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CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogot4, identificado tal como aparece al pie
de mi firma, en mi caracter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo

siguiente:

1. Me permito presentar una SOLICITUD DIVISIONAL A, para la solicitud de patente en

referencia.

Atentamente,

M
CARTOSR. OLCARTE

C.C. 79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295
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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso. Ver expediente No. 11-004.914.

Documento de cesidon del inventor al solicitante o a su causante. Ver expediente No. 10-086.505
Declaraciones. Ver expediente No. 11-004.914.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA). Ver expediente No. 11-004.914.

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

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

Arte final 12 x 12.

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

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional

FIGURA CARACTERISTICA:
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NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE

Solicito la concesion de la patente,

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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ANTIBODIES TO IL-6 AND THEIR USES
CROSS-REFERENCE TO RELATED PATENTS AND PATENT APPLICATIONS

[0001] This application claims the benefit of U.S. Provisional Patent Application
Serial No. 61/073430 filed June 18, 2008; which is incorporated by reference herein in its

entirety.
JOINT RESEARCH AGREEMENT

[0002] The disclosure and claims herein were made as a result of activities
undertaken within the scope of a joint research agreement in effect on or before the date the

claimed invention was made between Pfizer Inc. and Medarex, Inc.

BACKGROUND

[0003] This invention relates to antibodies and antigen-binding portions thereof that
bind to human IL-6. This invention also relates to nucleic acids encoding such antibodies
and antigen binding portions thereof; methods of making such antibodies and antigen
binding portions thereof, compositions comprising such antibodies or antigen binding
portions thereof; and uses of such antibodies or antigen binding portions thereof.

[0004] Interleukin-6 (IL-6), which is also known as interferon B2 (IFNB2), isa
pleiotropic cytokine that belongs to the family of gp130 ligands and is produced by many cell
types, including T lymphocytes, fibroblasts and monocytes. IL-6 is produced constitutively at
low levels and is readily'induced by infectious stimuli or inflammatory cytokinés. IL-6 binds
to a specific receptor IL-6R (gp80) which héterodimerize’s with cell-bound or soluble gp130
to form a functional receptor complex. Binding of IL-6 to its receptor initiates cellular events
including activation of the JAK-STAT3 pathway and ras-mediated MAP kinase signaling.
IL-6 can elicit a diverse array of effects such as proliferaﬁon and differentiation of B cells and
monocytes, T cell activation, hematopoiesis, osteoclast activation, keratinocyte growth,
neuronal growth, hepatocyte activation and acute phase protein induction from hepatocytes.

[0005] IL-6 plays an important role in B cell abnormalities as demonstrated in
systemic lupus erythematosus, multiple myeloma and lymphoproliferative disorders.

Similarly, IL-6 is also implicated in the pathogenesis of autoimmune and inflammatory
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diseases such as rheumatoid arthritis and osteoarthritis. Recently, indirect evidence
suggests an association between IL-6 and chronic obstructive pulmonary disease and
insulin resistance in type 2 diabetes. IL-6 has both pro-inflammatory and anti-inflammatory
effects in the immune system, indicating that this cytokine likely plays a central role in
regulating the physiological response to disease. Therefore, targeting IL-6 can potentially
provide therapeutic benefit in a variety of disease areas.

[0006] An increase in the production of IL-6 has been observed in a number of
diseases including: Alzheimer's disease, autoimmune diseases, such as rheumatoid
arthritis, inflammation, myocardial infarction, Paget's disease, osteoporosis, liver fibrosis,
solid tumors (renal cell carcinoma), prostatic and bladder cancers, neurological cancers, and
B-cell malignancies (e.g., Casteleman's disease, certain lymphomas, chronic lymphocytic
leukemia, and multiple myeloma). Research has indicated that IL-6 is linked to the
pathogenesis of many of these diseases, particularly, cancer and rheumatoid arthritis and,
therefore, blocking IL-6 should translate into clinical benefits. |

SUMMARY

[0007] An isolated antibody or antigen-binding portion thereof that specifically binds
IL-6 and may act as an IL-6 receptor antagonistv, and compositions comprising the antibody
or portion are produced.

A [0008] Compositions comprising (i) the heavy and/or light chain, the variable
domains thereof, or antigen-binding portions thereof, of the anti-IL-6 antibody, or nucleic
acid molecules encoding them; and (ii) a pharmaceutically acceptable carrier are provided.
The compositions may further comprise another component, such as a therapeutic agent or
a diagnostic agent.

