (plegamiento Dennie-Morgan,
gueilitis, palmas hiperlineales, parpados hiperpigmentados
(parpados gque se oscurecieron en color a partir de una
inflamacién o por la fiebre del heno), ictiosis, queratosis,
liquenificacién, péapulas, Yy urticaria. Un agente de unién de
IL-13 se puede administrar para aliviar uno o mis de estos
sintomas.

Un método de ejemplo para el tratamiento de la rinitis
alérgica u otros trastornos alérgicos puede incluir terapia
de inicio con un antagonista de IL-13 antes de la exposicidn
a2 un alergeno, por ejemplo, antes de la exposicidn estacional
a un alergeno, por ejemplo, antes de los florecimientos de
alergenos. Tal terapia puede incluir una o mas dosis, por

ejemplo, dosis en intervalos regulares.

Cancer
IL-13 y sus receptores Pueden estar relacionados en el
desarrollo de por lo wenos algunos tipos de cancer, por

ejemplo, un céncer que deriva de células hematopoyéticas o un

05
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cancer gque deriva de células cerebrales o neurcnales (por
ejemplo, un glioblastoma). Por ejemplo, obstruccién de 1la
ruta de sefializacién de 1IL-13, por ejemplo, el uso de un
receptor de IL-13 soluble o un ratén deficiente STATe -/-,
produce el inicio retardado de un tumor y/o crecimiento de
lineas celulares del linfoma de Hodgkin o wun carcinoma
mamario metastdsico, respectivamente (Trieu et al. (2004)
Cancer Res. 64: 3271-75; Ostrand-Rosenberg et al. (2000) J.
Immunol. 165: 6015-6019). Los canceres dque expresan IL-13R (2
(Husain and Puri (2003) J. Neurooncol. 65:37-48; Mintz et al.
(2003) J. Neurooncol. 64:117-23) se pueden dirigir
especificamente mediante los anticuerpos anti-IL-13 que se
describen en la presente. Los agentes de unidén de IL-13, porx

ejemplo, moléculas de anticuerpos anti-IL-13, pueden ser

dtiles para inhibir la proliferacién de células cancerigenas

u otra actividad celular cancerigena. Un céncer se refiere a

una o mas. células gue posee una pérdida de respuesta a
controles de crecimiento normales, Yy dqgue tipicamente

prolifera con regulacién reducida relativa a una célula

normal correspondiente.

Ejemplos de céncer contra los cuales se pueden usar los
antagonistas IL-13 (por ejemplo, un agente de unidn de IL-13
tal como un fragmento de anticuerpo o antigeno descrito en la
presente) para el tratamiento incluyen leucemia, por ejemplo,

leucemia linfocitica crénica de células B, leucemia mieldgena

(04
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aguda y células 7T transformadas de tipo 1 del wvirus de

leucemia de células T humanas (HTLV-1) ; linfomas, por
ejemplao, linfoma de cé&lulas T, linfoma de Hodgkin;
glioblastomas; canceres pancreaticos; carcinoma celular

renal; carcinoma de ovarios; Y sarcoma de Kaposi del SIDA.
Por ejemplo, un agente de unidn de IL-13 (por ejemplo una
molécula de anticuerpo anti-IL-13) puede administrarse en una
cantidad efectiva para tratar o prevenir el trastorno, por
ejemplo, para reducir la proliferacién celular o para mejorar

por lo mencs un sintoma del trastorno.

Fibrosis

Los agentes de unidén de IL-13, también pueden ser Utiles
en el tratamiento de la inflamacidn y fibrosis, por ejemplo,
fibrosis del higado. La produccién de IL-13 se correlaciond
con el progreso de la inflamacién del higado (por ejemplo,
hepatitis viral) hacia la cirrosis, vy posiblemente, carcinoma
hepatocelular (de Lalla et al. (2004) J. Immunol. 173:1417-
1425). La fibrosis se produce, por ejemplo, cuando se
reemplaza el tejido normal por tejido de cicatriz, a menudo a
continuacién de la inflamacidn. Los virus de la hepatitis B v
de la hepatitis C causan una reaccién fibrosa en el higado,
que puede progresar hasta la cirrosis. A su vez, la cirrosis,
puede transformarse en complicaciones graves tales como

insuficiencia del higado o carcinoma hepatocelular. 1ILa

(a5
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actividad de blogueo de IL-13 usando los agentes de unidn de
1L-13, descritos en la presente, puede reducir la inflamacidn
y la fibrosis, por ejemplo, 1la inflamacidn, fibrosis, vy
cirrosis asociada con enfermedades del higado, en especial la
hepatitis B y C. Por ejemplo, un agente de unién de IL-13
(por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13) puede
administrarse en una cantidad efectiva para tratar o prevenir

el trastorno o para mejorar por lo menos un sintoma del

trastorno inflamatoric y/o fibrotico.

Enfermedad intestinal inflamatoria

La enfermedad intestinal inflamatoria (IBD, por sus
siglas en inglés} es la denominacién general para las
enfermedades que producen la inflamacidn de los intestinos.
Dos ejemplos de enfermedad de inflamacidn intestinal con la
enfermedad de Crohn vy la colitis ulcerosa. Se descubrid gue
1a sefializacién de IL-13/STAT6 estuvo relacionado en la
hipercontractividad inducida por inflamacién del misculo liso
de ratdn, un modelo de enfermedad de inflamacién intestinal
(Akiho et al. (2002) Am. J. Physiol. Gastroilntest. Liver
Physiol. 282:G226-232). Por ejemplo, un agente de unidén de
IL-13 {por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13)
puede administrarse en una cantidéd efectiva para tratar o
prevenir el trastorno o para mejorar por lo mengs un sintoma

del trastorno del intestino intlamatorio.
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Agentes de unidén de IL-13 adicicnales

También se proporcionan agentes de unién, diferentes a
los agentes de unidén que son anticuerpos y fragmentos de los
mismos, que se unen a IL-13, en especial agentes de unién gque
compiten con MJ2-7 & C65 y otros anticuerpos que se describen
en la presente para unirse a IL-13. Por ejemplo, los agentes
de unidén se pueden unir al misme epitopo o a un epitopo
superpuesto como MJ2-7 o C65 en IL-13., Los agentes de unién
inhiben o neutralizan preferentemente la actividad de IL-13.
Por ejemplo, los agentes de unién inhiben la unién de IL-13 a
IL-13Ral y, por ejemplo, no previene la unidén de IL-13 a IL-
4Ro. Tales agentes de unidn se pueden usar en los métodos gue
se describen en la presente, por ejemplo, los métodos para
tratar y prevenir trastornos. Todas las modalidades que se
describen en la presente, se pueden adaptar para usar con los
agentes de unién de IL-13.

Los agentes de unidén se pueden identificar a través de
una cantidad de medios, incluyendo modificar un dominio
variable descrito en la presente o realizar un injerto de uno
© mas CDR de un dominio variable descrito en la presente en
otro dominio de estructura. Los agentes de unidén también se
pueden identificar a partir de diversas bibliotecas, por
ejemplo, por medio de seleccién. Un método para la seleccidn

de bibliotecas de proteinas usa la muestra de fagos. Las

(04—
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regiones particulares de wuna proteina son variadas y se
identifican las proteinas que interactian con IL-13, por
ejemplo, mediante la retencién en un soporte sélido o
mediante otra aéociacién fisica. Para identificar agentes de
unién especiales que se unen al mismo epitopo o a un epitopo
superpuesto comc MJZ2-7 o C65 en IL-13, los agentes de unién
se pueden elulr agregando MJ2-7 o C65 (o un anticuerpo
relacionado), o se pueden evaluar los agentes de unidén en
experimentos de competencia con MJ2-7 o C65 (o un anticuerpo
relacionado). También es posible reducir la biblioteca de
agentes que se unen a otros epitopos poniendo en contacto 1la
biblioteca con un complejo que contiene IL-13 y MJ2-7 & C65
(0 un anticuerpo relacionado). La biblioteca reducida se
puede contactar entonces con IL-13 para obtener un agente de
unién gque se una con IL-13 pero no con IL-13 cuando se
encuentra unido por MJ2-7 o C65. También es posible usar
péptidos de IL-13 que contienen el epitopo de MJ2-7 o (65
como un objetivo.

El despliegue de fagos se describe, por ejemplo, en la
Patente U.§. No. 5,223,409; Smith (1985) Science 228:1315-
1317; WO 92/18619; WO 91/17271; WO 92/20791; WO 92/15679; WO
93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690; WO 90/02809; WO 94/05781;
Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al.
(1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989)

Science 246:1275-1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12:725-
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734; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol 226:889-896; Clackson
et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et al. (1992) PNAS
89:3576-3580; Garrard et al. (1991) Bio/Technology 9:1373-

1377; Rebar et al. (1996) Methods Enzymol. 267:129-49; vy
Barbas et al. (1991) PNAS B88:7978-7982. El despliegue de

superficie de levadura se describe, por ejemplo, en Boder y
Wittrup (1997) Nat. Biotechnol. 15:553-557. Otra forma de

despliegue es el despliegue de ribosomas. Ver, por ejemplo,

Mattheakis et al. (1994} Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:9022 0%
Hanes et al. (2000) Nat Biotechnoli 18: 1287-92; Hanes et al.

(2000) Methods Enzymol. 328:404-30 y Schaffitzel et al.

(1999) J Immunol Methods. 231 {(1-2}:119-35.

Los agentes de unidn que se unen a IL-13 pueden tener
caracteristicas estructurales de una proteina de andamiaje,
por ejemplo, un dominio plegado. Un dominio de andamiaje que
sirve de ejemplo, basado en un anticuerpo, es un andamiaje de
“minicuerpo” que se ha disefiado suprimiendo tres hebras beta
de un dominio variable de cadena pesada de un anticuerpo
monoclonal (Tramontane et al, 1994, J. Mol. Recognit. 7:9; Yy
Martin et al, 1994, EMBO J. 13, pp. 5303-5309). Este dominio
incluye 61 residucs y puede usarse para presentar dos espiras
hipervariables, por ejemplo, una o més espiras hipervariables
de un dominio variable descrito en la presente o una variante
descrita en la presente. En otro enfoque, el agente de unién

incluye un dominioc de andamiaje que es un dominio similar a

09
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una V (Coia et al. WO 99/45110). Los dominios similares a una
V. se refieremn a wun dominio que tiene caracteristicas
estructurales similares a los dominios pesados variables (VH)
0 ligeros variables (VL) de los anticuerpos. Otro dominio de
andamiaje deriva de la tendamistatina, wun “sandwich” de
laminas beta de seis hebras, de 74 residuos, mantenidos por
dos enlaces disulfuro (McConnell y Hoess, 1995, J. Mol. Biol.
250:460) . Esta proteina progenitora incluye tres espiras. Las
espiras pueden modificarse (por ejemplo, wusando CDRs o
espiras hipervariables descritas en 1la presente) o variarse,
por ejemplo, para seleccionar dominios gue se unan a IL-13,.
WO 00/60070 describe una estructura de “f-sandwich” derivada
del dominio extracelular natural de CTLA-4, gue puede usarse
como dominio de andamiaje.

Inclusive otro dominio de andamiaje para un agente
de wunién a IL-13 es un dominio basado en el dominio de
fibronectina tipo III o de proteinas relacionadas similares a
la fibronectina. El1 plegamiento global del dominio de 1a
fibronectina tipo III {Fn3) esti estrechamente relacionado
con el del fragmento de anticuerpo mis pequefio funcional: el
dominico variable de la cadena pesada del anticuerpo. Fn3 es
un “B-sandwich” similar al del dominio del anticuerpo VH,
excepto que Fn3 tiene siete hebras £ en lugar de nueve.
Existen tres espiras al final de Fn3;.1as posiciones de las

espiras BC, DE y FG corresponden aproximadamente a las de CDR

(LR RN A
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l, 2 y 3 del dominio VH de un anticuerpo. Fn3 es ventajosa
pues no tiene enlaces disulfufo. Por lo tanto, Fn3 es estable
en condiciones reductoras, a diferencia de los anticuerpos y
sus fragmentos (ver WO 98/56915, WO 01/64942, WO 00/34784) .
Un dominio Fn3 puede modificarse (por ejemplo, usando CDRs o

espiras hipervariables descritas en la presente) o variarse,

" por ejemplo, para seleccionar dominios que se unen a IL-13.

Inclusive otros dominios de andamiaje que sirven de
ejemplo incluyen: receptores de células T; proteinas MHC;
dominios extracelulares (por ejemplo, repeticicnes de
fibronectina Tipo 1III, repeticiomnes EGF); inhibidores de
proteasas (por ejemplo, dominios de Kunitz, ecotina, BPTI,
etc.); repeticiones de TPR; estructuras de tres hojas;
dominios dedo de zine; proteinas de unién a  ADN,
particularmente proteinas monoméricas de unidn a ADN;
proteinas de unién a ARN; enzimas, por ejemplo, proteasas
(particularmente proteasas inactivadas), RNasa; carabinas,
por ejemplo, tioredoxina, y proteinas de chogue térmico; vy
dominios de sefializacién intracelular (tales como dominios
SH2 y SH3). La U.S. 20040009530 describe ejemplos de algunos
andamiajes alternativos.

Los ejemplos de dominiocs de andamiaje pequefio incluyen:
dominios de Kunitz (58 aminodcidos, 3 enlaces disulfuro),
dominios del inhibidor de tripsina Cucurbida maxima (31

aminc&cidos, 3 enlaces disulfure), dominios relacionados con

N
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guanilina (14 aminocdcidos, 2 enlaces disulfurc), dominios
relacionados con enterotoxina estable al calor 1A de
bacterias gram‘ negativas (18 aminodcidos, 3 enlaces
disulfuro), dominios EGF {50 amincacidos, 3 enlaces
disulfuro), dominios de kringle (60 aminoidcidos, 3 enlaces
disulfuro), dominios que se unen a carbohidratos fingicos (35
aminodcidos, 2 enlaces disulfuro), dominios de endotelina (18
aminodcidos, 2 enlaces disulfuro), y dominio que se une a la
IgG de Streptococo G (35 aminodcidos, enlacesg Jque no son de
disulfuro). Ejemplos de dominios pequefios de andamiaje
intracelular incluyen dominios SHZ, SH3, y EVH. En general,
puede usarse cualquier dominio wmodular, intracelular o
extracelular.

Los criterios ejemplificativqs para evaluar un dominio
de andamiaje pueden incluir: (1) secuencia de aminoacidos,
(2) secuencias de varios dominios homélogos, (3) estructura
tridimensional, y/o (4) datos de estabilidad en un intervalo
de PH, temperatura, salinidad, gsolvente organico,
concentracidén de oxidante. En una modalidad, el dominio de
andamiaje es un dominio pequefic de proteinas estables, por
ejemplo, una proteina de menos de 100, 70, 50, 40 & 30
aminoécidos. El dominio puede incluir uno o mas enlaces
disulfuro o puede guelar un metal, por ejemplo, zinc.

Incluso otros agentes de unién se basan en péptidos, por

ejemplo, proteinas con una secuencia de aminodcidos que tiene

2
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menos de 30, 25, 24, 20, 18, 15 & 12 aminodcidos. Los

péptidos pueden incorporarse en una proteina mds grande,
aunque normalmente una regidn gue puede unirée en forma
independiente a IL-13, por ejemplo, a un epitopo descrito en
la presente. Los péptidos pueden identificarse por
visuvalizacién de fago. Ver, por ejemplo, US 20040071705,

Un agente que se une a IL-13 puede incluir enlaces no
peptidicos y otra modificacidn quimica. Por ejemplo, parte o
la totalidad del agente de unién puede sintetizarse como
péptido-mimético, por ejemplo, un peptoide {(ver, por ejemplo,
Simon et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:9367-71 y
Horwell (1995) Trends Biotechnol, 13:132-4). Un agente de
unidén puede incluir uno o mas (por ejemplo, todos) enlaces no
hidrolizables. Muchos enlaces peptidicos no hidrolizables se
conocen en la técnica, junto con procedimientos para la
sintesis de péptidos que contienen estos enlaces. Enlaces no
hidrolizables ejemplificativos incluyen enlaces peptidicos de
amida reducidos - - [CH,NH] - -, enlaces peptidicos de
cetometileno --[COCH,]--, enlaces peptidicos -- [CH(CN)NH] - -
(cianometilen)amino, enlaces peptidicos de hidroxietileno --
[CH,CH(CH} ] - -, enlaces peptidicos - [CH,0] - -, vy enlaces

peptidicos tiometileno -- [CH,S]-- (ver por ejemplo, Patente

U.5. No. 6,172,043).

Composiciones Farmacéuticas

16
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Los agentes de unidn de IL-13, por ejemplo, moléculas de
anticuerpos que se unen a IL-13 (tal como los descritos en 1la
presente) pueden usarse in vitro, ex vivo. Pueden
incorporarse en una composicidn farmacéutica, por ejemplo,
cuando se combinan con un agente de unién de IL-13 con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tal -composicién puede

contener, ademas de los antagonistas descritos en la presente

y vehiculo, varios diluyentes, rellenos, sales,
amortiguadores, estabilizantes, solubilizantes, Y otros
materiales conocidos en la técnica. Los materiales

farmacéuticamente aceptables en general son materiales que no
interfieren con la efectividad de la actividad biolégica de
un agente de unidén de IL-13. Las caracteristicas del vehiculo
dependerdn de la via de administracidén.

La composicidén farmacéu;ica descrita en la presente
también puede contener otros factores, tales como, 8in
caracter limitativo, otros anticuerpos anti-citosina u otros
agentes antiinflamatorios como se describe en mas detalle a
continuacién. Tales factores y/o agentes adicionales pueden
incluirse en la composicidn farmacéutica para producir un
efecto sinexrgistico con un agente de unidn de IL-13, por
ejemplo, una molécula de anticuerpe anti-IL-13, descrita en
la presente. Por ejemplo, en el tratamiento del asma
alérgica, una composicién farmacéutica descrita aqui puede

incluir anticuerpos anti-IL-4 o farmacos conocidos poxr
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reducir una respuesta alérgica.

La composicidn farmacéutica descrita en la presente
puede encontrarse en la forma de un liposoma en la cual un
agente de unién de IL-13, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo anti-IL-13, descritos en la Presente, se combina,
ademas de otros vehiculos aceptables desde el punto de vista
farmacéutico, con agentes anfipdticos tales como lipidos que
existen en forma agregada como micelas, monocapas insolublesg,
cristales liquidos o capas lamelares, mientras se encuentran

en solucién acuosa. Los lipidos apropiados para formulacién

con liposomas incluyen, sin caracter limitativo,
monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidas, ligsolecitina,
fosfolipidos, saponina, dcidos biliares, y similares,

Ejemplos de los métodos para preparar tales formulaciones de
liposomas incluyen los métodos descritos en -las Patentes U.S.
Nos. 4,235,871; 4,501,728; 4,837,028; y 4,737,323.

Como =se usa en 1la presente, el término “cantidad
Lerapéuticamente efectiva” se refiere a 1la cantidad total de
cada componente activo de 1a composicién farmacéutica o
método, que es suficiente para mostrar un beneficio
significativo para el paciente, por ejemplo, atenuacidén de
los sintomas dg, curacidén de, o aumento en la velocidad de
curacién de tales condiciones. Cuando se aplican a un

cemponente activo individual, administrado solo, el término

se refiere a este ingrediente solo. Cuando se aplica a una
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combinacién, el término se refiere a cantidades combinadas de
los componentes activos que producen el efecto terapéutico,
Ya sea administrado en combinacién, en forma serial o en
forma simultanea.