[0009] Diagnostic and therapeutic methods are also provided. Similarly, the anti-IL-
6 antibodies and antigen-binding portions thereof are provided for the manufacture of
medicaments to treat inflammatory and non-inflammatory disorders.

[0010] Vectors and host cells comprising the nucleic acid molecules, as well as
methods of recombinantly producing the polypeptides encoded by the nucleic acid

molecules are provided.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0011] Figure 1 shows an alignment of the germline amino acid sequences of the
heavy and light chain variable regions compared to the respective anti-IL-6 antibodies 9C8,
‘ 9C8 NB68T T83S and 22B5 heavy and light chain variable regions (only mismatches are
shown for the 9C8, 9C8 N68T T83S, and 22B5 antibody). The CDRs are underlined and
mismatched gap(s) are indicated by a pound sign (#).

[0012] Figure 2 shows the total serum C-reactive protein (CRP) for the vehicle and
the 9C8 N68T T83S IgG, antibody as determined by Electrochemiluminescence Immuno-
Assay. Each point represents an average value of serum CRP from 3 cynomolgus monkeys
(= SE) dosed with vehicle or anti-IL-6 antibody 9C8 N68T T83S IgG; at 0.5 mg/kg and 5.0
mg/kg. Serum CRP was measured by Meso Scale Discovery (MSD). LPS was

administered at the 0 hour time point.
DETAILED DESCRIPTION

Definitions and General Technigues

[0013] The term “antibody” is synonymous with immunoglobulin and is to be
- understood as commonly known in the art. In particular, the term antibody is not limited by
any particular method of producing the antibody. For example, the term antibody includes,
inter alia, recombinant antibodies, monoclonal antibodies, and polyclonal antibodies.
[0014] The basic antibody structural unit is a tetramer. Each tetramer is composed
of two identical pairs of polypeptide chains, each pair having one "light" (about 25 kDa) and
one "heavy" chain (about 50-70 kDa). The amino-terminal portion of each chain includes a
variable region of about 100 to 120 or more amino acids primarily responsible for antigen
recognition. The carboxy-terminal portion of each chain defines a constant region primarily
responsible for effector function. Human light chains are classified as kappa and lambda
light chains. Heavy chains are classified as mu, delta, gamma, alpha, or epsilon, and define
the antibody's isotype as IgM, IgD, IgG, IgA, and IgE, respectively. Within light and heavy

chains, the variable and constant regions are joined by a "J" region of about 12 or more
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amino acids, with the heavy chain also including a "D" region of about 3 or more amino
acids.

[0015] The variable regions of each heavy/light chain pair (Vi and V), respectively,
form the antigen binding site. Thus, an intact IgG antibody, for example, has two binding
sites. Except in bifunctional or bispecific antibodies, the two binding sites are the same.

[0016] The variable regions of the heavy and light chains exhibit the same general
structure of relatively conserved framework regions (FR) joined by three hyper variable
regions, also called complementary determining regions or CDRs. The term “variable’
refers to the fact that certain portions of the variable domains differ extensively in sequence
among antibodies and are used in the binding and specificity of each particular antibody for
its particular antigen. The variability, however, is not evenly distributed throughout the
variable domains of antibodies, but is concentrated in the CDRs, which are separated by the
more highly conserved FRs. The CDRs from the two chains of each pair are aligned by the
FRs, enabling binding to a specific epitope. From N-terminal to C-terminal, both light and
heavy chains comprise the domains FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 and FR4. The
assignment of amino acids to each domain is in accordance with the definitions of Kabat
Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda,
Md. (1987 and 1991)), or Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987);, Chothia et al.

* Nature 342:878-883 (1989), the disclosures of which are herein incorporated by reference.

[0017] As used herein, an antibody that is referred to by number is the same as a
monoclonal antibody that is obtained from the hybridoma of the same number. For
example, anti-IL-6 monoclonal antibody 9C8 is the same antibody as one obtained from
hybridoma 9C8, or a subclone thereof.