En la practica de el método de Cratamiento © uso, una
cantidad terapéuticamente efectiva de antagonista de IL-13,
por ejemplo, molécula de anticuerpo anti-IL-13 o su
fragmento, descritos en 1la presente, por ejemplo, una
molécula de anticuerpo que se une a IL-13 e interfiere con la
formacidn de un complejo de sefializacién de IL-13 funcional
(y, por ejemplo, neutraliza o inhibe una o mas actividades
asociadas con IL-13), se administra a un paciente, por
ejemplo, mamifero (por ejemplo, un humano). Un agente de
unidén de IL-13, por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-
IL-13, puede administrarse de acuerdo con el método descrito
en la presente ya sea solo o combinado con otros tratamientos
tales como tratamientos gque emplean citosinas, linfocinas u
otros factores hematopoyéticos, productos terapéuticos contra
el céncer, o agentes antiinflamatorios. Cuando se administra
en forma concomitante con uno o was agentes, un agente de
unién de IL-13, por ejemplo, molécula de anticuerpo anti-IL-
13, puede administrarse ya sea en forma simultanea con el
segundo agente, o en forma secuencia!. 8i se administra en
forma secuencial, el médico a cargo del tratamiento decidiri

sobre la secuencia apropiada de administracién de un agente
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de unién de IL-13, en combinacidn con otros agentes.

La administracién de un agente de unién IL-13, por
ejemplo, wmolécula de anticuerpc anti-IL-13 o su fragmento,
usado en la composicién farmacéutica puede llevarse a cabo en
una variedad de modos convencionales, tales como ingestidn
oral, inhalacién, o inyeccidén cuténea, subcuténea o)
intravenosa. Cuando una cantidad terapéuticamente efectiva de
un agente de unidén de IL-13, por ejemplo, molécula de
anticuerpo anti-IL-13 o su fragmento, se administra por
inyeccién endovenosa, cutdnea o subcuténea, el agente de
unién puede prepararse como solucidn acuosa libre de
pirdgenos, aceptable para uso parenteral. La composicidn de
tales soluciones proteicas aceptables para usc parenteral,
pueden adaptarse desde el punto de vista de factores, tales
como pH, isotonicidad, estabilidad, y similares, por ejemplo,
para optimizar la composicién para las condiciones
fisioldgicas, estabilidad del agente de unién, etcétera. Una
composicidén farmacéutica para -inyeccién endovenosa, cutanea,
¢ subcut@nea puede contener, por ejemplo, un +vehiculo
igotdnico tal como Inyeccidén de Cloruro de Sedio, Inyeccién
de Ringer, Inyeccién de Dextrosa, Dextrosa e Inyeccidn de
Cloruro de Sodio, Inyeccién de Ringer lactada u otro vehiculo
como se conoce en la técnica. La composicién farmacéutica
también puede contener estabilizantes, conservadores,

amortiguadores, antioxidantes, u otros aditivos.

=
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La cantidad de un agente de unidn de IL-13, por ejemplo,
molécula de anticuerpo anti-IL-13, en la composicidén
farmacéutica puede depender de la naturaleza ¥y gravedad de la
afeccidén tratada, Yy de la naturaleza de tratamientos
anteriores a los que se ha sometido el paciente. La
composicidn farmacéutica puede administrarse a pacientes
normales o pacientes que no muestran sintomas, por ejemplo,
en un modo profildctico. Un médico a cargc puede decidir 1la
cantidad de agente de unién de IL-13, por ejemplo, molécula
de anticuerpo anti-IL-13, con el cual tratar a cada paciente
individual. Por ejemplo, un médico a cargo puede administrar
bajas dosis de antagonista y observar 1la respuesta del
paciente. Dosis mas grandesg de antagonista pueden
administrarse hasta obtener el efecto terapéutico &ptimo para
el paciente, y en ese punto, en general no se aumenta en
forma adicional 1la dosificacidén. Por ejemplo, un producto
farmacéutico puede contener entre aproximadamente 0,1 mg a 50
mg de anticuerpo por kg de peso corporal, por ejemplo, entre
aproximadamente 0.1 mg v 5 mg o entre aproximadamente 8 mg y
50 mg de anticuerpo por kg de peso corporal. En una modalidad
en la cual el anticuerpo se administra por via subcutdnea a
una frecuencia de no mas de dos veces por mes, por ejemplo,
cada semana © mensualmente, Ja composicidn incluye una
cantidad de aproximadamente 0.7-3.3, por ejemplo, 1.0-3.0

wg/kg, por ejemplo, aproximadamente 0.8-1.2 & 1.2-2.8, 2.8-

1Y
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3.3 mg/kg.

La duracién del tratamiento usando 1la composicidn
farmacéutica puede variar, dependiendo de la gravedad de 1la
enfermedad y la afeccidén tratada y la potencial respuesta
idiosincrasica de cada paciente individual. En una modalidad,
el agente de wunién de IL-13, por ejemplo, molécula de
anticuerpo anti-IL-13, también puede administrarse a través
de la via subcutanea, por ejemplo, en el intervalo de una vez
por semana, una vez cada 24, 48, 96 horas, o no con mayor
frecuencia que tales intervalos. Ejemplos de las dosis pueden
encontrarse en el intervalo de 0.1-20 mg/kg, con  mayor
preferencia 1-10 mg/kg. El agente puede administrarse, por
ejemplo, por infusidén endovenosa a una velocidad de menos de
20, 10, 5 6 1 wmg/min para alcanzar una dosis de
aproximadamente 1 a 50 mg/m® o aproximadamente 5 a 20 mg/m? .

En una modalidad, una administracidn de un agente de
unidén de IL-13 al paciente incluye variar la dosificacién de
la proteina, por ejemplo, para reducir o minimizar los
efectos colaterales. Por ejemplo, el paciente puede recibir
una primera dosis, por ejemplo, una dosificacién menos de uné
cantidad terapéuticamente efectiva. En un intervalo
posterior, por ejemplo, por lo menos 6, 12, 24 6 48 horas mas
tarde, al paciente se le puedé administrar wuna segunda
dosificacién, pox ejemplo, una dosificacién gque es por lo

menos 25, 50, 75 6 100% mas grande que la primera dosig. Por
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ejemplo, la segunda Y/©o una tercera, cuarta Y quinta dosis
comparable puede ser por lo menos aproximadamente 70, 80, 90

-

O 100% de una cantidad terapéuticamente efectiva.

Inhalacién

Una composicidén gque incluye un agente de unién de IL-13,
por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13, puede
formularse paraﬁ inhalacién u otro mode de administracidén
pulmonar. En consecuencia, el agente de unidén de IL-13
descrito en la presente puede administrarse por inhalacién al
tejideo pulmonar. El1 término “tejido pulmonar” como se usa en
la presente se vrefiere a cualquier tejido del tracto
respiratorio e incluye tanto el tracto respiratorio superior
e inferior, excepto donde se indique de otro modo. Un agente
de unién de IL-13, por ejemplo, molécula de anticuerpo anti-
IL-13, puede administrarse en combinacién con uno o més gde
las modalidades existentes para tratar enfermedades
pulmonares.

En un ejemplo, el agente de wunién de IL-13 esté
formulado para un nebulizador. En ﬁna modalidad, el agente de
unién de IL-13 puede almacenarse en forma liofilizada (poxr
ejemplo, a temperatura ambiente) y reconstituirse en solucidn
antes de la inhalacién. También es posible formular el agente

de unién de 1I1L-13 para inhalacién usando un dispositivo

(20
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médico, por ejemplo, un inhalador. vVer, por ejemplo, U.S.
6,102,035 (un inhalador de polvo) 'y 6,012,454 (en un
inhalador de polvo seco). El inhalador puede incluir
compartimientos separados para el ‘agente de unién de IL-13 a
un pH apropiadé para almacenamiento Y otro compartimiento
para un amortiguador neutralizador Y un mecanismo para
combinar el agente de unién de IL-13 con un amortiguador
neutralizador inmediatamente antes de la atomizacién. En una
modalidad, el inhalador es un inhalador de dosis medida.

Los tres sistemas comunes usados pPara administrar
farmacos en forma local a los pasajes de aire pulmonares
incluyen inhaladores de polvo seco (DPI), inhaladores de
dosis medida (MDI) Yy nebulizado;es. Los MDI, el método mas
popular de administracidn por inhalacién, pueden usarse para
administrar medicamentos en forma solubilizada © como una
dispersidén. Normalmente los MDI comprenden un propulsor de
Fredbn u otro propulsor con presién de vapor relativamente
alta que fuerza 1la medicacién en aerosol en el tracto
respiratorio luego de la Uactivacién del dispositivo. a
diferencia de los MDI, los DPI €n general se basan totalmente
en los esfuerzos de inspiracién del paciente por introducir
un medicamento en una forma de polvo seco a los pulmones. Los
nebulizadﬁres forman un medicamento en aerosol que se
inhalard impartiendo energia a la solucién liguida. También

se ha explorado 1la administracién pulmonar directa de

[Z4
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férmacos durante la ventilacién liquida o 1lavaje pulmonar
usando un medio fluoroquimico. Estos Y otros métodos pueden
usarse para administrar un agente de unidn de IL-13, por
ejemplo, molécula de anticuerpo anti-IL-13. En una modalidad,
el agente de unién de IL-13 estd asociado con un polimero,
por ejemplo, un polimero que estabiliza o aumenta la wvida
media del compuesto.

Por ejemplo, para administracién por inhalacidén, un
agente de unién de IL-13, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo anti-IL-13, se administra en forma de una
atomizacidén en aerosol desde un recipiente preéurizado que
contiene un propulsor apropiado o un nebulizador. El agente
de unidén de IL-13 puede encontrarse en la forma de una
particula anhidra o como liquido. Las particulas que incluyen
el compuesto pueden prepararse, por ejemplo, mediante secado
por atomizacidn, secando una splucién acuosa del antagonista
del agente de unién de IL;13, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo anti-IL-13, con un agente neutralizador de carga y
luego creando particulas del polvo seco o secando una
solucidn acuosa en un modificador organico y luego creando
particulas del polvo seco.

El agente de unién de 1IL-13 puede administrarse de
manera conveniente en forma de una presentacidén de
atomizacién en aeroscl de envases presurizados o un

nebulizador, con el usoc de un propulsor apropiado, por
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ejemplo, diclorodifluoromgtano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, aiéxido de carbono u otro gas
apropiado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de
dosificacién puede determinarse suministrando una valvula
para administrar una cantidad medida. Las cidpsulas y los
cartuchos para uso en un inhalador o insuflador pueden
formularse para que contengan una mezcla de polvo de un
agente de unidén de IL-13, por ejemple, una wolécula de
anticuerpo anti-IL-13, y una base de polvo apropiada tal como
lactosa o almidén, si 1la particula es una particula
formulada. Ademds del compuesto formulado o no formulado,
otros materiales tales como 100% dé DPPC u otros surfactantes
pueden mezclarse con el agente de unién de IL-13 para
promover la administracién vy dispersidén del compuesto
formulado o no formulado. Los métodos de preparaciénide las
particulas secas se describen, por ejemplo, en WO 02/32406.
Un agente de unién de IL-13, por ejemplo, una molécﬁla
de anticuerpo anti-IL-13, puede formularse para la
administracién en aerosol, por ejemplo, como particulas de
aerosol seco, tal que cuando se administra puede absorberse
rapidamente y puede producir un resultado terapéutico local o
sistémico répido. La édministracién puede disefiarse para
proveer actividad detectable dentro de 2 minutos, 5 minutos,
1 hora & 3 horas de administracién. En algunas modalidades,

la actividad pico puede lograrse inclusoc méas rapidamente, por
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ejemplo, dentro de media hora o incluso dentro de los diez
minutos. Un agente de unién de 1IL-13, por ejemplo, una
molécula de anticuerpo anti-IL-13, puede formularse para una
vida media biolégica mis extensa (por ejemplo, por asociacidén
con un polimero tal como PEG) para usar como alternativa a
otros modos de administracién, por ejemplo, tal que el
compuesto entra en la circulacién a partir del pulmén y se
distribuye a otros érganos o© a un Organo blanco en
particular.

En una wmodalidad, el agente de unién de 1IL-13, por

ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13 o su

fragmento, se administra en una cantidad tal que por lo menos

c\e

5 de la masa del polipéptido se administra al tracto

respiratorio inferior o a la parte profunda del pulmén. La
parte profunda del pulmén tiene wuna red de capilares
extremadamente rica. La membrana respiratoria que separa el
lumen capilar del espacio de aire alveolar es muy delgada (<
6 pm) y extremadamente permeable. Ademds, la capa de liguido
que recubre la superficie alveolar es rica en tensioactivos
pulmonares. En otras modalidades, por lo menos 2%, 3%, b%,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% u 80% de 1la composicidn de
un agente de unién de IL-13, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo anti-IL-13, se administra al tracto respiratorio
inferior o a la parte profunda del pulmén. La administracidn

a cualquiera o a ambos tejidos produce una absorcidn

24
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eficiente del agente de unién de IL-13 y alta
biodisponibilidad. En una modalidad, el agente de unién ge
IL-13 se provee en una dosis medida usando, por ejemplo, un
inhalador o nebulizador. Por ejemplo, el agente de unidén de
IL-13 se administra en una forma de dosificacién unitaria de
por lo menos aproximadamente 0.0i, 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, s,
10, 20, 40 & 50 mg/disparo o wmas. El porcentaje de
biodisponibilidéd puede calcularse de la siguiente manera:
porcentaje de biodisponibilidad =‘(AUCm,hwmbm/AUCLv_o se.) X
(dO8iS;.v. 5 s.6./d051S g invasiva) X 100.

Aungque no eg necegario, pueden usarse potenciadores de
administracién tales como tensioactivos para potenciar en
forma adicional 1la administracidn pulmonar. Un “tensicactivo”
come se usa en la presente, se refiere a un agente de unidn
de IL-13 que tiene un radical hidrofilico o lipeofilico, que
promueve la absorcién de un farmaco interactuando con una
interfase entre dos fases no miscibles. Los tensiocactivos son
Gtiles en 1las particulas secas por varias razones, por
ejemplo, reduccidén de 1la aglomeracién de particulas,
reduccién de fagocitosis de macrdéfago, etc. Cuando se acopla
con un tensiocactivo pulmonar, puede lograrse una absorcién
mids eficiente del agente de unién de IL-13 ya dgue los
tensicactivos, tales como DPPC, facilitaran en gran medida la
difusién del compuesto. Los tensiocactivos son conocidos en la

técnica e incluyen sin caracter limitativo fosfoglicéridos,
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por ejemplo, fosfatidilcolinas, L-alfa-fosfatidilcolina
dipalmitoilo {DPPC) ¥ difosfatidil glicerol (DPPG) ;
hexadecanol; Acidos grasos; polietilenglicol (PEG) ;
polioxietilen-9-; auril éter; éciéo palmitico; &cido oleico;
trioleato de sorbitan (Span 85); glicocolato; surfactina;

poloxbmero; éster del acido graso de sorbitan; trioleato

sorbitan; tiloxapol; y fosfolipidos.

Estabilizacién

En una modalidad, un agente de unidn de IL-13, por
ejemplo, molécula de anticuerpo anti-IL-13, estd fisicamente
asociado con un radical que mejora su estabilizacién y/o
retencidn en la circulacidn, por ejemplo, en la sangre,
suero, linfo, lavaje pulmonar u otros tejidos, por ejemplo,
en por lo wmenos 1,5, 2, 5, 10 & 50 veces,

Por ejemplo, un agente de unién de IL-13, por ejemplo,
una molécula de anticuerpo anti-IL-13, puede asociarse con un
polimero, por ejemplo, poliﬁeros sustancialmente no
antigénicos, tales como 6xidos de polialquileno u &xidos de
polietilenc. Los polimeros apropiades variaran
Sustancialmente en peso. Pueden usarse los polimeros que
tienen pesos moleculares de ndmero promedio que oscilan desde
aproximadamente 200 hasta aproximadamente 35,000 (o
aproxXximadamente 1,000 hasta aproximadamente 15,000, vy 2,000

hasta aproximadamente 12,500).

IZ6
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Por ejemplo, ﬁn agente de unidén de IL-13, poxr ejemplo,
una molécula de anticuerpo anti-IL-13, puede conjugarse a un
polimero soluble en agua, por ejemplo, polimeros
polivinilicos hidrofilicos, por ejemplo, alcohol polivinilicoe
Yy polivinilpirrolidona. Un listado no limitativo de tales
polimeros incluye homopolimeros de 6xido de polialquileno
tales como polietilenglicol (PEG) © propilenglicoles,
polioles polioxietilenados, sus copolimeros y sus copolimeros
de bloque, siempre que se mantenga la solubilidad en agua de
los copolimeros de blogque. Los polimeros dtiles adicionales
incluyen polioxialguilenos tales como’ polioxietileno,
polioxipropileno, Y copolimeros de bloque de polioxietileno v
polioxipropileno (Pluronics) ; polimetacrilatos; carbdmeros;
polisacaridos ramificados o no ramificadoslque comprenden los
monémeros sacaridos D-manosa, D- Y L-galactosa, fucosa,
fructesa, o-xilosa, L-arabincsa, &cido o-glucurdnico, &cido
sialico, A&cido D-galacturénico, 4cido D-manurénico. (por
ejemplo, Acido polimannurénico, o &cido alginico), D-
glucosamina, D-galactosamina, D-glucosa Y &cido neuraminico
incluyendo homopolisaciridos Y heteropolisacaridos tales como
lactosa, amilopectina, almidén, hidroxietil almidén, amilosa,
sulfato de dextrano, dextrano, dextrinas, glicdégeno, o 1la
subunidad de polisacarido de &cidos mucopolisaciridos, por
ejemplo, &cido hialurédnico dcido; polimeros de alcoholes de

azlicar tales como polisorbitol vy polimanitol; heparina o

(24~
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heparan.

Los conjugados de un agente de unién de IL-13, por
ejemplo, una moléculs de anticuerpo anti-IL-13, y un polimero
pueden separarse de los materiales iniciadores sin
reaccionar, por ejemplo, por filtracién en gel o

cromatografia de intercambio idnico, por ejemplo, HPLC, Las

de la misma manera. La resolucidén de diferentes eéspecies (por
ejemplo, gue contienen uno o dos residuos de PEG) también eg
posible debido a 1a diferencia en las Propiedades idnicas de
les  amincécidos sin reaccionar. Ver, ©por ejemplo, WO
96/34015.

Uso de antagonistas de IL-13 para modular uno o mwas

actividades asociadas con IL-13 in vivo

Incluso en otro aspecto, la invencidn caracteriza uyn
método para modular {(por ejemplo, reducir, neutralizar e/o
inhibir) una o mss actividades asociadas de IL-13 in vivo
mediante 1la administracién de un agente de unidén de IL-13,
por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13, descritos
en la presente en una cantidad suficiente para inhibir gy
actividad. Un agente de wunidn de IL-13, también puede
administrarse a pacientes para los cuales ge requiere

inhibicién de una respuesta inflamatoria mediada por IIL-13.

Estas afecciones incluyen, por ejemplo, inflamacién de las
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vias respiratorias, asma, fibrosis, eosinofilia Y aumento de
la produccién de mucosidad.

La eficacia de un agente de unién de IL-13, por ejemplo,
una molécula de anticuerpo anti—IL;l3, descritos en 1la
presente puede evaluarse, por ejemplo, mediante la evaluacidn
de la capacidad del antagonista para modular 1la inflamacién
de las vias respiratorias en.monos cinomolgos expuestos a un
alergeno de Ascaris suum. Un agente de unién de IL-13,
particularmente uno que inhibe Por lo menos una actividad de
IL-13, puede usarse bara neutralizar o inhibir una o mas
actividades asociadas con IL-13, por ejemplo, para reducir la
inflamacién mediada por IL-13 in vivo, por ejemplo, para
tratar o prevenir patologias asociadas con IL-13, incluyendo
asma y/o sus sintomas asociados.