[0018] The term “analog” or “polypeptide analog” means a polypeptide that '
comprises a segment that has substanﬁal identity to some reference amino acid sequence
and has substantially the same function or activity as the reference amino acid sequence.
Typically, polypeptide analogs comprise one or more conservative amino acid substitution
(or insertion or deletion) with respect to the reference sequence. Analogs can be at least 20
or 25 amino acids long, or can be at least 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 or 200 amino acids
long or longer, and can often be as long as the full-length polypeptide. Some embodiments
include polypeptide analogs with 1, 2, 3, 4, 5,6,7,8,9 10, 11,12, 13, 14, 15, 16 or 17
substitutions from the reference amino acid sequence. In some instances, the reference
amino acid sequence is a germline sequence. Analogs of antibodies or immunoglobulin

molecules can be readily prepared by those of ordinary skill in the art.
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[0019] As discussed herein, amino acid substitutions to an IL-6 antibody or antigen-
binding portion thereof are those which typically: (1) reduce susceptibility to proteolysis, (2)
reduce susceptibility to oxidation, (3) alter binding affinity for forming protein complexes, (4).
delete or create a site for glycosylation, or (4) confer or modify other physicochemical or
functional properties of such analogs, but still retain specific binding to IL-6.

[0020] Analogs can include various substitutions to the normally-occurring peptide
sequence. For example, single or multiple amino acid substitutions, preferably conservative
amino acid substitutions, may be made in the normally-occurring sequence. A conservative
amino acid substitution typically does not substantially change the structural characteristics
of the parent sequence.

[0021] The term "antigen-binding portion” of an antibody refers to a fragment of an
antibody that retains the ability to specifically bind to an antigen (e.g., IL-6). It has been
shown that the antigen-binding function of an antibody can be performed by fragments of a
full-length antibody. Examples of binding fragments enAcompassed within the term "antigen-
binding portion" of an antibody include: (i) a Fab fragment, a monovalent fragment
consisting of the V., Vi, C, and Cy1 domains; (ii) a F(ab'); fragment, a bivalent fragment
comprising two Fab fragments linked by a disulfide bridge at the hinge region; (iii) a Fd
fragment consisting of the V}; and Cy1 domains; (iv) a Fv fragment consisting of the V and
V4 domains of a single arm of an antibody; (v) a domain antibody, (dAb) (Ward et al., (1989)
Nature 341:544-546), which consists of a Vi domain; and (vi) an isolated complementary
determining region (CDR). Furthermore, although the two domains of the Fv fragment, V.
and V4, are coded for by separate genes, they can be joined, using recombinant methods,
by a synthetic linker that enables them to be made as a si»ngle protein chain in which the V.
and Vy regions pair to form monovalent molecules (known as single chain Fv (scFv)). Such
single chain antibodies are also intended to be encompassed within the term "antigen-
binding portion” of an antibody. Other forms of single chain antibodies, such as diabodies
are also encompassed. Diabodies are bivalent, bispecific antibodies in which Vyy and V.
domains are expressed on a single polypeptide chain, but using a linker that is too short to
allow for pairing between the two domains on the same chain, thereby forcing the domains
to pair with complementary domains of another chain and creating two antigen binding sites.
In addition, one or more CDRs from an antibody may be incorporated into a larger
polypeptide chain, which can be covalently or non-covalently linked to another. In
embodiments having one or more binding sites, the binding sites may be identical to one

another or may be different.
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[0022] Still further, an antibody or antigen-binding portion thereof may be part of
larger immunoadhesion molecules, formed by covalent or noncovalent association of the
antibody or antibody portion with one or more other proteins or peptides. Examples of such
immunoadhesion molecules include use of the streptavidin core region to make a tetrameric
scFv molecule and use of a cysteine residue, a marker peptide and a C-terminal
polyhistidine tag to make bivalent and biotinylated scFv molecules. Other examples include
where one or more CDRs from an antibody are incorporated into a molecule either
covalently or noncovalently to make it an immunoadhesin that specifically binds to an
antigen of interest, such as IL-6. In such embodiments, the CDR(s) may be incorporated as
part of a larger polypeptide chain, may be covalently linked to another polypeptide chain, or
may be incorporated noncovalently. Antibody portions, such as Fab and F(ab'), fragments,
can be prepared from whole antibodies using any suitable technique, such as papain or
pepsin digestion, respectively, of whole antibodies. Moreover, antibodies, antibody portions
and immunoadhesion molecules can be obtained using various recombinant DNA
techniques.