En una modalidad, un agente de unién de IL-13, por
ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13, pPor ejemplo,
sus composiciones farmacéuticag, se administra en tratamiento
combinade, es decir, combinados con otros agentes, por
ejemplo, agentes Cerapéuticos, que son Gtiles para tratar
afecciones o trastornos‘ patoldgicos, tales como Lrastornos
alérgicos e inflamatorios. E1l término ‘“en combinacidn” en
este contexto se refiere a que los agentes se administran
sustancialmente en forma contemporédnea, va sea en forma
simulténea o en forma secuencial. Si se administra en forma

secuencial, en el inicio de administracién del segundo

21
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compuesto, el pfimero de los dos compuestos de preferencia es
detectable en concentraciones efectivas en e] sitio de
tratamiento.

bPor ejemplo, el tratamiento combinado puede incluir uno
© mas agentes de unién de IL-13, por ejemplo, anticuerpos
anti-IL-13 y sus fragmentos, por ejemplo, que se unen a IL-13
€ interfiexen con la formaciédn de un complejo de seflalizacidn
de IL-13 funcional, formulado en forma conjunta con, vy/o
administrade en forma concomitante con, une o mas agentes
terapéuticos adicionales, por ejemplo, uno o mas inhibidores
de c¢itosinas y factor del crecimiento, inmunosupresores,
agentes antiinflamatorios, inhibidores metabdlicos,
inhibidores enzimaticos, y/o - agentes citotdxicos o
citostaticos, como se describe en mds detalle a continuacién.
En forma adicional, uno o mas agentes de unidén de IL-13, por
ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13, pueden usarse
en combinacién con dos o mis de los agentesg terapéuticos
descritos en 1la bresente. Tales tratamientos combinados
pueden usar en forma ventajosa dosificaciones mas bajas de
los agentes terapéuticos administrados, evitando de este modo
posibles toxicidades o complicaciones asociadas con las
diferentes monoterapias. Adem&s, los agentes terapéuticos
descritos en la presente actlan en viag que difieren de 1la
via de IL-13/receptor de IL-13, y_de este modo se espera gue

potencien v/o ginergicen con los .efectos de 1los agentes de
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unidén de IL-13.

Los agentes terapéuticos gue interfieren con diferentes

desencadenantes del asma 0 inflamacidn de las vias

respiratorias, por ejemplo, agentes terapéuticos usados en el
tratamiente de 1la alergia, infecciones de 1las vias
respiratorias superiores, o infecciones de los oidos, pueden
usarse en combinacién con un agente de unién de IL-13, por
ejemplo, una molécula de anticuerpo anti—IL—lj. En una
modalidad, uno o mas agentes de unién de IL-13, por ejemplo,
anticuerpos anti-IL-13 Y sus fragmentos, pueden formularse en
forma conjunta con, y/o administrarse en forma concomitante
con, unce o més agentesg adiciénales, tales como otros
antagonistas de citosinas o factor del crecimiento (por
ejemplo, receptores solubles, inhibidores peptidicos,
moléculas pequefias, fusiones de ligandos), anticuerpos o sus
fragmentos que se unen al antigeno Jque 'se unen a otros
blancos (por ejemplo, anticuerpos que se unen a otras
citosinas o factores del crecimieﬁto, SUus receptores, u otras
moléculas de 1la superficie celular), y citosinas anti-
inflamatorias o sus agonistas. Ejemplos no limitantes de los
agentes que pueden usarse en combinacidn con agentes de unidén
de IL-13, por ejemplo, anticuerpos anti-IL-13 Y sus
fragmentos, incluyen, pero no se limitan a, esteroides
inhalados; beta-agonistas, por ejemplo, beta-agonistas de

accidén corta o de accisdn prolongada; antagonistas de

(3]
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leucotriencs o receptores de leucotrieno; combinacién de
férmacos, tales como ADVAIR®; inhibidores de IgE, por
ejemplo, anticuerpos anti-IgE (por ejemplo, XOLAIR®) ;
inhibidores de fosfodiesterasa {por ejemplo, inhibidores de
PDE4) ; =xantinas; f&rmacos anticolinérgicos; agentes de
estabilizacién de cé&lulas cebadas, tales como cromolina;
inhibidores de IL-4; inhibidores de IL-5; inhibidores de
eotaxina/CCR3 y antihistaminas.

En otras modalidades, uno o mas agentes de unién de II.-
13, por ejemplo, moléculas de anticuerpos anti-IL-13, pueden
formularse en forma conjunta con, y/0 administrarse en forma
concomitante con, uno o m&s farmacos antiinflamatorios,
inmunosupresores o inhibidores metabdélicos © enzimiticosg,
Ejemplos de los farmacos o inhibidores que pueden usarse en
combinacién con los agentes de unidén de IL-13, por ejemplo,
anticuerpos anti-IL-13 Y sus fragmentos, incluyen, pero no se
limitan a, uno o mas de: Ejemplos adicionales de los agentes
terapéuticos gue pueden co-administrarse y/o co-formularse
con uno o mas anticuerpos anti-IL-13 © fragmentos de losg
mismos, incluyen uno o mas de: antagonistas de TNF (por
ejemplo, un fragmento soluble de. un receptor de TNF, por
ejemplo, el receptor de TNF P55 © p75 de humano o derivados
de los mismos, por ejemplo, TNFR-IgG de 75 kd (proteina de
fusién del receptor de TNF-IgG de 75 kD, ENBREL™)) ;

antagonistas de la enzima de INF, por ejemplo, inhibidores de

&2
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la enzima que convierte TNFw (TACE) , antagonistas del
Teceptor muscarinico; antagonistas de TGF-8; interferdn gama;
perfenidona; agentes quimioterapéuticos, por ejemplo,
metotrexato, leflunomida o un sirolimo (rapamicina) o uno de
Sus andlogos, por ejemplo, CCI-779: Cox2 € inhibidores de
cPLAZ; NSAIDs; inmunomoduladores; inhibidores de p38,

inhibidores de TPL-2, Mk-2 ¥ NFkB, entre otros.

Formulacioneg_pa;a vacunas

En otro aspecto, la invencién caracteriza un método para
modificar una respuesta inmune asociada con la inmunizacién.
Un agente de unién de IL-13 {por ejemplo, una molécula de

anticuerpo anti-IL-13), puede usarse bara aumentar 1a

ejemplo, administracién de una vacuna. En una modalidad, 1la
inmunidad provocada por 1la vacunacién es una Anmunidad
celular, por ejemplo, una inmunidad contra células
cancerigenas o células infectadas con virus, por ejemplo,
infectadas con retrovirus, por ejemplo infectadas con VIH. En
una medalidad, 1a formulacién de vacuna contiene uno o mis
agentes de unién de IL-13 Y un antigeno, por ejemplo, un
inmunégeno. En otra modalidad, el agente de unién de IL-13 Yy

el inmunégeno se administran en forma separada, por ejemplo,
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dentro de una hora, tres horas, un dia o dos dias entre gi.
El agente de unién de IIL.-13 puede ser uno que neutraliza o

inhibe una o mis de las actividades de IL-13.

La inhibicién de IL-13 puede mejorar ia eficacia de, por
ejemplo, vacunas celulares, por ejemplo, vacunas contra
enfermedades tales como cdncer e infeccidn viral, por
ejemplo, infeccién retroviral, por ejemplo, infeccidn por
VIH. La induccién de 1infocitos: T CD8" citotdxicos (CTL)
producida por las vacunas ests modulada en sentido

descendente por las células T CD4%, probablemente a Lravés de

la citosina IL-13. ILa inhibicién de 11.-123 ha demostrado

potenciar la induccién a través de las wvacunas de la

respuesta de CTL (Ahlers et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA  99:13020-10325). Un agente de wunidén de IL-13, por
ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13, un anticuerpo
descrito en la presente, puede usarse en conjunto con una
vacuna para aumentar la eficacia de la vacuna. El cancer y la
infeccién viral (tales como la infeccién retroviral (por
ejemplo, VIH)) son ejemplos de trastornos contra los cuales
puede ser efectiva 1la respuesta a la vacuna celular. La
eficacia de 1la vacuna se mejora mediante el blogueo de 1a
seflalizacidén de IL-13 en el momento de vacunacién (Ahlers et
al. (2002) Proc. Nat. Acad. Sci. Usa 99:13020-25). Una
formulacién para vacunas puede administrarse a un paciente en

forma de una composicién farmacéutica o terapéutica.
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Métodos para diagnéstico, propésito y monitoreo de trastornos

Los agentes de unién de IL-13 Pueden usarse in vitro e
in vivo como agentes de diagnéstico. Un ejemplo de un método
incluye: (i) administrar el agente de unién de IL-13 (

por
ejemplo una molécula de anticuerpo IL-13} a un paciente; vy
(ii) detectar el agente de unidén de IL-13 en el paciente. La
deteccidén puede incluir determinar la ubicacidén del agente de
unién de IL-13 en el paciente. Otro ejemplo de un método
incluye poner en contacto un agente de unidén de IL-13 con una
muestra, por ejemplo, una muestra de un paciente. Puede
determinarse la presencia o ausencia de IL-13 o el nivel de
IL-13 (ya sea cualitativo o cuantitativo) en la muestra.

En otro asgpecto, 1la presentg invencién proporciona un
método de diagnéstico para detectér la presencia de una IL-
13, in vitro (por ejemplo, una muestra biolégica, tal como
tejido, biopsia) o in vivo (por ejemplo, formacién de imagen

in vivo en un paciente).

El método incluye: (i) poner en contacto una muestra con
un agente de unién de IL-13; y (ii) detectar la formacidn de
un complejo entre el agente de unidn de IL-13 y la muestra.
El método también puede incluir, poner en contacto una
muestra de referencia (por ejemple, una muestra de control)
con el agente de unién, y determinar el grado de la formacién

del complejo entre e] agente de unién y la muestra con
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relacidén a la misma para la muestra de referencia. Un cambio,
por ejemplo, un cambio estadisticamente significativo, en la
formacién del complejo’en la muestra o sujeto con relacién a
la muestra o el sujeto de control puede ser indicativo de la
presencia de IL-13 en la muestra.

Otro método incluye: (i) administrar el agente de unidén
de IL-13 a un paciente; y (ii) detectar la formacidén de un
complejo entre el agente de unidén de IL-13, y el paciente. La
deteccidén puede incluir determinar la ubicacién o tiempo de
la formacidén del complejo.

El agente de unién de IL-13 puede marcarse directa o
indirectamente con una sustancia detectable para facilitar la
deteccidn de la proteina adherida o no adherida. Las
sustancias detectables apropiadas incluyen varias enzimas,
dgrupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes y materiales radiactivos.

La formacién de complejo entre el agente de unién de IL-
13 y la IL-13 puede detectarse a través de la medicidén o
vigualizacidén del ligando unido a la IL-13 o el ligando no
unido. Pueden usarse ensayos de deteccién convencionales, por
ejemplo, un ensaya inmunoabsorbente ligadoe a las enzimas
(ELISA), un radioinmuncensayo (RIA) o inmunohistoquimica de
tejido. Ademds de marcar el agente de unién de IL-13, la
presencia de Iy—lB puede evaluarse en una muestra a través de

un inmunoensayo de competicidn usando los esténdares marcados
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con una sustancia detectable Y un agente de unién de IL-13 no
marcade. En un ejemplo de esta prueba, la muestra bioclégica,
los esténdares marcados Y el agente de unidn de IL-13 estéan
combinados y se determina la cantidad de estindar marcado
unideo al 1ligando no marcado. La cantidad de L-13 en 1la
muestra es inversamente proporcional a la cantidad de

estandar marcado unido al agente de unién de IL-13.

Métodos para diagnosticar, pronosticar y/o monitorear el asma

Los agentes de unidén descritos en 1la presente pueden
usarse, por ejemplo, en los métodos para diagnosticar,
pronosticar y monitorear el progreso del asma a través de la
medicidén del nivel de IL-13 en una muestra bioldgica. Ademis,
este descubrimiento permite la identificacidn de nuevos
inhibidores de sefializacién de IL-13, que también seri atil
en el tratamiento del asma.

Estos métodos para diagnosticar el asma alérgica y no
alérgica pueden incluir detectar una alteracién (por ejemplo,
una reduccidn o© un aumento) de IL-13 en una muestra
bioldgica, pPor ejemplo, suero, plasma, ligquideo de lavaje
broncoalveolar, esputo, etc. “Diagnéstico” o “diagnosticar”
se refiere 2 identificar la presencia o ausencia de una
condicidén patolégica.. Los métodos de diagnéstico incluyen

detectar la presencia de IL-13 a través de la determinacién

de una cantidad experimental de polipéptido de IL-13 en una

ﬂﬂrlf.‘?:

157



10

15

126
¢ pRocy

muestra biolégica, por ejemplo, en 1liquido de lavaje
broncoalveolar, de un paciente (humano o mamiferc no humano}) ,
Y comparar la cantidad de prueba con una cantidad o intervalo
normal (es decir, una cantidad © intervalo de un individuo(s)
que se conozca que no sufra asma) para el polipéptido de TL-
13. Mientras que un método de diagndstico particular puede no
proveer un diagnéstico definitivo del asma, es suficiente gi
el método provee una indicacién positiva que ayuda en el
diagnéstico.

Los métodos para pronosticar el asma y/o trastornos
atdpicos pueden incluir detectar la regulacién hacia arriba
de IL-13, a nivel de ARNm o de proteina. “Prondstico” o
"pronosticar” se refiere a predecir el desarrollo probable
y/o gravedad de wuna condicidn patolégica. Los métodos de
prondstico incluyen determinar la cantidad de prueba de IL-13
€n  una muestra bioldgica de un pacieﬁte, Y comparar la
cantidad de prueba con una cantidad © intervalo de prondstico
(es decir, una cantidad o intervalo de individuos con
gravedades variables del asma) para IL-13. Varias cantidades
de la IL-13 en una muestra de prueba son consistentes con
determinados prondsticos para el asma. La deteccidén de una
cantidad de IL-13 en un nivel de pronéstico particular provee
un pronéstico para el paciente.

La presente golicitud provee, ademis, métodos para

monitorear el curso del asma mediante la deteccidn de la sub-



10

15

20

25

127 s NOOTR

regulacién de 1IL-13. Los métodos de wmonitoreo incluyen
determinar la cantidad de pruebas de IL-13 en muestras
biolégicas tomadas de un paciente ‘en un primero Y un segundo
momento, vy compérar las cantidades. Un cambio en 1la cantidad
de IL-13 entre el primero y el segundo momento puede indicar
un cambic en el curso del asma y/o trastorno atdépico, con una
reduccidn en la cantidad que indica la remisién del asma, vy
un aumento en la cantidad que indica 1a progresidn del asma
y/o trastorno atépico. Estas Pruebas de monitoreo también son
Utiles para evaluar 1la eficacia de wuna intervencisén
terapéutica particular (por ejemplo, atenuacidén y/0 retroceso
de una enfermedad) en pacientes tratados pPor un trastorno
asociado con la IL-13.

Los ligandos de proteinas marcados con fluoréforo vy
crombforo pueden prepararse. Los radicales flubrescentes
pueden seleccionarse para tener una absorcién sustancial a
longitudes de onda mayores de 310 nm, y de preferencia poxr
encima de 400 nm. Una variedad de fluorescedores y crohéforos
apropiados se describen por stryer (1968) Science, 162:526¢ vy
Brand, I,. et al. (1972) Annual Review of Biochemigtry,
41:843-868. Los agentes de unién pueden marcarse con grupos
de crombforos fluorescentes por los procedimientos
convencionales tales como los descritos en las Patentes U.Ss.
Nos . 3,940,475, 4,289,747, Yy 4,376,110, Un grupo de

fluorescedores que tienen un nimeroc de propiedades desgeables
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descritas con anterioridad es el de 1los colorantes de
xanteno, que incluyen las fluoresceinas Y las rodaminas. Otro
grupo de compuestos fluorescentes son las naftilaminas. Una
vez marcado con un fluordforo o croméforo, el agente de unisdn
puede usarse para detectar 1a presencia o localizacién de 1la
IL-13 en wuna muestra, por ejemplo, usando microscopia

fluorescente (tales como microscopia confocal o

desconvolucién) .

Analisis Histoldgicos. La inmunohistoquimica puede realizarse
usando los agentes de unién descritos en la presente. Por
ejemplo, en el caso de un anticuerpo, el anticuerpo puede
sintetizarse «con wuna marca (Fal Como una marca de
purificacidén o epitopo), © puede marcarse en forma
detectable, por ejemplo, conjugando una marca Q@ grupo que se
une a la warca. Por ejemplo, un quelador puede unirse al
anticuerpo. E1 anticuerpo se pone en contacto luego con una
preparacidn histolégica, por ejemplo, una seccién fija de
tejido gue se encuentra en un portaobjetos del microscopio.
Después de una incubacién de unidn, la preparacién se lava
bPara retirar el anticuerpo no unido. La Preparacidén se
analiza luego, por ejemplo, usando microscopia, para
identificar si el anticuerpo se unié a la Preparacién. E1
anticuerpo {(u otro polipéptido o péptido) puede no estar

marcados en el momento de la unién. Luego de unir vy lavar, el

o

Fy
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anticuerpo se marca para hacerlo detectable.

Arreglos de Proteinas. Un agente de unidn de 1IL-13 (por
ejemplo, una Proteina que es un agente de unién de IL-13)

también puede inmovilizarse en un arreglo de proteinas. EI

arreglo de proteina puede wusarse como herramienta de

diagndstico, pPor ejemplo, para seleccionar muestras médicas
(tales como cé&lulas aisladas, Sangre, suero, biopsias, y
similares). El arreglo de proteina puede incluir, ademis,
Otros agentes de unién, por ejemplo, que se unen a IL-13 o a
otras moléculas blanco. |

Los métodos Para producir arreglos de proteinas se
describen, por ejemplo, en De Wildt et al. (2000) Nat.
Biotechnol, 18:989-994; Lueking et al. (1999) Anal. Biochenm.
270:103-111; Ge (2000) Nucleic Acids Kes. 28, e3, I-VI1I;
MacBeath and Schreiber {2000} Science 289:1760-1763;: WO
01/40803 y WO 99/51773A1. Los polipéptidos para el arreglo
Pueden mancharse a alta velocidad, por ejemplo, usando
aparatos robéticos comercialmente disponibles, por ejemplo,
de Genetic MicroSystems o BioRobotics. El sustrato del
arreglo puede ser, por ejemplo,' nitrocelulosa, plastico,
vidrio, por ejemplo, vidrio modif%cado en la superficie. E]
arreglo puede incluir, ademés, una matriz porosa, por
ejemplo, acrilamida, agarosa u Otro polimero. Por ejemplo, el

arreglo puede ser un arreglo de anticuerpos, por ejemplo,

noomn
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como se describe en De Wildt, Supra. Las células que producen
la proteina pueden cultivarse en un filtro en un formato
ordenado. La produccién de proteinas se induce, y la proteina
expresada se inmoviliza al filtro en la ubicacién de 1la
célula.

Un arreglo de proteinas puede ponerse en contacto con un
blanco marcado " para determinar el grado de 1IL-13 en la
muestra. Si la muestra no esti. marcada, puede usarse un
método de interposicién {“*sandwich”), por ejemplo, usando una
sonda roctulada, para detectar la unién de IL-13, La
informacién sobre el grado de unidn a1 cada direccién del
arreglo puede almacenarse como un perfil, por ejemplo, en una
base de datos de computadora. El arreglo de proteina puede
producirse por duplicados Y usarse para comparar los perfiles

de unidn, por ejemplo, de diferentes muestras.

Citometria de flujo. E1 agente de unidén de IL-13 puede usarse

para marcar células, por ejemplo, células en una muestra (por

ejemplo, la muestra de un paciente). El agente de unién
también estd wunido (o puede unirse) a un compuesto
fluorescente. Las células pueden analizarse luego por

citometria de £flujo vy/o clasificarse usando una célula
activada fluorescente clasificada (por ejemplo, usando un
clasificador disponible de Becton Dickinson Iimmunocitometry

Systems, San Jose CA; wver también la Patente U.S. No.

(47
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2,627,037; 5,030,002; Y 5,137,809). Conforme las célulasg
pasan a través del clasificador, un haz laser excita el
compuesto fluorescente mientras que un detector cuenta las
células que pasan a través y determina si un compuesto
fluorescente estd unido a la célula mediante la deteccidn de
la fluorescencia. La cantidad de la marca unida a cada célula
puede cuantificarse vy analizarse para caracterizar la
muestra. El clasificador también puede dispersar la célula Y
separar las células unidas por el ligando de las células no

unidas por el ligando. Las células separadas pueden

cultivarse y/o caracterizarse.

Imagenes in vivo. Inclusc en otra medalidad, 1la invencién
provee un método para detectar la presencia de wuna IL-13
dentro de un paciente in vivo. El método incluye (i)
administrar a un paciente (por ejemplo, un paciente gque tiene
un trastorno asociado con IL-13) un anticuerpo anti-IL-13,
conjugado a un marcador detectablg; (i1} exponer al paciente
a un medio para detectar el marcador detectable. Por ejemplo,

el paciente se somete a imadgenes, por ejemplo, por RMN u

Otros medios tomograficos.

Ejemplos de 1las marcas Gtiles para imagenes para

diagnéstico incluyen radio-marcas tales como R SRR

n,

I

123I
'

*Mre, 3p, 33p 12y M, ¢, y '®*Rh, marcas fluorescentes,

tales como fluoresceina Y zrodamina, marcas activas en

*
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resonancia magnética nuclear, is6topos emisores de positrones
detectables por'un explorador para tomografia con emisién de
positrones (“PET"), quimioluminiscentes tales como
luciferina, y marcadores enzimiticos tales como peroxidasa o
fosfatasa. Los emisores de radiacién de gama corta, tales
como isbtopos detectables por sondas detectoras de gama corta
también pueden emplearse. El agente de unidén puede marcarse
con tales reactivos usande las técnicas convencionales. Por
ejemplo, ver Wensel and Meares (1983) Radioimmunoimaging and
Radioimmunotherapy, Elsevier, New York para técnicas
relacionadas con la radio-marcacién de anticuerpos y Colcher
et al. (1986) Meth,. Enzymol. 121: 802-816. Un ligando
radiomarcado puede usarse para pruebas de diagnéstico in
vitro. La actividad especifica de un ligando marcado
isotdpicamente aepende de la vida media, la pureza isotdpica
de la marca radicactiva y el modo en gque la wmarca se
incorpora en el anticuerpo.

Los procedimientos para wmarcar polipéptidos con los

isbtopos radiactivos (tales como ¢, °H, 3%g, 125y, 99mpg  32p
D

**p, y 'I) se conocen en general. Ver, por ejemplo, Patente
U.s. 4,302,438; Goding, J.W. (Monoclonal antibodies:
principles and practice: pbroduction and application of
monoclonal antibodies in cell biology, biochemistry, and
immunoclogy 2nd ed. London; Orlando: Academic Press, 1986.

PP
124-126) y las referencias citadas; y A.R. Bradwell et al.,

i
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“Developments in Antibody Imaging”, Monoclonal antibodies for
Cancer Detection and Therapy, R.W. Baldwin et al., (eds.), pp
65-85 (Academic Press 1985).

Los agentes de unién a IL-13 descritos en la presente
pueden conjugarse a agentes de contraste de Imagen de
Resonancia Magnética (MRI). Algunas técnicas de MRI se
resumen en la EP-A-0O 502 Bi4. En general, las diferencias en
las constantes del tiempo de relajacién Tl y T2 de protones
de agua en diferentes entornos se usa para generar una
imagen. Sin embargo, estas diferencias pueden ser
insuficientes para proveer imédgenes de alté resolucidn
exacta. Las diferencias en estas constantes del tiempo de
relajacidén pueden mejorarse por >agentes de contraste., Los
ejemplos de tales agentes de contraste incluyen un nGmero de
agentes magnéticos Yy agentes paramagnéticos (que
principalmente alteran T1) Yy ferromagnéticos o siper-
paramagnéticos {que alteran principalmente la respuesta de
T2). Los quelatos (por ejemplo, quelatos de EDTA; DTPA y NTA)
pueden usarse para unir (y reducir la toxicidad) de algunas
sustancias paramagnéticas (por ejemplo, Fe®, Mn®*, Ga¥).
Otros agentes pueden encontrarse en forma de particulas, por
ejemplo, menos de 10 pm  hasta aproximadamente 10 nm de
diametro) v que tienen propiedades ferromagnéticag,
antiferromagnéticas o sﬁper—paramégnéticas. Los agentes de

union de IL-13 también pueden marcarse con un grupo indicador
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que contiene el dtomo '™F activo en RMN, como se describe en
el texto de Pykett (1982) Scientific American, 246:78-88 para
ubicar u obtener imdgenes de la distribucién de IL-13.
También se encuentran dentro del alcance descrito en la
presente kits gque comprenden un agente de unién de IL-13 e
instrucciones para el uso como diagnéstico, por ejemplo, el
uso del agente de unién de IL-13 (por ejemplo, una molécula
de anticuerpo u otro polipéptido o péptido) para detectar IL-
13, in vitro, por ejemplo, en una muestra, por ejemplo, una
biopsia o c¢élulas de un paciente que tiene un trastorno
asociado con IL-13, o in vivo, por ejemplo, por formacidén de
imagenes en un paciente. El kit puede contener, ademds por lo
menos un reactivo adicional, tal como una marca o agente de
diagndstico adicional. Para uso in vivo el ligando puede

formularse como una composicién farmacéutica.

Kits

Un agente de unién de IL-13, por ejemplo, una molécula
de anticuerpo anti-IL-13, puede proveerse en un kit, por
ejemplo, como componente de un kit. Por ejemplo, el kit
incluye (a) un agente de unién de IL-13, por ejemplo, una

molécula de anticuerpoc anti-IL-13 Y, opcionalmente, (b) un

material informative. E1 material informativo puede ser

descriptivo, instructivo, de comercializacidén u otro material

que se refiera a un método, por ejemplo, un método descrito

(Y6
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en la presente El material informativo de los kits no se

limita en su forma. En una modalidad, el material informative

puede incluir informacidén sobre la produccidn del compuesto, .

peso molecular del compuesto, concentracidén, fecha de
vencimiento, informacidn sobre el lote o el sitio de
produccidén, y asi sucesivamente. En una modalidad, el

material informativo se refiere al uso del ligando para
tratar, prevenir, diagnosticar, pronosticar o monitorear un
trastorno descrito en 1a presente,

En una wmodalidad, el material informativo puede incluir
instrucciones para administrar un agente de unién de IL-13,
por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13, en un
modo apropiado para realizar los métodos descritos en la
presente, por ejemplo, en una dosis apropiada, forma de
dosificacién o modo de administracidn (por ejemplo, una
dosis, forma de dosificacién, o modo de administracién
descritos en 1a presente). En otra modalidad, el material
informativo puede incluir instrucciones para administrar un
agente de unién de IL-13, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo anti-IL-13, a un paciente apropiado, por ejemplo,
un humano, por ejemplo, un humano que tiene, o se encuentra
en riesgo de, asma alérgico, asma no alérgico, o un trastorno
mediado por IL-13, pPor ejemplo, un trastorno alérgico vy/o
inflamatorio, o infeccidn por HTLV-1. La produccidén de IL-13

se ha correlacionado con 1a infeccidn por HTLV-1 (Chung et

(43
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al, (2003) Blood 102: 4130-36)

Por ejemplo, el material puede incluir instrucciones
para administrar un agente de unién de 1L-13, por ejemplo,
una molécula de anticuerpo anti-IL-13, a un paciente, un
paciente con, o en riesgo de asma alérgico, asma no alérgico,
© un trastorno mediado por IL-13, por ejemplo, un trastorno
alérgico y/o inflamatorio, o infeccidén por HTLV—l:

El kit puede incluir uno © mds envases para la
composicidn que contiene un agente de unién de IL-13, por
ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13. En algunas
modalidades, el kit contiene envases separados, divisores o
compartimientos para la composicién y material informativo.
Por ejemplo, 1la composicidén puede contenerse en un frasco,
ampolleta o jeringa, Yy el material informativo puede
contenerse en una bolsa o mango de pléstico. En otras
modalidades, los elementos separados del kit estdn incluidos
dentro de un recipiente dnico no dividido. Ppor ejemplo, 1la
compeosicidén estd incluida en un frasco, ampolleta o jeringa,
que tiene unido el material informativo en forma de una
etiqueta. En algunas modalidades, el kit incluye una
pluralidad (por ejemplo, un cartén) de envases individuales,
cada unco contienen una o mas formas de dosificacién unitarias

(por ejemplo, una forma de dosificacién descrita en 1la

presente) de un agente de unidén de IL-13, por ejemplo, una

molécula de anticuerpo anti-IL-13. Por ejemplo, el kit

(¢
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incluye una pluralidad de jeringas, ampolletas, envases de
aluminio, atomizadores o dispositivos de inhalacidén, cada uno
contiene una dosis unitaria individual de un agente de unidén
de IL-13, por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-IL-13,
o miltiples dosis unitarias.

El kit en forma opcional incluye un dispositivo
apropiado para la administracién de la composicién, por
ejemplo, una jeringa, inhalante, pipeta, forceps, cuchara
medidora, gotero (por ejemplo, gotero para los ojos), paflo
(por ejemplo, un trapoc de algodén o trapo de lana), o
cualquier dispositivo de administracién. En una modalidad
preferida, el dispositivo es un dispositivo implantable que
reparte dosis medidas del agente de unién.

Los Ejemplos que siguen se indican para ayudar en la
comprensidén de las invenciones, aungue no pretenden, ni deben

construirse, como limite de su alcance bajo ningiln concepto.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
(a) Clonacién de NHP-IL-13 y homologia con IL-13 humana.
La IL-13 del mono cinomolgo se clond usando sondas de
hibridacién. Una comparacidén de la secuencia de aminoicidos
de IL-13 del mono cinomolgo contra la de TIL-13 humana se
muestra en la FIG. 1A. Existe un 94% de identidad de

aminodcidos las dos secuencias, debido a 8 diferencias de

i

(
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aminodcidos. Una de estas diferencias, R1300Q, representa un
polimorfismo humano comin expresado preferiblemente en

pacientes asmaticos (Heinzmann et al, (2000) Hum. Mol. Genet.

9:549-559) .

(b) Unidén de NHP-IL-13 a IL-13Ra2 humano.

La IL-13 humana puede unirse con alta afinidad a 1la
forma alfa2 del receptor de IL-13 {IL13Ra2) . Una forma
soluble de este receptor sge expresd con una cola IgGl Fc
humana (sIL13Re2-Fc). Mediante la unién a IL-13 Y secuestro
de la citosina de la superficie celular el complejo de
seflalizacién TL13Rel-IL4R, sIL13Ra2-Fc actda como un potente
inhibidor de bicactividad de IL-13 humana. sIL13Ra2-Fc

demostrd unirse a NHP-IL-13 producida por c¢élulas CHO vy

producida por E. coli.

{c) Bioactividad de NHP-IL-13 en monocitos humanos

(i} Expresidn de CD23 en monocitos humanos. E1 ADNc que

codifica IL-13 de mono cinomolgo se expresd en E. coli y se
volvid a doblar para mantener la biocactividad. La reactividad
de las células humanas en IL-13 de cinomolgo se demostrd
usando un bioensayo en el cual cé&lulas mononucleares de
sangre periférica normal de donantes sanos se tratan con IL-
13 durante la noche a 37°C. Esto induce sub-regulacién de 1a

expresién de CD23 en 1la superficie de los monocitos. Los

(50
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resultados mostraron que IL-13 de cinomolgo tenia

bicactividad sobre monocitos humanos primarios.

(ii) Fosforilacién de STATE en células HT-29. La lfnea

celular epitelial humana HT-29 responde a IL-13
experimentando fosforilacién de STAT6, una consecuencia de la
Lransduccidén de gefial a través del receptor de IL-13. Para
probar la habilidad de NHP-IL-13 recombinante para inducir 1la
fosforilacién de STATG, sge estimularon células HT-29 con e]
NHP-IL-13 durante 30 minutos a 37°C, luego se .fijaron, se
permeabilizaron y se mancharon con anticuerpo fluorescente a
fosfo-STAT6. Los resultados mostraron que IL-13 de cinomolgo

indujo en forma eficiente 1la fosforilacién de STAT6 en esta

linea celular humana.

{d) Generacién de anticuerpos gue se unen a NHP-IL-13,

Los ratones u otros animales apropiados pueden
inmunizarse y mejorarse con IL-13 de cinomolgo, por ejemplo,
usando uno o mas de los siguientes métodos. Un método para la
inmunizacién puede combinarse tanto con el mismo como con un

método diferente de potenciacidn:

(i) Inmunizacién con proteina IL-13 de cinomolgo
expresada en E. coli, purificada de anticuerpos de inclusién,

Y se volvid a doblar bara preservar la actividad biclégica.

)

*
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Para la inmunizacién, se emulsiona la proteina con adyuvante
completo de Freund (CFA) Y se inmunizan los ratones de
acuerdo con protocolos estandares. Para potenciar, la misma
proteina se emulsiona con un adyuvante incompleto de Freund
(IFA) .

(ii) Inmunizacidén con péptidos que recorren la secuencia
completa de IL-13 de cinomolgo maduro. Cada péptido contiene
por lo menos un aminoicido gque es uUnico para la IL-13 de
cinomolgo v no est& presente en la proteina humana. Ver FIG.
1B. Donde el péptido tiene un residuo C-terminal distinto de
cisteina, se agrega cisteina para la conjugacidén a una
proteina vehiculo. Los péptidos se conjugan a una proteina
vehiculo inmunogénica tal como KLH, y se usan para inmunizar
ratones de acuerdo con protocolos estandares. Para 1la
inmunizacién, la proteina se emulsiona con adyuvante completo
de Freund (CFA) y se inmunizan ratones de acuerdo con
protocolos estandares. Para potenciar, la misma proteina se

emulsiona con adyuvante incompleto de Freund (IFA).

(1ii) Inmunizacién con NHP-IL-13 - que codifica ADNc
expresado. El ADNc que codifica NHP-IL-13, incluyendo 1la
secuencia lider, se clona en un vector apropiado. Este ADN se

recubre sobre perlas de oro gue se inyectan por via

intradérmica mediante una pistola de genes.

(52
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(iv) La proteina o los péptidos pueden usarse como un
blanco para seleccionar una biblioteca de proteinas, por
ejemplo, una biblioteca gde visualizacién de fago o ribosomas.
Por ejemplo, 1la biblioteca pueder visualizar moléculas

variadas de inmunoglobulina, por ejemplo, Fab‘s, scFv's o

Fd's.

(e} Seleccién de clones de anticuerpo reactivos cruzados

con NHP y en forma opcional una IL-13 humana, por ejemplo,

una IL-13 humana nativa.

Seleccidn primaria

La seleccidn primaria para los clones fue la seleccidn
de la unién a NHP-IL-13 recombinante por ELISA. En esta
ELISA, se recubren los pozos con NHP IL-13 recombinante. El
Ssuero inmune se agregd en diluciones seriales Y se 1incubd
durante una hora a temperatura ambiente. Se lavaron los pozos
con PBS que contiene 0.05% TWEEN®-20 (PBS-Tween) . Se detectd
el anticuerpo unido usando IgG anti-ratén marcado con
peroxidasa de xdbano (HRP) Y sustrato de TMB. Se leyd 1la

absorbancia a 450 nm. Normalmente, todos los ratones

inmunizados generaron altos titulos de anticuerpo a NHP-IL-

13.

Seleccidn Secundaria

(LEEE
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La seleccién secundaria fue la seleccidén para inhibicién
de anticuerpo a NHP-IL-13 recombinante a sIL-13Ral-Fe por
ELISA. Se recubrieron los boz0s con IL-13Ral-Fc soluble, al
cual pudiera unirse la NHP-I1L-13 con marca FLAG. Esta unidén
se detectd con anticuerpo anti-FLAG conjugado a HRP. La
hidrélisis del sustrato TMER se leyé como absorbancia a 450
nm. En la prueba, la NHP-IL-13 marcada con FLAG =se agregd
junto con concentraciones crecientes de suefo inmune. Si el
Suero inmune contenia anticuerpo que se unid a NHP-IL-13 vy
evitaba su unién al SIL-13Ral-Fc que recubria los pozos, se
reducia la seflal de ELISA. Todos los ratones inmunizados
produjeron anticuerpo que se completaba con la unién de sIL-
13Ral-Fc a NHP-IL-13, pero los titulos variaron de ratén a
ratén. Se seleccionaron 1los bazos para fusién de animales
cUyo suero mostraba que inhibia la unién de sIL13Ral-Fc a

NHP-IL-13 a la dilucién mas alta.

Seleccidén terciaria

Una seleccién terciaria evaluéd la inhibicién de 1la
bicactividad de NHP-IL-13. Varios bioensayos se encontraron
disponibles para usarse, incluyendo - 1la prueba de
proliferacién de TF-1, 1la pPrueba de expresidén de monocitos
CD23, y la prueba de fosforilacién STAT6 en células HT-29,
También se evaluaron los Sueros inmunes para determinar la

inhibicién de fosforilacién de STAT6é mediada por NHP-IL-13.

b9
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La linea celular epitelial humana HT-29 se estimuld durante
30 minutos a 37°C con NHP-IL-13 recombinante en Presencia o
ausencia de la concentracidén indicada de suero inmune de
ratén. Luego se fijaron las células, se permeabilizaron Yy se
mancharon con ALEXA™ Fluor 488 conjugado mAb a fosfo-STATE
(Pharmingen). E1 porcentaje de células que respondian a IL-13
al someterlas a fosforilacidn de STAT6 se determind por
citometria de flujo. Los bazos de los ratones de la actividad
de neutralizacién mas potente, determinada como la inhibicidn
mas fuerte de biocactividad de NHP-IL-13 a una dilucién de

suero elevada, se seleccionaron para generacidn de

hibridomas.

Seleccidn cuaternaria

Una preparacién en bruto que contiene IL-13 humana se
genex® a partir de células mononucleares de sangre de corddn
umbilical humano (BioWhittaker/Cambrex). Las ¢élulas se
cultivaron en un incubador a 37°C a 5% de CO0,, en medio de
RPMI que contiene 10% de FCS inactivado por calor, 50 U/ml de
penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina, y L-glutamina 2 mM.