[0023] The term “chimeric antibody” means an antibody that comprises regions from
two or more different antibodies, including antibodies from different species. For example,
one or more of the CDRs of a chimeric antibody can be derived from a human IL-6 antibody.
In one example, the CDRs from a human antibody can be combined with CDRs from a non-
human antibody, such as mouse or rat. In another example, all of the CDRs can be derived
from human IL-6 antibodies. In another example, the CDRs from more than one human IL-6
antibody can be combined in a chimeric antibody. For instance, a chimeric antibody may
comprise a CDR1 from the light chain of a first human IL-6 antibody, a CDR2 from the light
chain of a second human IL-6 antibody and a CDR3 from the light chain of a third human IL-
6 antibody, and CDRs from the heavy chain may be derived from one or more other IL-6
antibodies. Further, the framework regions may be derived from one of the IL-6 antibodies
from which one or more of the CDRs are taken or from one or more different human
antibodies. Further, the term “chimeric antibody” is intended to encompass any of the above
. mentioned combinations where the combinations involved human and non-human
antibodies. |

[0024] The term “compete” means that a first antibody, or an antigen-binding portion
thereof, competes for binding with a second antibody, or an antigen-binding portion thereof,
where binding of the first antibody with its cognate epitope is detectably decreased in the
presence of the second antibody compared to the binding of the first antibody in the
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absence of the second antibody. The alternative, where the binding of the second antibody
to its epitope is also detectably decreased in the presence of the first antibody, can, but
need not be the case. That is, a first antibody can inhibit the binding of a second antibody to
its epitope without that second antibody inhibiting the binding of the first antibody to its
respective epitope. However, where each antibody detectably inhibits the binding of the
other antibody with its cognate epitope or ligand, whether to the same, greater, or lesser
extent, the antibodies are said to “cross-compete” with each other for binding of their
respective epitope(s). Regardless of the mechanism by which such competition or cross-
competition occurs (e.g., steric hindrance, conformational change, or binding to a common
epitope, or portion thereof), the skilled artisan would appreciate, based upon the teachings
provided herein, Vthat such competing and/or cross-competing antibodies can be useful for
the methods disclosed herein.

[0025] The term “conservative amino acid substitution” means an amino acid
residue is substituted by another amino acid residue having a side chain R group with
similar chemical properties (e.g., charge or hydrophobicity). In general, a conservative
amino acid substitution will not substantially change the functional properties of a protein. In
cases where two or more amino acid sequences differ from each other by conservative
substitutions, the percent sequence identity may be adjusted upwards to correct for the
conservative nature of the substitution. Means for making this adjustment are well-known to
those of skill in the art. Examples of groups of amino acids that have side chains with
similar chemical properties include 1) aliphatic side chains: glycine, alanine, valine, leucine,
and isoleucine; 2) aliphatic-hydroxyl side chains: serine and threonine; 3) amide-containing
side chains: asparagine and glutamine; 4) aromatic side chains: phenylalanine, tyrosine,
and tryptophan; 5) basic side chains: lysine, arginine, and histidine; 6) acidic side chains:
aspartic acid and glutamic acid; and 7) sulfur-containing side chains: cysteine and
methionine. Conservative amino acids substitution groups can be, for example,
valine-leucine-isoleucine, phenylalanine-tyrosine, lysine—afginine, alanine-valine,
glutamate-aspartate, and asparagine-glutamine.

[0026] A conservative replacement is also any change having a positive value in the
PAM250 log-likelihood matrix disclosed in Gonnet et al., Science 256:1443-45 (1992),
incorporated herein by reference. A “moderately conservative” replacement is any change
having a non-negative value in the PAM250 log-likelihood matrix.

[0027] "Contacting" refers to bringing an antibody or antigen binding portion thereof
and a target IL-6, or epitope thereof, together in such a manner that the antibody can a_ffect
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the biological activity of the IL-6. Such "contacting" can be accomplished in vitro, e.g., in a
test tube, a petri dish, or the like. In a test tube, contacting may involve only an antibody or
antigen binding portion thereof and IL-6 or epitope thereof or it may involve whole cells.
Cells may also be maintained or grown in cell culture dishes and contacted with antibodies
or antigen binding portions thereof in that environment. In this context, the ability of a
particular antibody or antigen binding portion thereof to affect an IL-6 related disorder, i.e.,
the |C56 of the antibody, can be determined before usé of the antibody in vivo with more
complex living organisms. For cells outside the organism, multiple methods exist, and are
well-known to those skilled in the art, to contact IL-6 with the antibodies or antigen-binding
portions thereof.

[0028] The term “ELISA” refers to an enzyme-linked immunosorbent assay. This
kind of assay is well known to those of skill in the art.