Se estimularon las células durante 3 dias con el PHA-P de

mitdgeno  {Sigma), Y se& saltearon hasta Th2 con IL-4
recombinante humana (R&D Systems) e IL-12 anti-humana. Las
células Th2 se expandieron durante una semana con IL-2, luego

se activaron para producir citosinas por tratamiento con
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forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) e icnomicina durante

tres dias. Se recolectd el sobrenadante y se dializd para
retirar PMA y ionomicina. Para eliminar GM-CSF e IL-4, que
podrian interferir con los bioensayos para determinar IL-13,
se tratd el sobrenadante con anticuerpos biotinilados para
GM-CSF e IL-4 (R&D Systems, Inc.), luego se incubaron con
perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina (Dynal). La
concentracién final de IL-13 se determind por ELISA
(Biosource), y para un total de proteinas por ensayo Bradford

(Bio-Rad) . La preparacidén tipica contiene « 0.0005% IL-13 en

peso.

Seleccidn de clones de hibridoma

Usando los métodos establecidos, se generaron los
hibridomas a partir de bazos de ratones seleccionados como se
indicd anteriormente, fusionados a la 1linea celular de
mieloma P3X63 _AG8.653. Se colocaron las células en placas a
dilucién limitada, Yy se seleccionaron los clones de acuerdo
con los criterios de seleccidn descritos con anterioridad. Se
recolectaron los datos para la seleccién de clones en base a
la capacidad de completar la unién de NHP-IL-13 a sIL-13Ral-
Fc por ELISA. Sé evaluaron los clones en forma adicional para
determinar su capacidad de neutralizar la bicactividad de
NHP-IL-13. Los sobrenadantes de los hibridomas se probaron

para determinar la competicién de fosforilacién de STAT-¢

NN2Q-:
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inducida por NHP-IL-13 en la linea celular epitelial humana

HT-29.

Ejemplo 2: Anticuerpo MJ 2-7

Se preparé ARN total a partir de células de hibridoma MJ
2-7 usando el Mini Kit QIAGEN RNEASY™ (Qiagen). se
transcribidé el ARN en forma inversa a ADNc usando el SMART™
PCR Synthesis Kit (BD Biosciences Clontech). La regidn
variable de cadena pesada de MJ 2-7 se extrapold por PCR
usando oligonucledtido SMART™ como cebador sentido y templado
del cebador mIgGl al ADN que codifica la parte N-terminal del
dominio CH1 de 1la regién constante de IgGl de ratdn como
cebador inverso. El fragmento de ADN que codifica la regién
variable de cadena ligera MJ 2-7 se generé usando SMART™ Y
cebadores especificos kappa de ratén. La reaccidén por PCR se
realizé wusando polimerasa DEEP VENT™ DNA (New England
Biolabs) y dNTPs 25 nM durante 24 ciclos (94°C Qurante 1
minuto, 60°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto). Los
productos de PCR se subclonaron en el vector pED6, y 1la
secuencia de los insertos se identificd Por secuenciacidn de
ADN. La secuenciacidén de la proteina N-terminal del
anticuerpo MJ 2-7 de ratdén se utilizé para confirmar que las
secuencias traducidas correspondian a la secuencia de la

proteina observada.

La secuencia de nucledtidos Y aminodcidos de anticuerpo

(57
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monoclonal de ratén MJ 2-7 que interact@a con NHP IL-13 Y dque
tiene caracteristicas que sugieren que puede interactuar con
IL-13 humana son de la siguiente manera:

Una secuencia nucleotidica ejemplificativa que codifica
el dominio variable de cadena pesada incluye:
GAG GTTCAGCTGC AGCAGTCTGG GGCAGAGCTT GTGAAGCCAG
GGGCCTCAGT CAAGTTGTCC TGCACAGGTT CTGGCTTCAA CATTAAAGAC
ACCTATATAC ACTGGGTGAA GCAGAGGCCT GAACAGGGCC TGGAGTGGAT
TGGAAGGATT GATCCTGCGA ATGATAATAT TAAATATGAC CCGAAGTTCC
AGGGCAAGGC CACTATAACA GCAGACACAT CCTCCAACAC AGCCTACCTA
CAGCTCAACA GCCTGACATC TGAGGACACT GCCGTCTATT ACTGTGCTAG
ATCTGAGGAA AATTGGTACG ACTTTTTTGA CTACTGRGGC CAAGGCACCA
CTCTCACAGT CTCCTCA (SEC ID NO: 129}.

Un ejemplos de una secuencia de aminoacidos para el

dominio variable de cadena pesada incluye:

EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIKDTYIHWVKQRPEQGLEWIGRIDP

ANDNIKYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLNSLTSEDTAVYYCARSEENWYD

FFDYWGQGTTLTVSS (SEC ID NO: 130).

Los CDR estan subrayados. El dominio variable esta
precedido en forma opcional por una secuencia lider, por

ejemplo, MKCSWVIFFLMAVVTGVNS (SEC ID NO. 131) . Una secuencia

de nucledtidos ejemplificativa que codifica el dominio

variable de cadena ligera incluye:

GAT GTTTTGATGA CCCAAACTCC ACTCTCCCTG CCTGTCAGTC

(X
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TTGGAGATCA AGCCTCCATC TCTTGCAGGT CTAGTCACAQ CATTGTACAT
AGTAATGGAA ACACCTATTT AGAATGGTAC CTGCAGAAAC CAGGCCAGTC
TCCAAAGCTC CTGATCTACA AAGTTTCCARA CCGATTTTCT GGGCTCCCAG
ACAGGTTCAG TGGCAGTGGA TCAGGGACAG ATTTCACACT CAAGATTAGC
AGAGTGGAGG CTGAGGATCT GGGAGTTTAT TACTGCTTTC AAGGTTCACA
TATTCCGTAC ACGTTCGGAG GGGGGACCAA GCTGGAAATA AAA (SEC ID NO:
132).

Una secuencia de aminocacidos ejemplificativa para el
dominic variable de cadena ligéra incluye:

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRS$Q§IVHSNGNTYLEWYLQKPGQ

SPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHIPY
TFGGGTKLEIK (SEC ID NO: 133).

Los CDR estédn subrayados. La secuencia de aminocacidos
esta precedida en forma opcional POr una secuencia lider, por
ejemplo, MKLPVRLLVLMFWIPASSS. El término "MJ 2-7" se usa en

forma indistinta con el término "mAb7.1.1" en la presente.

Ejemplo 3: Anticuerpo C65

Las secuencias de aminodcidos y de nucledtidos
ejempliticativas de anticuerpo monoclonal de ratdén C65, que
interactia con NHP IL-13 y. que tiene caracteristicas que
sugieren gque puedé interactuar con IL-13 humana son de 1la

siguiente manera:

Una secuencia de &cido nucleico ejemplificativa para el

dominio variable de cadena pesada incluye:

=i
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101

151

201

251

301

351

401

ATGGCTGTCC

CCTTTCCCAG

CACAGAGCCT

TATGGTGTAA

GGGAATAATT

CCAGACTGAT

ATGAACAGTC

TAAGACTTTT

GTCAAGGAAC

Una secuencia de

148

TGGCATTACT CTTCTGECCTG GTAACATTCC

GTGCAGCTGA

AGGAGTCAGG

GTCCATCACA"TGCACCGTCT

ACTGGGTTCG
TGGGGTGATG
CATCAACAAG
TGCAAACTGA
TACTACGATG

CTCAGTCACC

amincacidos

CCAGCCTCCA
GAAGCACAGA
GACAACTCCA
TGACACAGCC
GTTTCTACAG

GTCTCCTCA

ACCTGGCCTG
CAGGGTTCTC
GGAAAGGGTC
CTATAATTCA
AGAGCCAAGT
AGGTACTTCT
GGGCAGGATG

(SEC ID NO:

dominio variable de cadena pesada incluye:

paraz

CAAGCTGTAT
GTGGCGCCCT
ATTAACCGGC
TGGAGTGGCT
GCTCTCAAAT
TTTCTTAAARA
GTGCCAGAGA
GACTACTGGG

135).

ejemplificativa para el

QVOLKESGPGL VAPSQSLSIT CTVSGFSLTG YGVNWVRQPP GKGLEWLGEE

WGDGSTDYNS ALKSRLIINK DNSKSQVFLK MNSLQTDDTA RYFCARDKTF

YYDGFYRGRM DYWGQGTSVT VSS (SEC ID NO: 136).

estd precedida en forma opcional PoOr una secuencia lider,

Los CDR esté&n subrayados.

ejemplo, MAVLALLFCL VTFPSCILS (SEC ID NO: 137).

Una

secuencia de

nucledtidos

ejemplificativa

La secuencia de aminoc&cidos

codifica el dominioc variable de cadena ligera incluye:

1

51

101

151

201

251

ATGAACACGA
TTTAGGTGCC
CTGCATCTTT
ACTAGCATTA
GCTCCTGATC

TCAGTGGCAG

GGGCCCCTGC
AGATGTGATG
GGGAGACATT
ATTTAAACTG
TTTGGTGCARA

TAGATATGGG

TGAGTTCCTT GGGTTCCTGT TGCTCTGATT

TCCAGATGAT TCAGTCTCCA TCCTCCCTGT

GTCACCATGA CTTGCCAGGEC AAGTCAGGGC

GTTTCAGCAA AAACCAGGGA AAGCTCCTAR

GCAACTTGGA AGATGGGGETC CCATCAAGGT

ACAAATTTCA CTCTCACCAT CAGCAGCCTG

por

que

%0
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301 GAGGATGAAG ATATGGCAAC TTATTTCTGT CTACAGCATA GTTATCTCCC
351 GTGGACGTTC GGTGGCEGCA CCAAACTGGA AATCAAA (SEC 1ID NO.
138).

Una secuencia de aminoicidos ejemplificativa para el
dominio variable de cadena ligera incluye:

DVQMIQSP SSLSASLGDI VIMTCQASOG TSINLNWFQQ KPGKAPKLLI

FGASNLEDGV PSRFSGSRYG TNFTLTISSL EDEDMATYFC LOHSYLPWTF
GGGTKLEIK (SEC ID NO: 139).

Los CDR estan subrayados. La secuencia de aminc&cidos
estd precedida en forma opcional por una secuencia lider, por

ejemplo, MNTRAPAEFLGFLLLWFLGARC (SEC ID NO: 140) .

Ejemplo 4: Modelo de Mono Cinomolgo

La eficacia de un anticuerpo para neutralizar una o mias
actividades asociadas con 1IL-13 in vivo puede evaluarse
usando un modelo de inflamacién de las vias respifatorias
inducida por antigeno en monos cinomolgos naturalmente
alérgicos a Ascaris suum. En este modelo, la estimulacién de
un mono alérgico con antigeno Ascaris suum produce un influjo
de c¢élulas inflamatorias, especialmente eosindfilos, en las
vias respiratorias. Para evaluar la capacidad de un
anticuerpo para prevenir este influjo de células, el
anticuerpo puede administrarse 24 h antes de provocar con
antigeno con Ascaris suum. E1 dia de la estimulacién, puede

tomarse una muestra de lavaje broncoalveolar basal {BAL}) del

(61
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pulmdn izquierdo. Luego puede instilarse el antigeno por via
intratraqueal en el pulmén derecho..Veinticuatro horas mas
tarde, se realiza el lavaje del pulmén derecho, y el liguido
BAL de los animales tratados por via endovenosa con 10 mg/ kg
de anticuerpo recombinante expresado de células CHO se
comparan con liguido de BAL de animales no tratados. 8i el
anticuerpo reduce la inflamacién de las vias respiratorias,
un aumento en el porcentaje de los eosindfilos de BAL puede
observarse entre el grupo no tratado, aunque no para el grupo
tratado con el anticuerpo. Estos resultados pueden usarse
para confirmar que el anticuerpo evita en forma eficiente 1la
eosinofilia de 1las vias aéreas én animales alérgicos

estimulados con un alergeno.

Ejemplo 5: Secuencias de Fc

El Ser en la posicidén #1 de la SEC ID NO: 128 representa
el residuo de aminocicido #119 en un primer esquema de
numeracidén de anticuerpo - de longitud completa
ejemplificativo, en el cual el Ser estd precedido por el
residuo #118 de un dominio variable de cadena pesada. En el
primer esguema de numeracién de anticuerpos de longitud
completa ejemplificativo, los aminodcidos mutados se numeran
234 y 237, y corresponden a las Posiciones 116 y 119 de 1la
SEC ID NO: 128. De este modo, la siguiente secuencia

representa un dominio de Fc¢ con dos mutaciones: L234A y G237A
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de acuerdo con el primer esguema de'numeracién de anticuerpo
de longitud completa ejemplificativo.
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPEALGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ

KSLSLSPGK (SAC ID NO: 128).

Lo siguiente es otro dominio humano ejemplificativo de
la secuencia de Fe:
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK (SEC ID NO: 141)

Ejemplos de otras alteraciones que pueden usarse para

disminuir la funcidn efectora incluyen L234A; L2353), (L235A;

G237A) y N297A.

Ejemplo 6: IL-13 e IgE en ratones

La IL-13 es importante en la produccidén de IgeE, un

mediador importante de la enfermedad atépica. Los ratones con
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deficiencia en IL-13 tenian reducciones parciales en la IgE
sérica y respuestas de IgE de células cebada, mientras gque
los ratones que carecfan del antagonista natural de IL-13,
IL-13Ra2-/-, tenian niveles aumentados de funcién efectora de
IgE e IgE.

Se obtuvieron ratones hewmbra BALB/c de Jackson
Laboratories (Bar Harbor, ME). Los ratones IL-13Re2-/- se

describen, por ejemplo, en Wood et al. (2003) J. Exp. Med.

187:703-9) . Les ratones con deficiencia en IL-13 se
describen, por ejemplo, en McKenzie et al, {1998) Immunity
9:423-32). Todas las cepas mutantes se encontraban en el

fondo de BALB/c.

Se midieron los niveles séricos de IgE por ELISA. Las
placas de BELISA (MaxiSorp; Nunc, Rochester, NY) se
recubrieron durante toda la noche a 4°C con IgE anti-ratén de
rata (BD Biosciences, San Diego, CA). se bloguearon las
placas durante 1 hora a temperatura ambiente con 0.5%
gelatina en PBS,  lavado en PRS que contiene 0.05% TWEEN®-20
(PBS-Tween), y se incubaron durante seis horas a temperatura
ambiente con IgE purificado de ratén (BD Biosciences) de
acuerdo con los estdndares o con diluciones séricas. La unién
e detectd con IgE anti-ratén biotinilada (BD Biosciences)
usando IgG de ratén (Sigma-Aldrich, st. Louis, MO) como

blogqueador. La unién se detectd con estreptavidina ligada a

peroxidasa (Southern Biotechnology Associates, Inc.,

pnoos,

o4
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Birmingham, AL) y el sustrato SURE BLUE™ (KPL  Inc

!

Gaithersburg, MD).

Para investigar el requerimiento de IL-13 de soportar
los niveles de IgE en repbéo en ratones no expuestos a
tratamiento, se examind el suero en ausencia de inmunizacién
especifica de ratones de tipo salvaje y de ratones
genéticamente deficientes en IL-13 Yy IL-13Ro2. Los ratones
deficientes en IL-13 tenian virtualmente niveles no
detectables de IgE sérica. Por el contrario, los ratones que
carecian de receptor inhibidor IL-13Ra2 mostraron niveles
elevados de IgE sérica. Estos resultados demuestran gue el

blogueo de IL-13 puede ser 1til para tratar o© prevenir los

trastornos atépicos.

Ejemplo 7: IL-13 y trastornos atopicos

La capacidad de MJ2-7 para inhibir 1la bicactividad de
IL-13 humana nativa (a 1 ng/mL) se evalud en una prueba para
determinar la fosforilacién de STATE. El MJ2-7 dinhibié 1la
actividad de la IL-13 humana nativa con un ICs de
aproximadamente 0.293 nM en esta prueba. Un anticuerpo con la
cadena pesada de murino de MJ2-7 Y una cadena liviana
humanizada inhibié la actividad de la IL-13 humana nativa con
un ICsp de aproximadamente 0.554 nM en esta prueba.

La capacidad de MJ2-7 para inhibir IL-13 de primate no

humano (a 1 ng/ml) se evalud en una prueba para la expresién

pR2oL
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de CD23. El MJ2-7 inhibid 1la actividad de IL-13 de primate no

humano con un ICso de aproximadamente 0.242 nM en esta prueba.
Un anticuerpo con la cadena pesada de murino de MJ2-7 Y una

cadena ligera humanizada inhibid la actividad de IL-13 de

primate no humano con un ICsy de aproximadamente 0.308 nM en

esta prueba.

Ejemplo 8:

Secuencias

de

nucledtidos vy

aminodcidos

anticuerpo MJ 2-7 de ratén

variable de cadena pesada (con un 1ider opcional)

La secuencia de

siguiente manera:

nucledtidos

que

codifica la regién

1 ATGAAATGCA GCTGGGTTAT CTTCTTCCTG ATGGCAGTGG TTACAGGGGT
51 CAATTCAGAG GTTCAGCTGC AGCAGTCTGG GGCAGAGCTT GTGAAGCCAG
101 GGGCCTCAGT CAAGTTIGTCC TGCACAGGTT CTGGCTTCAZA CATTAAAGAC
151 ACCTATATAC ACTGGGTGAA GCAGAGGCCT GAACAGGGCC TGGAGTGGAT
201 TGGAAGGATT GATCCTGCGA ATGATAATAT TAAATATGAC CCGAAGTTCC
251 AGGGCAAGGC CACTATAACA GCAGACACAT CCTCCAACAC AGCCTACCTA
301 CAGCTCAACA GCCTGACATC TGAGGACACT GCCGTCTATT ACTGTGCTAG
351 ATCTGAGGAA AATTGGETACG ACTTTTTTGA CTACTGGGGEC CAAGGCACCA
401 CTCTCACAGT CTCCTCA (SEC ID NO: 142).

cadena pesada con un lider opcional ¢

La secuencia de aminodcidos de 1la regidén variable de

giguiente manera:

1

sin puntaje)

MKCSWVIFFL MAVVTGVNSE VQLQQSGAEL VKPGASVKLS CTGSGFNIKD

es de 1la

es de la

66
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51 TYIHWVKQRP EQGLEWIGRI DPANDNIKYD PKFQGKATIT ADTSSNTAYIL
101 QLNSLTSEDT AVYYCARVER NWYDFFDYWQ QGTTLTVSS
(SEC ID NO. 143)

La secuencia de nucleétidos que codifica la regién
variable de cadena ligera es de la Ssiguiente manera:
1 ATGAAGTTGC CTGTTAGGCT GTTGGTGCTG ATGTTCTGGA TTCCTGCTTC
51 CAGCAGTGAT GTTTTGATGCA CCCAAACTCC ACTCTCCCTG CCTGTCAGTC
101 TTGGAGATCA AGCCTCCATC TCTTGCAGGT CTAGTCAGAG CATTGTACAT
151 AGTAATGGAA ACACCTATTT AGAATGGTAC CTGCAGAAAC CAGGCCAGTC
201 TCCAAAGCTC CTGATCTACA AAGTTTCCARA CCGATTTTCT GGGGTCCCAG
251 ACAGGTTCAG TGGCAGTGCGA TCAGGGACAG ATTTCACACT CAAGATTAGC
301 AGAGTGGAGG CTGAGGATCT GGGAGTTTAT TACTGCTTTC AAGGTTCACA
351 TATTCCGTAC ACGTTCGGAG GGGGGACCAA GCTGGAAATA BAAA SEC 1ID
NO: 144).