[0029] The term “epitope” includes any protein determinant capable of specific
binding to an immunoglobulin or T-cell receptor or otherwise interacting with a molecule.
Epitopic determinants generally consist of chemically active surface groupings of molecules
such as amino acids or carbohydrate or sugar side chains and generally have specific three
dimensional structural characteristics, as well as specific charge characteristics. An epitope
may be “linear” or “conformational.” In a linear epitope, all of the points of interaction
between the protein and the interacting molecule (such as an antibody) occur linearly along
the primary amino acid sequence of the protein. In.a conformational epitope, the pointsv of
interaction occur across amino acid residues on the protein that are separated from one
another. Once a desired epitope on an antigen is detefmined, antibodies to that epitope can
be generated. An approach to achieve this is fo_ conduct cross-competition studies to find
antibodies that competitively bind with one another, i.e., the antibodies compete for binding
to the antigen. A high throughput process for “binning” antibodies based upon their cross-
competition is described in International Patent Publication No. WO 03/48731.

[0030] The term “expression control sequence” as used herein means
polynucleotide sequences that are necessary to effect the expreséion and processing of
coding sequences to which they are ligated. Expression control sequences include
appropriate transcription initiation, termination, promoter and enhancer sequences; efficient
RNA processing signals such as splicing and polyadenylation signals; sequences that
stabilize cytoplasmic mRNA; sequences that enhance translation efficiency (i.e., Kozak
consensus sequence); sequences that enhance protein stability; and when desired,
sequences that enhance protein secretion. The nature of such control sequences differs
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depending upon the host organism; in prokaryotes, such control sequences generally
include promoter, ribosomal binding site, and transcription termination sequence; in
eukaryotes, generally, such control sequences include promoters and transcription
termination sequence. The term “control sequences” is intended to include, at a minimum,
all components whose presence is esse'ntial for expression and processing, and can also
include additional components whose presence is advantageous, for example, leader
sequences and fusion partner sequences.

[0031] The term “germline” refers to the nucleotide sequences of the antibody genes
and gene segments as they are passed from parents to offspring via the germ cells. This
germline sequence is distinguished from the nucleotide sequences encoding antibodies in
mature B cells which have been altered by recombination and hypermutation events during
the course of B cell maturation.

[0032] The term “human antibody” means any antibody in which the variable and
constant domain sequences are human sequences. The term encompasses antibodies with
sequences derived from human genes, induding those which have been changed, e.g., to
decrease possible immunogenicity, increase affinity, eliminate cysteine residues that might
cause undesirable folding, etc.v The term also encompasses such antibodies produced
recombinantly in non-human cells, which might impart glycosylation not typical of human
cells. These antibodies may be prepared in a variety of ways. -

[0033] The term “humanized antibody” refers to antibodies of non-human origin,
wherein the amino acid residues that are characteristic of antibody sequences of the non-
human species are replaced with residues found in the corresponding positions of human
antibodies. This “humanization” process can reduce the immunogenicity in humans of the
resulting antibody. Antibodies of non-human origin can be humanized using any suitable
technique well known in the art. The antibody of interest may be engineered by
recombinant DNA techniques to substitute the CH1, CH2, CH3, hinge domains, and/or the
framework domain with the corresponding human sequence. The term "humanized
antibody" further includes within its meaning, chimeric human antibodies and CDR-grafted
antibodies. Chimeric human antibodies include the Vy; and V, of an antibody of a non-
human species and the Cy and C, domains of a human antibody. The CDR-transplanted
antibodies result from the replacement of CDRs of fhe Vy and V of a human antibody with
those of the Vy and V,, respectively, of an antibody of an animal bther than a human.

[0034] The term “isolated polynucleotide” as used herein means a polynucleotide of
genomic, cDNA, or synthetic origin or a combination thereof, which by virtue of its origin the
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“isolated polynucleotide” (1) is not associated with all or a portion of polynucleotides with
which the “isolated polynuclebtide” ié found in nature, (2) is operably linked to a
polynucleotide to which it is not linked in nature, or (3) does not occur in nature as part of a
larger sequence. |

[0035] The term “isolated protein”, “isolated polypeptide" or “isolated antibody” is a
protein, polypeptide or antibody that by virtue of its origin or source of derivation: (1) is not
associated with naturally associated components that accompany it in its native state; (2) is
free of other proteins from the same species; (3) is expressed by a cell from a different
species; or (4) does not occur in nature. Thus, a polypeptide that is, e.g., chemically
synthesized or synthesized in a cellular system different from the cell from which it naturally
originates will be “isolated” from its naturally associated components. A protein may also be
rendered substantially free of naturally associated components by isolation, using any
suitable protein puvriﬁcation technique.