La secuencia de aminoacidos de la regién variable de
cadena ligera con un lider opcional (sin puntaje) es de 1la

siguiente manera:

1 MKLPYRLLYLMFWIPASSSD VLMTQTPLSL PVSLGDQASI SCRSSQSIVH

51 SNGNTYLEWY LQKPGQSPKL LIYKVSNRFS GVPDRFSGSG SGTDFTLKIS

101 RVEAEDLGVY YCFQGSHIPY TFGGGTKLEI K (SEC ID NO: 145) .

Ejemplo  9: Secuencias de nucledtidos y aminodcidos de

Rrimeras variantes humanizadas ejemplificativas de anticuerpo

MJ 2-7

La Versién 1 (V1) se basa en los clones de 1a linea

67
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germinal més cercanos. La secuencia de nucleétidos de 1la

regién variable de cadena pesada hMJ 2-7 Vi (hMJ 2-7 VH V1)

(con una secuencia que codifica una secuencia lider opcional)

es de la siguiente manera:

ATGGATTGGA CCTGGCGCAT CCTGTTCCTE GTGGCCGCTG CCACCGRCGC
51 TCACTCTCAG GTGCAGCTGG TGCAGTCTGS CGCCGAGGTG AAGAAGCCTG
101 GCGCTTCCGT GAAGCGTGTCC TGTAAGGCCT CCGGCTTCAA CATCAAGCAC
151 ACCTACATCC ACTGGGTGCG GCAGROTCCC GGCCAGCGGC TGGAGTGGAT
201 GGGCCGGATC GATCCTGCCA ACGACAACAT CAAGTACGAC CCCAAGTTTC
251 AGGGCCGCGT GACCATCACC CGCGATACCT CCGCTTCTAC CGCCTACATG
301 GAGCTGTCTA GCCTGCGGAG CGAGGATACC GCCGTGTACT ACTGCGCCCG
351 CTCCGAGGAG AACTGGTACG ACTTCTTCGA CTACTGGGGC CAGGGCACCC
401 TGGTGACCGT GTCCTCT

cadena pesada

25,

opcicnal

definicién de AbM que se muestra en las regiones posteriores

VH-T,

La secuencia de aminoidcidos de 1la regidn

1-03.

La secuencia de aminoacidos con un lider

sin puntaje) es de 1la siguiente manera:

1 MDWTWRILFL VAAA TGAHS -

variable de

{hMJ 2-7 V1) se basa en un CDR injertado a DP-

{(primera regién sin puntaje; CDR basadas en 1la

Q VOLVQSGAEV KKPGASVKVS CKASGFNIKD

51 TYIHWVRQAP GQRLEWMGRI DPANDNIKYD PRKFQGRVTIT RDTSASTAYM

101 ELSSLRSEDT AVYYCARSEE NWYDFFDYWG QGTLVTVSSG ESCR (

NO:

147)

La secuencia de nucledtidos de la regién wvariable dé&

SEC ID

(6%
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cadena ligera de hMJ 2-7 V1 (hMT 2-7 VL V1) (con una
secuencia que codifica una secuencia lider opcional) es de 1la
siguiente manera:

1 ATGCGGCTGC CCGCTCAGCT GCOTGGGCCTC CTGATGCTGT GGGTGCCCAS
51 CTCTTCCGGC ‘GACGTGEGTGA TGACCCAGTC CCCTCTGTCT CTGCCCGTGA
i01 CCCTGGGCCA.GCCCGCTTCT ATCTCTTGCC GGTCCTCCCA GTCCATCGTG
151 CACTCCAACG GCAACACCTA CCTGGAGTGG TTTCAGCAGA GACCCGGCCAa
201 GTCTCCTCGG CGGCTGATCT ACAAGGTGTC CAACCGCTTT TCCGGCGTGC
251 CCGATCGGTT CTCCGGCAGC GGCTCCGGCA CCGATTTCAC CCTGAAGATC
301 AGCCGCGTGGE ACGGCCGAGGA TGTGGGCGTG TACTACTGCT TCCAGGGCTC
351 CCACATCCCT TACACCTTTG GCGGCGGAAC CAAGGTGGAG ATCAAG
(SEC ID NO: 148) .

Esta versién se basa en un injerto de CDR a DPK18, V
kappall. La secuencia de aminodcidos de regién variable de

cadena ligera hMJ 2-7 V1 (hMJ 2-7 VL Vi)

primera regidén sin puntaje; CDR basadas en 1la definicién de

AbM en regiones posteriores sin puntaje}

manera:

1

51

101

Ejemplo 10:

(con lider opciocnal

es de la siguiente

MRLPAQOLLGL LMLWVPGSSG ~DVVMTQSPLSLPVTLGQPAS ISCRSSOSIV

SRVEAEDVGV YYCFOGSHIP ITFGGGTKVE IK (SEC ID NO:

HSNGNTYLEW FQQRPGQSPR RLIYKVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI

149) .

Secuencias nucleotidicas y de aminodcidos de las

segundas variantes inmunizadas de) anticuerpo MJ 2-7

La siguiente regién variable de cadena pesada se basa en

169
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un injerto CDR a DP-54, VH-3, 3-07. La secuencia nucleotidica

de la regidén variable de la cadena pesada de hMJ 2-7 versidn

2 (v2) (hMJ 2-7 VvH V2) (con una secuencia gque codifica una

secuencia lider opcional) es como sigue:

1

GGTGTICCTG

ATGGAGCTGG GCCTGTCITG GTGGCTATCC TGGAGGGCGT
51 GCAGTGCGAG GTGCAGCTGG TGGAGTCTGG CGGCGGACTG GTGCAGCCTG
101 GCGGCTCTCT GCGGCTETCT TGCGCCGCIT CCGGCTTCAA CATCAAGGAC
151 ACCTACATCC ACTGGGTGCG GCAGGCTCCC GGCAAGGGCC TGGAGTGGET
201 GGCCCGGATC GATCCTGCCA ACGACAACAT CAAGTACGAC CCCAAGTTCC
251  AGGGCCGGTT CACCATCTOT CGCGACAACG CCAAGAACTC CCTGTACCTC
301 CAGATGAACT CTCTGCGCGC CGAGGATACC GCCGTGTACT ACTGCGCCCG
351 GAGCGAGGAG AACTGGTACG ACITCTTCGA CTACTGGGGC CAGGGCACCC
401 TGGTGACCGT GTCCTCT (SEC ID NO: 150)

cadena pesada de hMJ 2-7 V2 (hMJ 2-7 VH V2) con un lider
opcional (primera regién sin puntaje; CDRs basada en la
definicién de AbM mostrada en las regiones sin puntaje

subsecuentes)

La secuencia de amincacido de 1a regidén variable de

€8 como sigue:

1 MELGLSWVFL VAILEGVQOC- E VQLVESGGGL VQPGGSLRLS CAASGFNIKD

51 TYIHWVRQAP GKGLEWV ART DPANDNIKYD PKFOGRFTIS RDNAKNSIL, YL

i01

QMNSLRAEDT AVYYCARSEE

NO:151)

La regién variable de cadena ligera hMJ 2-7 V2 se basé

NWYDFFDY WGQGTLVTVSS

(SEC

(70
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en un injerto CDR a DPKS, V kappaI, 02. La Secuencia

nucleotidica de 1la regidén variable de cadena ligera hMJ 2-7

V2 (hMJ 2-7 VL V2) (con una secuencia que codifica una

secuencia lider opcional)

ATGGATATGC

€8 como sigue:

GCGTGCCCGC TCAGCTGCTG GGCCTGCTGC TGCTETGGCT
51 GCGCGGAGCC CGCTGECGATA TCCAGATGAC CCAGTCCCCT TCITCTCTGT
101 CCGCCTCTGT GGGCGATCGC GTGACCATCA CCTGTCGGTC CTCCCAGTCC
151 ATCGTGCACT CCAACGGCAA CACCTACCTG GAGTGGTATC AGCAGAAGCC
201 CGGCAAGGCC CCTAAGCTGC TGATCTACAA GGTGTCCAAC CGC1TITCCG
251 GCGTGCCTTC TCGGTTCTCC GGCTCCGGCT CCGGCACCGA TITCACCCTG
301 ACCATCTCCT CCCTCCAGCC CGAGGATITC GCCACCTACT ACTGCITCCA
351 GGGCTCCCAC ATCCCITACA CCTTTGGCGG CGGAACCAAG GTGGAGATCA
401 AGCGT (SEC ID NO: 152)

La secuencia de aminodcido de 1a regidén variable de

cadena ligera de hMJ 2-7 V2 (hMJ 2-7 VH V2) (con un puntaje

de péptide lider opcional Y CDRs basada en la definicidn Qe

AbM mostrada en las regiones sin puntaje subsecuentes) es

como sigue:

1 MDMRVPAQLL GLLLLWLRGA RC -DIQMTQSP SSLSASVEDR VTITCRSSQS

51 IVHSNGNTYL EWYQQKPGKA PKLLIYKVSN RFSGVPSRFS GSGSGTDFTL

101 TISSLQPEDF ATYYCFQGSH IPYTFGGGTK VEIKR (SEC ID NO: 153)
Se hicieron las versiones humanizadas de 1a regidén
variable de cadena pesada MJ 2-7 V2. Estas versiones

incluyeron retromutaciones que tienen aminodcidos murino en

[+
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las posiciones del marco seleccionadas.

variable

La

de

secuencia

cadena pesada

nucleotidica

que

“Versién 2.1" &

retromutaciones V481,A29G es como sigue:

51

101

151

201

251

301

381

cadena pesada de V2.1

mostrados en las regiones sin puntaje subsecuentesg)

GAGGTGCAGC
TCTGCGGCTG
TCCACTGGGT
ATCGATCCTG
GTTCACCATC
ACTCTCTGCG
GAGAACTGGT

CGTGTCCTCT

La secuencia de aminodcido de 1la regidén variable de

sigue:

TGGTGGAGTC
TCITGCGCCG
GCGGCAGGCT
CCAACGACAA
TCTCGCGACA
CGCCGAGGAT
ACGACTTCTT

(SEC ID NO

TGGCGGCGGA
CITCCGGCTT
CCCGGCAAGG
CATCAAGTAC
ACGCCAAGAA
ACCGCCGTGT
CGACTACTGG

:154)

CTGGTGCAGC
CAACATCAAG
GCCTGGAGTG
GACCCCAAGT
CTCCCTGTAC
ACTACTGCGC

GGCCAGGGCA

codifica

V2.1

poang

la

CTGGCGGCTC
GACACCTACA
GATCGGCCGG
TCCAGGGCCG
CTCCAGATGA
CCGGAGCGAG

CCCTGGTGAC

(CDRs basados en la definicién de aAbM

1 EVQLVESGGG L VQPGGSLRI, SCAASGFNIK DTYIHWVRQA PGKGLEWIGR

51 IDPANDNIKY DPKFOGRFT'I SRDNAKNSL Y LQMNSLRAED T A VYYCARSE

101 ENWYDFFDYW GQGTLVTVSS (SEC ID NO: 155)

variable de cadena pesada de .V2.2 con las retromutaciones

La

secuencia

{R67K;F68A) es como sigue:

1

51

nucleotidica

que

codifica

la

GAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TGGCGGCGGA CTGGTGCAGC CTGGCGGCTC

TCTGCGGCTG TCTTGCGCCE CTTCCGGCTT CAACATCAAG GACACCTACA

regidén

con las

€8 como

regidén
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251

301

351

cadena pesada de V2.2

161

TCCACTGGGT GCGGCAGGCT CCCGGCAAGG GCCTGGAGTG

ATCGATCCTG CCAACGACAA CATCAAGTAC GACCCCAAGT

GGCCACCATC TCTCGCGACA ACGCCAAGAA CTCCCTGTAC

ACTCTCTGCG CGCCGAGGAT ACCGCCGTGT ACTACTGCGC

wo A2 N

GGTGGCCCGG
TCCAGGGCAA
CTCCAGATGA

CCGGAGCGAG

GAGAACTGGT ACGACTTCTT CGACTACTGG GGCCAGGGCA CCCTGGTGAC

CGTGTCCTCT . (SEC ID NO:

156) .

La secuencia de aminoicido de

mostrados en

Sigue:

regiones

sin puntaje

la regién

subsecuentes) esg

variable de

(CDRs basados en la definicién de AbM

1 EVQL VESGGG L VQPGGSLRL SCAASGFNIK DTYIHWVRQA PGKGLEWVAE

51 IDPANDNIKY DPKFOGKA TI SRDNAKNSL Y LOMNSLRAED T A VYYCARSE

102 ENWYDFFDYEHGQGTL VIVSS (S8EC ID NO: 157)

La secuencia nucleotidica que codifica la regién

variable de cadena pesada V2.3 con las retromutacioneg
(R72A) :;
1 GAGGTGCAGC TCGGTGGAGTC TGGCGGCGGA CTGGTGCAGC CTGGCGGCTC
51 TCTGCGGCTG TCTTGCGCCE CTTCCGGCTT CAACATCAAG GACACCTACA
101 TCCACTGGET GCGECAGGCT CCCGGCAAGG GCCTGCAGTG GGETGGCCCGR
151 ATCGATCCTG CCAACGACAA CATCAAGTAC GACCCCAAGT TCCAGGGCCG
201 GTTCACCATC TCTGCCGACA ACGCCAAGAA CTCCCTGTAC CTCCAGATGA
251 ACTCTCTGCG CGCCGAGGAT ACCGCCGTGT ACTACTGCGC CCGCAGCGAG
301 GAGAACTGGT ACGACTTCTT CGACTACTGG GGCCAGGGCA CCCTGGTGAC
351  CGTGTCCTCT (SEC ID NO: 158).

La secuencia de aminodcido de la regidn

variable de

como

13
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cadena pesada de V2.3 {(CDRs basados en la definicién de AbM

mostradas en las regiones sin puntaje subsecuentes) es como

sigue:

1 EVQL VESGGG L VQPGGSLRL SCAASGFNIK DTYIHWVRQA PGKGLEWV AR

51 IDPANDNIKY DPKFQGRFTI SADNAKNSL Y LQOMNSLRAED TAVYYCARgE

103 ENWYDFFDYW GQGTLVTVSS (SEC ID NO: 159) .
La secuencia nucleotidica que codifica la regién

variable de cadena pesada V2.4 con las retromutaciones (A49G)
es como sigue:
1 GAGGTGCAGC TGCTGGAGTC TGGCGGCGGA CTGGETGCAGE CTGGCRECTC

51 TCTGCGGCTG TCTTGCECCG CTTCCGGCTT CAACATCAAG GACACCTACA

101 TCCACTGGGT GCGGCAGGCT CCCGGCAAGE GCCTGGAGTG GGTGGECCGR
151 ATCGATCCTG CCAACGACAA CATCAAGTAC GACCCCAAGT TCCAGGGCCG
201 GTTCACCATC TCTCGCGACA ACGCCAAGAA CTCCCTGTAC CTCCAGATGA
251 ACTCTCTGCG CGCCGAGGAT ACCGCCGTET ACTACTGCGC CCGGAGCGAG
301 GAGAACTGGT ACGACTTCTT CGACTACTGG GGCCAGGGCA CCCTGGTGAC
351 CGTGTCCTCT (SEC ID NO: 160} .

La secuencia de aminodcido de 1a regidn variable de

cadena pesada de V2.4 (CDRs basados en la definicién de AbM

mostradas en las regiones sin puntaje subsecuentes) es como

sigue:

1 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFNIK DTYIHWVROA PGKGLEWVGR

51 IDPANDNIKY DPKFOGRFTI SRDNAKNSL Y LOMNSLRAED TA VYYCARﬁE

104 ENWYDFFDYW GQGTLVTVSS (SEC ID NO: 161).

La secuencia nucleotidica que codifica la regién
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cadena

pesada

163

V2.5

(R6ETK;F68A;R72A) es como sigue:

1

51

101

151

201

251

301

352

cadena pesada de V2.5

mostradas en las regiones sin puntaje subsecuentes)

GAGGTGCAGC
TCTGCGGCTG
TCCACTGGGT
ATCGATCCTG
GGCCACCATC
ACTCTCTGCG
GAGAACTGGT

CGTGTCCTCT

La secuencia de aminodcido de 1a regidén variable de

sigue:

TGGTGGAGTC
TCITGCGCCG
GCGGCAGGCT

CCAACGACARL

TGGCGGCGGA
CITCCGGCTT
CCCGGCAAGG

CATCAAGTAC

TCTGCCGACA ACGCCAAGAA

CGCCGAGGAT ACCGCCGTGT

ACGACTTCTT

{SEC 1ID NO:

CGACTACTGG

162) .

con

las

CTGGTGCAGC
CAACATCAAG
GCCTGGAGTG
GACCCCAAGT
CTCCCTGTAC
ACTACTGCGC

GGCCAGGGCA

ﬂﬂQﬂS

retromutaciones

CTGGCGGCTC
GACACCTACA
GGTGGCCCGR
TCCAGGGCAA
CTCCAGATGA
CCGGAGCGAG

CCCTGGTGAC

(CDRs basados en la definicién de AbM

1 EVQL VESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFNIKDTYIHWVRQA PGKGLEWV AR

51 IDPANDNIKY DPKFQGKATI SADNAKNSLY LOMNSLRAED TAVYYCARSE

105 ENWYDFFDYW GQGTL VTVSS (SEC ID NO: 163)

variable de cadena pesada V2.6 con las retromutaciones ¢

La sSecuencia

481 ;A49G;R722)

1

51

101

151

201

nucleotidica

€8 como sigue:

que

codifica

la regién

GAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TGGCGGCGGA CTGGTGCAGC CTGGCEGCTC

TCTGCGGCTG TCTTGCGCCG CTTCCGGOTT CAACATCAAG GACACCTACA

TCCACTGGGT GCGGCAGGCT CCCGGCAAGG GCCTGGAGTG GATCGGCCGG

ATCGATCCTG CCARACGACAA CATCAAGTAC GACCCCAAGT TCCAGGGCCG

GTTCACCATC TCTGCCGACA ACGCCAAGAA CTCCCTGTAC CTCCAGATGA

€5 como

s
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251

301

351

cadena pesada de V2.6

mostrados en las regiones sin puntaje subsecuentes)

le4

o RO

ACTCTCTGCG CGCCGAGGAT ACCGCCGTGT ACTACTGCGC CCGGAGCGAG

GAGAACTGGT ACGACTTCTT CGACTACTGG GGCCAGGGCA CCCTGETGAC

CGTGTCCTCT

La secuencia de amincdcido de 1la regidén variable de

sigue:

(SEC ID NO:

164) .

(CDRs basados en la definicién de ADbM

1 EVOLVESGGGLVQPGGSLRL SCAASGEFNIKDTYIHWVRQA PGKGLEWIGR

>1 IDPANDNIKY DPKFQGRFTI SADNAKNSI, Y LOMNSLRAED TAVYYCARSE

106 ENWYDFFDYW GQGTLVTVSS (SEC ID NO: 165)

nucleotidica que codifica 1la regidén

variable de cadena pesada V2.7 con las retromutaciocnes
(R49G;R72A) es como sique:
1 GAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TCGECGECGGA CTGGTGCAGC CTGGCEGCTC
51 TCTGCGGCTG TCITGCGCCG CTTCCGGCTT CAACATCAAG GACACCTACA
101 TCCACTGGGT GCGGCAGGCT CCCGGCAAGG GCCTGGAGTG GGTGGGCCCA
151 ATCGATCCTG CCAACGACAA CATCAAGTAC GACCCCAAGT TCCAGGGCCG
201 GTTCACCATC TCTGCCGACA ACGCCAAGAA CTCCCTGTAC CTCCAGATGA
251 ACTCTCTGCG CGCCGAGGAT ACCGCCGTGT ACTACTGCGC CCGCAGCGAG
301 GAGAACTGGT ACGACTTCTT CGACTACTGG GGCCAGGGCA CCCTGGTGAC
351 CGTGTCCTCT (SEC ID NO-: 166).

La secuencia de aminodcido de 1la regién variable de

cadena pesada de V2.7

mostradas

La

en

sigue:

secuencia

regiones

sin puntaje

subsecuentes)

(CDRs basados en 1la definicién de AbM

es

es Ccomo

como
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nno

1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRL SCAASGFNIK DTYTHWVRQA PGKGLEWVGR

51 IDPANDNIKY DPKFQGRFTI SADNAKNSL Y LOMNSLRAED TAVYYCARSE

107 ENWYDFFDYW GQGTLVTVSS

LA

secuencia

nucleotidica.

(SEC ID NO:

que

167} .

codifica

la

(77

a

regién

variable de la cadena pesada V2.8 con 1las retromutaciones

(L79A) es como sigue:

1
51

101
151
201
251
301

351

cadena pesada de V2.8

‘GAGGTGCAGC

TCTGCGGCTG

TCCACTGGGT

ATCGATCCTG

GTICACCATC

ACTCTCTGCG

GAGAACTGGT

CGTGTCCTCT

TGGTGGAGTC
TCTTGCGCCG
GCGGCAGGCT
CCAACGACRA
TCTCGCGACA
CGCCGAGGAT
ACGACTTCIT

(SEC ID NO:

TGGCGGCGGA
CTTCCGGCTT
CCCGGCAAGG
CATCAAGTAC
ACGCCAAGAA
ACCGCCGTGT
CGACTACTGG

168} .

CTGGTGCAGC

CAACATCAAG

GCCTGGAGTG

GACCCCAAGT

CTCCGCCTAC

ACTACTGCGC

GGCCAGGGCA

CTGGCGGCTC
GACACCTACA
GGTGGCCCGG
TCCAGGGCCG
CTCCAGATGA
CCGGAGCGAG

CCCTGGTGAC

La secuencia de amincicido de la regién variable de

(CDRs basados en la definicidén de AbM

mostradas en las regiones sin puntaje subsecuentes) es como

sigue:

1 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFNIK DTYTHWVRQA PGKGLEWVAR

51 IDPANDNIKY DPKFQGRFTI SRDNAKNSA Y LOMNSLRAED TAVYYCARSE.

108 ENWYDFFDYW GQGTLVTVSS (SEC ID NO: 169) .
La secuencia nucleotidica que codifica 1la regidn
variable de cadena pesada V2.10 con las retromutaciones

(R49G;R72A;L79A) es como sigue:

1

GAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TGGCGECGGA CTGGTGCAGC CTGGCEGCTC
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351

TCTGCGGCTG
TCCACTGGGT
ATCGATCCTG
GTTCACCATC
ACTCTCTGCG
GAGAACTGGT

CGTGTCCTCT

TCTTGCGCCG

GCGGCAGGCT

CCAACGACAA

TCTGCCGACA

CGCCGAGGAT

ACGACTTCTT

(SEC ID NO:

166

CTTCCGGCTT
CCCGGCAAGG
CATCAAGTAC
ACGCCAAGAA
ACCGCCGTGT
CGACTACTGG

170)

La secuencia de amino&cido de

cadena pesada de V2.10 (CDRs basados

mostradas en las regiones sin puntaje subsecuentes) es como

sigue:

CAACATCAAG
GCCTGGAGTG
GACCCCAAGT
CTCCGCCTAC
ACTACTGCGC

GGCCAGGGCA

la regidn wvariable de

pR2an

GACACCTACA
GGTGGGCCGG
TCCAGGGCCG
CTCCAGATGA
CCGGAGCGAG

CCCTGGTGAC

en la definicién de AbM

1 EVQL VESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFNIK DTYIHWVRQA PGKGLEWVQE

51 IDPANDNIKY DPKFQGRFTI SADNAKNSA Y LOMNSLRAED TAVYYCARSE

109 ENWYDFFDYW GQGTLVTVSS

variable

La secuencia

de

cadena

nucleotidica

pesada

(SEC ID NO:

Vz2.11

(V481 ;A49G;R72A;L79A) es como sigue:

1

51

101

151

201

251

301

351

GAGGTGCAGC

TCTGCGGCTG

TCCACTGGGT

ATCGATCCTG

GTTCACCATC

ACTCTCTGCG

GAGAACTGGT

CGTGTCCTCT

TGGTGGAGTC
TCITGCGCCG
GCGGCAGGCT
CCAACGACARA
TCTGCCGACA
CGCCGAGGAT

ACGACTTCTT

(SEC 1D NO:

TGGCGGCGGA
CTTCCGGCTT
CCCGGCAAGG
GATCAAGTAC
ACGCCAAGAA
ACCGCCGTGT
CGACTACTGG

172).

gue

con las

171) .

CTGGTGCAGC
CAACATCAAG
GCCTGGAGTG
GACCCCAAGT
CTCCGCCTAC
ACTACTGCGC

GGCCAGGGCA

codifica

la regién

retromutaciones

CTGGCGGCTC
GACACCTACA
GATCGGCCGG
TCCAGGGCCG
CTCCAGATGA
CCGGAGCGAG

CCCTGGTGAC

178
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La secuencia de aminoidcido de la regidén variable de

cadena pesada de V2.11 (CDRs basados en la definicién de AbM

mostradas en

sigue:

regiones

sin puntaje

subsecuentes) es

1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIK DTYIHWVRQA PGKGLEWIGR

51 IDPANDNIKY DPKFQGRFTI SADNAKNSA Y LOMNSLRAED TAVYYCARSE

110 ENWYDFFDYW GQGTLVTVSS (SEC ID NO: 173).
La secuencia nucleotidica que codifica la regién

variable de la cadena pesada V2.16 con las retromutaciones

(V48I;A49G;R724)

1

GAGGTGCAGC

es como sigue:

TGGTGGAGTC TGGCGGCGGA CTGGETCCAGC CTGGCGGCTC
51 TCTGCGGCTG TCTTGCACCG GCTCCGGCTT CAACATCAAG GACACCTACA
101 TCCACTGGGT GCGGCAGGCT CCCGGCAAGG GCCTGCGAGTG GATCGGCCGE
151 ATCGATCCTG CCAACGACAA CATCAAGTAC GACCCCAAGT TCCAGGGCCG
201 GTTCACCATC TCTGCCGACA ACGCCAAGAA CTCCCTGTAC CTCCAGATGA
251 ACTCTCTGCG CGCCGAGGAT ACCGCCGTGT ACTACTGCGC CCGGAGCGAG
301 GAGAACTGGT ACGACTTCTT CCGACTACTGG GGCCAGGGCA CCCTGGTGAC
351 CGTGTCCTCT (SEC ID NO: 174).

como

La secuencia de aminodcido de 1la regidn variable de

cadena pesada de V2.16 (CDRs basados en la definicién de AbM

mostradas en regiones sin puntaje subsecuentes) es como

sigue:

1 EVQLVESGGG L VQPGGSLRL SCTGSGFNIK DTYIHWVRQA PGKGLEWIEE

51 IDPANDNIKY DPKFQGRFTI SADNAKNSL Y LOMNSLRAED TAVYYCARSE
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111 ENWYDFFDYW ‘GQGTLVTVSS (SEC ID NO: 175},

La siguiente es la secuencia de aminodcido de un MH 2-7

humanizado V2.11 TgG 1 con un dominio CH2 mutado:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKbTYIHWVRQAPGKGLEWIGRIDP
ANDNIKYDPKFQGRFTISADNAKNSAYLQMNSLRAEDTAVYYCARSEENWYD
FFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE&LG&PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNNVYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEC ID NO: 176).

El dowminio variable esti en los amincdcidos 1-120; CH1
en 121-218; andamiaje en 219-233; CH2 en 234;343; v CH3 en
344-450. La cadena ligera incluye 1la siguiente secuencia con
el dominio variable en 1-133,
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSQSIVHSNGNTYLEWYQQKPGKAPKLLIY
KVSNRFSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCFQGSHIPYTFGGGTKV
EIKRTVAAPSVFWPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR

GEC (SEC ID NO: 177).

Ejemplo 11: Pruebas funcionales de variantes ejemplares de MJ

L8]
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Se evalud la capacidad del anticuerpo MJ2-7 y de las
variantes humanizadas para inhibir la IL-13 humana en las

pruebas de determinacién de actividad de IL-13.

Prueba de fosforilacidén de STATE.
Se desarrollaron células epiteliales de colon humanas
HT-29 (ATCC} como monocapa adherente en medio de McCoy 5A que
contenia 10% de FBS, Pen-Strep, glutamina y bicarbonato de
10 sodio. Para la prueba, las células se desprendieron del
matraz usando tripsina, se transfirieron por lavado a medio
fresco vy se distribuyeron en tubos de poliestireno de 12x75
mm. Se agregd IL-13 recombinante humana (R&D Systems, Inc.) a
concentraciones gue oscilaban entre 100-0.01 ng/ml. Para las
15 pruebas que probaban la capacidad del anticuerpo para inhibir
la respuesta de 1IL-13, se agregd 1 ng/ml de TIL-13
recombinante humana con diluciones de anticuerpo que
oscilaban entre 500-0.4 ng/ml. Las células se incubaron en un
bafio de agua a 37°C durante 30-60 minutos, luego se
20 transfirieron por lavado a PBS helado que contenia 1% de BSA.
Las células se fijaron incubando en paraformaldehido al 1% en
PBS durante 15 minutos a 37°C, luego se transfirieron por
lavade a PBS que contenia 1% de BSA. Para permeabilizar el
nicleo, las células se incubaron durante la noche a -20°C en

25 metanol absoluto. Se transfirieron por 1lavado a PRS que
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contenia 1% de BSA, luego se tifieron con anticuerpo contra
STAT6 marcado con ALEXA™ Fluor 488 (BD Biosciences). rLa

fluorescencia se analizg con un programa FACSCAN™ v CELLQUEST

{BD Biosciences) .

Induccién de CD23 en monocitos humanos

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica
humana por extendido sobre HISTOPAQUE® (Sigma) . Las células
se transfirieron por lavado a RPMT gque contenia 10% de FCS
inactivado por calor, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml  de
estreptomicina, L-glutamina 2 mM, ¥y se clocaron en placas en
una placa para cultivo de tejidos de” 48 pezos
(Costar/Corning). Se agregd IL-13 recombinante humana (R&D
Systems, 1Inc.) a diluciones que oscilaron entre 100-0.01
ng/ml. Para las pruebas que probaban 1la capacidad del
anticuerpo para inhibir 1la respuesta de IL-13, ge agregd 1
ng/ml de IL-13 recombinante humana junto con diluciones de
anticuerpo que oscilaban entre 500-0.4 ng/ml. Las células se
incubaron hasta el dia siguiente a 37°C en una incubadora con
5% de CO,. Al dia siguiente, las células Se cosecharon de los
pozos usando la Solucién de Disociacién Celular no enzimatica
{Sigma), luego se transfirieron por lavado a PBS helado que
contenia 1% de BSA. Las célulgs se incubaron con anticuerpo
contra €D23 humana marcado con PE (BD Biosciences, San Diego,

CA) vy anticuerpe contra CD1lk humana marcade con Cy-Chrome

(42
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(BD Biosciences). Los monocitos se activaron en base a la
dispersidén frontal intensa Yy la dispersién lateral de 1la luz,
Yy a la expresién de CD11lb. La expresién de CD23 en monocitos
se determind por citometria de flujo usando un FACSCAN™ (BD

Biosciences), y el poxcentaje de células CD23* se analizé con

un programa CELLQUEST™ (BD Biosciences) .

Proliferacién de células TF-1

Las células TF-1 son Tuna linea celular hemopoyética
humana dependiente de factor que requiere interleucina 3 (IL-
3) o] factor estimulante de colonias de
granulocitos/macréfagos (GM-CSF) para su crecimiento a largo
plazo. Las células TF-1 también responden a una variedad de
otras citosinas, incluyendo la interleucina 13 (IL-13). Se
mantuvieron células TF-1 (ATCC) en RDMI gue contenia 10% de
FCS inactivado por calor, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de
estreptomicina, L-glutamina 2 mM Y 5 ng/ml de GM-CSF
recombinante humana (R&D Systems). Antes de 1la prueba, las
células se privaron de GM-CSF hasta el dia siguiente. Para la
prueba, las células TF-1 se colecaron en placas por duplicado
a razén de 5000 células/pozo en placas de microtitulacién de
fondo plano de 96 pozos (Costar/Corning), Y sSe egtimularon
con IL-13 humana {R&D Systems}, en el intervalo de 100-0.01
ng/ml. Después de 72 horas en una incubadora a 37°C con 5% de

COz2, las células =e sometieron a pulsos de ’H-timidina de 1

(83
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TCi/pozo (Perkin Elmer/New England Nuclear). Se incubaron por
4.5 horas adicionales, luego 1las células se cosecharon a
esteras filtrantes utilizando un cosechador TOMTEK™. La
incorporacién de ‘*H-timidina se evalud por conteo de
centelleo liquido.
Prueba de produccidn de tenascina
Se mantuvieron células epiteliales bronquiales humanas
BEAS-2B (ATCC) en medio BEGM con suplementos (Clonetics). Las
células se colocaron en placas a razén de 20,000 por pozo en
una placa de cultivo de fondo rlano de 96 pozos hasta el dia
siguiente. Se agrega medio fresco que contiene IL-13 en
presencia o ausencia del anticuerpo indicado. Después de una
incubacién hasta el dia siguiente, se cosechan 1los
sobrenadantes, y se analizan para determinar la presencia del
componente de la matriz extracelular tenascina C, mediante
ELISA. Se recubren las placas de ELISA hasta el dia siguiente
con 1 ug/ml de anticuerpo monoclonal de murino contra
tenascina humana (1gGi, k; Chemicon International) en PRS.
Las placas se lavan con PBS que contiene 0.05% de Tween-20

(PBS-Tween), y se bloguean con PRS que contiene 1% de BSA. Se

agregd solucién blogueadora fresca cada 6 minutos para un

total de tres cambios. Las placas =se lavaron 3X con PBS-
Tween. Se agregaron los sobrenadantes celulares o el patrén
de tenascina humana {Chemicon International) y se incubaron

durante 60 minutos a 37°C. Las placas se lavaron 3X con PBS-

Z;S’C[/
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Tween. La tenascina se detectd con anticuerpo monoclonal
murino c¢ontra tenascina (IgG2a, k; Biohit). La unién se
detectd con anticuerpo marcado con HRP contra IgG2a de ratén,
seguido de sustrato TMB. La reaccidn se detuvo con &cido
sulfdrico 0.01 N. La absorbénéia se leyd a 450 nm.

La linea celular epitelial humana HT 29 puede usarse
pafa probar la fosforilacién de STAT6. Se incuban células HT
29 con 1 ng/ml de una preparacién bruta de IL-13 nativa
humana en presencia de concentraciones crecientes del
anticuerpo de prueba durante 30 minutos a 37°C. El1 analisis
Western blot de lisados celulares con un anticuerpo contra
STAT6 fosforilada puede usarse para detectar la fosforilacidén
de STAT6 mediada por IL-13 dependiente de la dosis. De wmodo
similar, el andlisis por citometria de flujo puede detectar
STAT6 fosforilada en células HT 29 que fueron tratadas con
una concentracidn de saturacién de IL-13 durante 30 minutos a
37°C, fijadas, permeabilizadas y tefiidas con un mAb contra
fosfo-STAT6 marcado con ALEXA™ Fluor 488. Se expone en la
gsiguiente Tabla un conjunto de resultados gue sirven de
ejemplo. La actividad inhibidora de V2.11 fue comparable a la

de sIL-13Ra@2-Fc.

/85
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Tabla 1
Construccién Retromutaciones VH Expresién Prueba STATéE
pa/ml/Cos; de hIL-13
48 h nativa ICg,,
nM
V2.0 V2 Ninguna, CDR 8-10 »100
injerto CDR | injertado
va.l V2 V4BI; 149G 9-14 2.8
Construccidn Retromutaciones VH Expresién Prueba STATS
ug/ml/Cos; de hIL-13
48 h nativa ICg,,
nM
V 2.2 v2 RE7K; F6BA 5-6 >100
V 2.3 v2 R72A B-9 1.67-2.6
V 2.4 V2 A49G 10 17.5
vV 2.5 va R67K; F6BLA; R72A 4-5 1.75
V 2.6 V2 V48T; A49G; R72A 11-12 1.074-3 .37
VvV 2.7 V2 A45G; R72A 10-11 1.7
V 2.11 | v2 V481; A49G; R72A7; 24 0.25-0.55
L79%A
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Ejemplo 12: Sitio de interaccién de unidn entre IL-13 e IL-

13Ral

Se estudidé mediante cristalografia. de rayos X uﬁ
complejo de IL-13, el dominio extracelular de IL-13Rel
(residuos 27-342 de SEC ID NO: 125), y un anticuerpo gue se
une a la IL-13 humana. Se hallaron dos puntos de interaccién
sustancial entre IL-13 e IL-13Ral. La interaccién entre el
dominio 1 de Ig de IL-13Ral Yy de IL-13 da lugar a 1la
formacién de una l&mina beta extendida que abarca las dos
moléculas. Los residuos Thr8&s [(Thr107], Lys89 [Lys108], Ile9o
[Tlel09] y Glu9l (Glull0] de IL-13 (SEC ID NO: 124, secuencia
madura [secuencia de longitud completa (SEC ID NO: 1781])
forman una hebra beta que interactia con los residuos Lys7e,
Lys77, Ile78 y Ala79 del receptor (SEC ID NO: 125) . Ademés,
la cadena lateral del Met33 [Met52] de IL-13 (SEC ID NO: 124
[SEC ID NO: 178]) se extiende hacia el interior de un
belsillo hidrofédbico que es creado por las cadenas laterales
de estas hebras contigquas.

La caracteristica predominante de 1la interaccién con el
dominio 3 de Ig es la insercidn de un residuc hidrofdébico
{Phel07 [Phe126])) de IL-13 (SEC ID NO: 124) [SEC ID NO. 1781)
en un bolsillo hidrofébicq del dominio 3 de Ig del receptor
IL-13Rol. El bolsillo hidrofébico de IL-13Rel estd formado

por las cadenas laterales de los residues Leu3l9, Cys257,

§1
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Arg256 y Cys320 (SEC ID NO: 125). La interaccidn comn Phel07
[Phel26] de IL-13 (SEC ID NO: 124 [SEC ID NO: 178]) da lugar
a un conjunto extensivo de interacciones de van der Waals
entre los residuos de aminoicido IIe254, Ser255, Arg256,
Lys318, Cys320 y Tyr321 de IL-13Rol (SEC ID NO: 125) y los
residuos de aminodcido Argll [Arg30], Glul2 ([Glu3l], Leul3l
(Leu32], TIlel4 [Ile33], Gluils [Ile34], Lysl04 [Lys123],
Lys105 [Lysl24], Leul06é {Leul25], Phel07 (Phel26) y Arglos
[Arg 127] de IL-13 (SEC ID NO: 124 [SEC ID NO: 178]). Estos
resultados demuestran gue un antagonista de IL-13 gue se una
a las regiones de IL-13 involucradas en 1la interaccién con

IL-13Rel puede usarse para inhibir la sefializacién de IL-13.

Ejemplo 13: Expresién del anticuerpo humanizado MJ 2-7 en

células COS

Con el fin de evaluar 1la produccidn de anticuerpos
quiméricos anti-NHP IL13 en el sistema recombinante mamifero,
se subclonaron las regiones variables del anticuerpo MJ 2-7
de raton en un vector de expresidn PED6 que contenia regiones
constantes humanas kappa e IgGl mut. Se cultivaron células
COS-1 de rifidn de mono en medio DME (Gibeo) gue contenia 10%
de suero fetal de boviﬁo inactiyado por calor, glutamina 1 mM
y 0.1 mg/ml de Penicilina/Estreptomicina. La transfeccidn de

las células COS se realizd usando reactivo de transfeccidn

[&F
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TRANSITIT™-LT1 (Mirus) de acuerdo con el protocolo sugerido
por él proveedor del reactivo. Las células COS transfectadas
se incubaron durante 24 horas a 37°C en presencia de 10% de
CO;, se lavaron con PBS estéril, Y luege se desarrollaron en
medio R1CD1 libre de suero (Gibco) durante 48 horas para
permitir la secrecidén del anticuerpo y la acumulacién en el
medio acondicionado. La expresidén del anticuerpo chMJ 2-7 se
cuantificd mediante ELISA de . IgG humana total usando como
patrén anticuerpo IgG 1/kappa humano purificado.

La produccién de anticuerpo quimérico MJ 2-7 en células
COS fue significativamente menor que la del anticuerpo
quimérico de contxrol (Tabla 2). Por lo tanto, la optimizacién
de la expresién de Ab se incluyd en el proceso de
humanizacién de MJ 2-7. E1 MJ 2-7 Vi humanizado se construyé
mediante injerto de CDR de las CDRs de cadena pesada del MJ
2-7 de ratdn en el clon de 1linea germinal humana mas
homélogo, DP 25, que es bien expresado y representado en la
respuesta tipica de anticuerpos humanos. Las CDRs de cadena
ligera se subclonaron en el clon DPK 18 de linea germinal
humana con el objeto de generar huMJ 2-7 V1 VL. E1 MJ 2-7 V2
humanizado se prepard mediante injerto de CDR de 1la regién
variable de las CDRs del MJ 2-7 al marco del gen de linea
germinal humanc DP54 y las CDRs de la regidn variable de
cadena ligera del MJ 2-7 al marco del gen de linea germinal

humano DPK9. El clon DP 5S4 pertenece al subgrupo de lineas

Ry

(89
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germinales humanas VH III Y DPK9 pertenece al subgrupo de
genes humanos de linea germinal V kappa I. Los fragmentos de
anticuerpo qQue consisten en 1la combinacién de armazones VH
IIT y V kappa I tienen alto nivel de expresidn en el sistema
de E. coli y poseen elevada estabilidad y solubilidad en
soluciones acuosas (ver, por ejemplo, Stefan Ewert et alL, J.
Mal. Biol. (2003), 325; 531-553, Adrian Auf et ali,, Methods
(2004) 34:215-224). Se han usado la combinacidén de marcos
DP54/DPKS humanos en la produccién de varios anticuerpos
recombinantes y se logrdé una elevada expresién de anticuerpo

(> 20 ug/ml) en los experimentos de transfeccidn transitoria

de COS.
Tabla 2
mAb Expresidn, ug/ml
3D6 10.166
Ch MJ 2-7 pED6 (1) 2.44
Ch MJ 2-7 pED6 (2) 2.035
hl2a11 v2 1.639

Los genes MJ 2-7 V1 Y V2 VH y VL injertados por CDR se

subclonaron en dos sistemas de vector de expresidn de

mamifero (PED6kappa/pED6 IgGl mut vy PSMEN2kappa/pSMED2 IgG1
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mut), y la produccién de anticuerpos MJ 2-7 humanizados se
evalud en experimentos de transfeccidn transitoria de COS
como se describid con anterioridad. En el primer conjunto de
experimentos se evalud el efecto de diferentes combinaciones
de huMJ 2-7 VL y VH sobre la expresidn del anticuerpo (Tabla
3). La modificacién de las regiones de marco de MJ 2-7 VL a
DKP9 incrementd la produccién de anticuerpos entre 8-10
veces, mientras que VL Vi (injertado por CDR a DPK 18) mostrd
s6lo un incremento moderado en la produccidén de anticuerpos.
Este efecto se observé cuando VL humanizada se combind con MJ
2-7 VH guimérica y MJ 2-7 Vi Y V2 humanizadas. La MJ 2-7 V2
injertada por CDR tuvo un nivel de expresidén 3 veces mas alto

que la MJ 2-7 V1 injertada por CDR en iguales condiciones de

prueba. Tabla 3
mAb Expresidn, ug/ml
ChMJ 2-7 1.83
hVH V1/mVL 3.04
hvH v1/hvL, V1 6.34
hVH V1/hVL V2 15.4
hVH-V2/mVL 0.2
hVH/hVL-v2 18.41
hVH-V2/hVL-Vi 5.13
hVH-v2/hvL-v2 16.79

.
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Experimentos similares se efectuaron con huMJ 2-7 v2 que
contenian retromutaciones en las regiones variables de cadena
pPesada (Tabla 4). El nivel mas elevado de expresién se
detectd para huMJ 2-7 V2.11, que retuvo las propiedades de
unién al antigeno y neutralizacidén del anticuerpo MJ 2-7 de
ratén. La introduccién de retromutaciones en las posiciones
48 y 49 (V481 y A49G) incrementd la produccién del anticuerpo
huMJ 2-7 V2 en células COS, mientras que las retromutaciones
de amincacidos én las posiciones 23, 24, 67 y 68 (A23T; A24G;
R67K y F68A) tuvieron un impacto negativo sobre la expresidn

del anticuerpo.

Tabla 4
mAb Expresidén, upg/ml
V2 8.27
V2.1 12.1
V2.2 5.29
V2.3 9.60
V2.4 8.20
V2.5 6.05
V2.6 | 11.3
V2,10 9.84
V2.11 14 .85
V2.16 1.7658

92
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Ejemplo 14: Evaluacién de las propiedades de wunién al

antigeno de anticuerpos MJ 2-7 humanizado mediante ELISA de

NHP IL-13 FLAG

La capacidad del mAb MJ 2-7 totalmente humanizado (V1,
V2 v2) para competir con el Ab MJ 2-7 biotinilado de ratén
por la unién a NHP IL-13-FLAG se determind mediante ELISA.
Las placas de microtitulacién (Costar) se recubrieron con 1
pg/ml de anticuerpo M2 anti-FLAG menoclonal (Sigma). La
proteina FLAG NHP IL-13 a una concentracién de 10 ng/ml se
mezclércon 10 ng/ml de anticuerpo MJ 2-7 de ratén marcado con
biotina y diversas concentraciones de anticuerpo MJ 2-7 de
ratén y humanizado no marcado. La mezcla se incubd durante 2
horas a temperatura ambiente Y luego se agregé a la placa
recubierta con el anticuerpo anti-FLAG. La unién de los
complejos  FLAG NHP-IL-13/bioMJ2-7 Ab se detectd con
estreptavidina-HRP y 3,3',5.,5' -tetrametilbencidina (TMB}. E1
My 2-7 V2  humanizado perdidé actividad de manera
significativa, mientras que  huMJ 2-7 Vv2.11 recuperd
completamente la actividad de unidén al antigeno y fue capaz
de competir con MJ 2-7 mAb biotinilade por la unidén a FLAG-
NHP IL-13. El andlisis por BIACORE™ tambi&n confirmd gue NHP

IL-13 tenia una rdpida unién a, Yy una lenta disociacién del

hl uMJ 2-7 v2.11 inmovilizado,

95
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Ejemplo 15: Modelacién molecular de MJ2-7 V2VH

Los moldes de 1la estructura para modelar la cadena
pesada de MJ2-7 humanizada versidén 2 (MJ2-7 V2VH) se
seleccionaron con base en lasg bisquedas de homologia BLAST
contra el Banco de datos de pProteinas (PDB). Aparte de las
dos estructuras seleccionadas de la salida de 1a bisqueda
BLAST, se selecciond un molde adicional de una base de datos
local de las estructuras proteinicas. El modelo de MJ2-7 V2VH
se elaboré wusando 1los tres estructuras del molde 1JPS
{estructura de co-cristal del factor de tejido humano en el
complejo con Fab D3h44 humanizado), IN8Z (estructura de co-
cristal de Her2 humano en el complejo con Herceptina Fab) Yy
F13.2 1(IL-13 en el complejo con el fragmento Fab de
anticuerpo de ratén) como los moldes Yy el médulo de homologia
de InsightII (Accelrys, San Diego) . Las regiones
estructuralmente conservadas (SCRs) de 1JPS, 1N8Z y F13.2
(disponible en Ap. 16163-029001)) se determinaron con base en
la matriz de distancia Ca para cada molécula y las
estructuras del molde estuvieron superimpuestas con base en
la desviacién RMS minima de los &tomos correspondientes en
SCRe. La secuencia de la proteina blanco MJ2-7 V2VH se alineé
a las secuencias de las proteinas de molde superimpuestas y
los coordinados de gCRrs S€ asignaron a log residuos
correspondientes de la proteina blanco. Con base en el grado

de similitud de 1la secuencia entre el blanco Y los moldes en
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cada uno de SCRs, los coordinados de diferentes moldes se
usaron para diférentes SCRs. Los coordinados para las espiras
Yy las regiones wvariables no incluidas en los SCRs se
generaron por los métodos Search Loop o Generate Loop como se
implementaron en el médulo de homologia. En forma breve, el
método de Search Loop explora las estructuras proteinicas que
se ajustarian apropiadamente entre dos SCRs comparando la
matriz de distancia Ca de los residuos SCR de flangueo con
una matriz pre-calculada derivada de las estructuras
proteinicas que tienen el mismo ntmero de residuos de
flanqueo, vy un segmento de péptido de intervencién de una
longitud dada. El método Generate Loop que genera coordinados
atomicos “de novo” se usd en los casos en donde Search Loop
no produjo los resultados deseados. La conformacién de las
cadenas laterales de aminodcidos se mantuvo igual que en el
molde si el residuo de aminodcido fue idéntico en el molde en
el blanco. Sin embargo, se hizo una blisqueda conformacional
de los rotémeros y la conformacidén energéticamente mas
favorable se retuvo para los residuos gue no son idénticos en
el molde y el blanco. Esto se siguid por la reparacién de
unidn que establece una simulacién de mecénica molecular para
derivar las longitudes de enlace apropiadas y los angulos de
enlace en las uniones entre dos SCRs o0 entre SCR y una reqgidn
variable. Por dltimo, el modelo se sometié a minimizacidén de

energia usando el algoritmo Steepest Descents hasta wuna
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derivada méxima de 5 kcal/(mol A) & 500 ciclos y el algoritmo
Conjugate Gradients hasta una derivada maxima de 5 kcal/(mol

-

A) 6 2000 ciclos. La calidad del modelo se evalud usando el
comando ProStat/Struct Check.

El modelo molecular de MJ2-7 VH de ratédn se construyd
siguiendo el procedimiento descrito para MJ2-7 V2VH
humanizado excepto que los moldes usados fueron IQBL e ICBM,
estructuras cristalinas para el anticuerpo FabEB8 anti-
citocromo ¢ de caballo.

Las diferencias potenciales en los enlaces de H del
marco CDR se predijeron por los modelos
hMJ2-7 V2VH:G26 - hMJ2-7 V2VH:A24
hMJ2-7 V2VH:Y109 - hMJ2-7 V2VH:825
mMI2-~7 VH:D61 - mMJZ2-7 VH:I48
mMJ2-7 VH:K63 - mMJ2-7 VH:E46
mMJ2-7 VH:Y109 - mMJ2-7 VH:ROS8

Estas diferencias sugieren la siguientes retromutaciones
opcicnales: A23T, A24G y V481.

Otras retromutaciones opcionales sugeridas con base en
la desviacién RMS significativa de lecs aminodcidos
individuales y las diferencias en los residuos de aminoédcidos

adyacentes a estos son: GSA, L115T y RB7T.
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Ejemplo 16: Actividad de neutralizacidén de IL-13 de MJ2-7 vy

C65

Las capacidades de neutralizacién de IL-13 de MJ2-7 vy
C65 se probaron en una serie de bioensayos. Primero, la
capacidad de estos anticuerpos para neutralizar la
bioactividad de NHP IL-13 se probd en una prueba de expresidn
de CD23 de monocito. Se incubaron PBMC de humano aislado de
forma fresca durante la noche con 2 ng/ml de NHP IL-13 en
presencia de concentraciones aumentadas de MJ2-7, C65 &6 sIL-
13Ra2-Fc. Las células se cosecharon, se tifieron con el
anticuerpo marcado con CYCHROME™ al marcador especifico de
monocito, CDllb y con el anticuerpo marcado con PE a CD23. En
respuesta al tratamiento con IL-13, 1la expresién de CD23 se
sobre-regula sobre la superficie de monocitos, qué Se
dispararon con base en 1la expresién de CDllb. MJ2-7, Cs5 Yy
SIL-13Ra2-Fc fueron capaces de neutralizar 1la actividad de
NHP TIL-13 en esta prueba. Las potencias de MJ2-7 vy sIL—lBRaz-
Fc fueron equivalentes. (€65 fue aproximadamente 20 veces
menos activa (Figura 2).

En un segundo bicensayo, las capacidades de
neutralizacién de MJ2-7 y C65 para la IL-13 humana nativa se
probaron en una prueba de fosforilacién STAT6. La linea
celular epitelial HT-29 se incubd con 0.3 ng/ml de IL-13
humana nativa en presencia de concentraciones aumentadas de

MJ2-7, C65 o 8IL-13Rw2-Fc, durante 30 minutos & 37°C. Las
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células se fijaron, permeabilizaron, y se tifieron con el
anticuerpo marcado con ALEXA™ Fluor 488 a STATG fosforilada.
El tratamiento de IL-13 estimulé 1a fosforilacién de STATS.
MJ2-7, C65 y sIL-13Ra2-Fc fueron Ccapaces de neutralizar la
actividad de la IL-13 humana nativa en esta prueba (Figura
3). Los ICs para el anticuerpo MJ-27 de murino y la forma
humanizada (V2.11) fueron 0.48 nM y 0.52 nM, respectivamente.
Las potencias de MJ2-7 y sIL-13Ra2-Fc fueron aproximadamente
equivalentes. El ICs, para sIL-13Ra2-Fc fue de 0.33 nM (Figura
4) . C65 fue aproximadamente 20 veces menos activo (Figura 5).

En un tercer bicensayo, 1la capacidad de MJ2-7 para
neutralizar la IL-13 humana nativa se probd en una prueba de
produccidn de tenascina. lLa linea celular epitelial de pulmén
BEAS-2B de humano se incubd durante la noche con 3 ng/ml de
IL-13 humana nativa en presencia de concentraciones
aumentadas de MJ2-7. Los sobrenadantes se cosecharon y se
probaron para -la produccidén de 1la proteina de matriz
extracelular, tenascina C, por ELISA (Figura 6A). MJ2-7
inhibidé esta xespuesta con ICs de aproximadamente 0.1 nM
(Figura 6B).

Estos resultados demuestran que MJ2-7 es un
neutralizador efectivo de NHP IL-13 e IL-13 humana nativa. La
capacidad de neutralizacidén de la IL-13 de MJ2-7 es
eqguivalente a la de sIL-13Ra2-Fc. MJ1-65 también tiene

actividad de neutralizacidn de IL-13, pero es aproximadamente
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20 veces menos potente que MJ2-7.

Ejemplo 17: Mapeo del epitopo del anticuerpo MJ2-7 por SPR

S1L-13Rw2-Fc se recubrié directamente sobre una porciéﬁ
de CMS por el acoplamiento de amina esténdar. Se inyectd NHP-
IL-13 a una concentracién de 100 nM, y se detecté su unién a
IL-13Ra2-Fc¢  inmovilizada por BIACORE™. Una inyeccidén
adicional de 100 nM de anticuerpos anti IL-13 se adiciond, y
se monitorearon los cambios en la unidn. E1 anticuerpo MJ2-7
no se unidé a NHP-IL-13 cuando estuvo en un complejo con hu
IL-13R@2, mientras que si lo hizo un contrel positivo del
anticuerpo anti-IL-13 (Figura 7). Estos resultados indican
que hu IL-13Re2 y MJ2-7 se unen a los mismos o epitopos

traslapados de NHP IL-13.

Ejemplo 18: Medicién de las constantes de 1la velocidad

cinética para la interaccidén entre NHP-IL-13 vy el anticuerpo

MJ2-7 V2-11 humanizado

Para preparar la superéicie del biosensor, se inmovilizé
el anticuerpo especifico de IgG Fc anti-humano de cabra sobre
una porcidén de carboxi metil dextrano de grado investigacidn
(CM5) usando el acoplamiento de amina. La superficie se
activéd con una mezcla de l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida {EDC) 0.1 M y N-

hidroxisuccinimida 0.05 M (NHS) . El anticuerpo de captura se
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inyectd a una concentracién de 10 pg/ml de amortiguador de
acetato de sodio (pH 5.5). Los grupos activados restantes se

bloquearon con etanolamina 1.0 M (PH 8.0). Como un control,

se usd la primera célula de flujo como una superficie de

referencia para corregir el indice de refraccién volumétrico,
el efecto de matrigz, Y la unién no especifica, 1la segunda,
tercera y cuarta células de flujo se recubrieron con 1la
molécula de captura.

Para el andlisis cinético, el anticuerpoc monoclonal
hMJ2-7 V2-11 se capturd sobre la superficie del anticuerpo
anti IgG inyectando 40 ul de una solucién de 1 ug/ml. La
diferencia neta entre la linea base Y el punto
aproximadamente 30 segundos después de completar la inyeccién
se tomdé para representar la cantidad del blanco unide. Las
soluciones de NHP-IL-13 a concentraciones de 600, 200, g66.6,
22.2, 7.4, 2.5, 0.8, 0.27, 0.09 Y 0 nM se inyectaron por
triplicado a una velocidad de flujo de 100 pl por minuto
durante 2 minutos, y se registrd la cantidad del material
unido como una funcién del tiempo (Figura 8). La fase de
disociacién se monitored en el amortiguador HBS/EP (HEPES 10
mM, pH 7.4 que contiene NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y Surfactante
P20 al 0.005% (v/v) durante 5 minutos a la misma velocidad de
flujo, seguido de dos inyecciones de 5 pl de glicina, pH 1.5,
bara regenerar una superficie de captura completamente

activa. Todos los experimentos cinéticos se realizaron a
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22.5°C en el amortiguador HBS/EP. Los efectos del blanco y el
amortiguador se sustrajeron para cada sensorgrama usando
doble referencia.

Los datos cinéticos se analizaron usando los elementos
de programacién BIOEVALUATION™ 13.0.2 aplicado a un modelo
1:1. Las constantes de disociacién aparente (kd) vy la
asociaciébn (ka) se calcularon de las regiones apropiadas de
los sensorgramas usando un anilisig global. La constante de
afinidad de la interaccidén entre el anticuerpo y NHP IL-13 se
calculé de 1las constantes de velocidad cinética por la
siguiente férmula: Kd = kd/ka. Estos resultados indican que
huMJ2-7 V2-11 tiene velocidades de activado y desactivado de
2.05x107 M''s? y 8.89x10°* 1/s, respectivamente, lo gque

resulta en un anticuerpo con una afinidad de 43 pM para NHP-

IL-13.

Ejemplo 19: Actividad inhibidora de los intermediarios de

humanizacién de MJ2-7 en biocensavyos.

La actividad inhibidora de los diferentes intermediarios
en el proceso de humanizacidn se probdé por los biocensayos de
produccidn de tenascina y fosforilacién de STAT6. Un nivel
sub-maximo de NHP IL-13 o una preparacién cruda de IL-13
humana nativa se usé para provocar una respuesta biolégica, y
se determiné la concentracién de 1la versidén humanizada de

MJZ-7 requerida para inhibicién media maxima de la respuesta.
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