[0036] Examples of isolated antibodies include én IL-6 antibody that has been
affinity purified using IL-6, and an IL-6 antibody that has been synthesized by a cell line in
vitro.

[0037] The term “Kp” refers to the binding affinity equilibrium constant of a particular
antibody-antigen interaction. An antibody is said to specifically bind an antigen when the Kp
is < 1 mM, preferably < 100 nM, and most preferably < 10 nM. A Kp binding affinity constant
can be measured by surface plasmon resonance, for example using the BlACORETM system
as discussed in EXAMPLE 7.

' [0038] The term “ko" refers to the dissociation rate constant of a particular
~antibody-antigen interaction. A ko dissociation rate c_onstant can be measured by surface
plasmdn resonance, for example using the BIACORE™ system as discussed in EXAMPLE
7. _

[0039] The term “naturally occurring nucleotides” as used herein includes
deoxyribonucleotides and ribonucleotides. The term “modified nucleotides™ as used herein
includes, for example, nucleotides with modified or substituted sugar groups. The term
“oligonucleotide linkages” referred to herein includes oligonucleotide linkages such as, for
example, phosphorothioate, phosphdrodithioate, phosphoroselenoate,
phosphorodiselenoate, phosphoroanilothioate, phoshoraniladate, phosphoroamidate. An

oligonucleotide can include a label for detection, if desired.
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[0040] “Operably linked” sequences include both expression control sequences that
are contiguous with the gene of interest and expression control sequences that act in trans
or at a distance to control the gene of interest.

[0041] The term “percent sequence identity” in the context of nucleic acid sequences
means the residues in two sequences that are the same when aligned for maximum
correspondence. The length of sequence identity comparison may be over at least about
nine nucleotides, usually at least about 18 nucleotides, more usually at least about 24
nucleotides, typically at least about 28 nucleotides, more typically at least about 32
nucleotides, and at least about 36, 48 or more nucleotides. There are a number of different
algorithms known in the art which can be used to measure nucleotide sequence identity.

For instance, polynucleotide sequences can be compared using FASTA, Gap or Bestfit,
which are programs in Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG),
Madison, Wisconsin. FASTA, which includes, e.g., the programs FASTA2 and FASTAS, -
provides alignments and percent sequencé identity of the regions of the best overlap
between the query and search sequences (Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990);
Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000); Pearson, Methods Enzymol. 266:227-258
(1996); Pearson, J. Mol. Biol. 276:71-84 (1998), incofporated herein by reference). Default
parameters for a particular program or algorithm are typically used. For instance, percent
sequence identity between nucleic acid sequences can be determined using FASTA with its
default parameters (a word size of 6 and the NOPAM factor for the scoring matrix) or using
Gap with its default parameters as provided in GCG Version 6.1, incorporated herein by
reference. ‘

[0042] A reference to a nucleotide sequence encompasses its complement unless
otherwise specified. Thus, a reference to a nucleic acid having a particular sequence
should be understood to encompass its complementary strand, with its complementary

sequence.
| [0043] The term “percent sequence identity” in the context of amino acid sequences
means the residues in two sequences that are the same when aligned for maximum ‘
correspondence. The length of sequence identity comparison may be over at least about
five amino acidé, usually at least about 20 amino acids, more usually at least about 30
amino acids, typically at least about 50 amino acids, more typically at least about 100 amino
acids, and even more typically about 150, 200 or more amino acids. There are a number of
different algorithms known in the art that can be used to measure amino acid sequence

identity. For instance, amino acid sequences can be compared using FASTA, Gap or
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Bestfit, which are programs in Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Group
(GCG), Madison, Wisconsin.

[0044] Sequence identity for polypeptides is typically measured using sequence
analysis software. Protein analysis software matches sequences using measures of
similarity assigned to various substitutions, deletions and other modifications, including
conservative amino acid substitutions. For instance, GCG contains programs such as “Gap”
and “Bestfit’ which can be used with default parameters as specified by the programs to
determine sequence homology or sequence identity between closely related polypeptides,
such as homologous polypeptides from different species of organisms or between a wild
type protein and an analog thereof. See, e.g., GCG Version 6.1 (University of Wisconsin,
Wi). Polypeptide sequences also can be compared using FASTA using default or
recommended parameters, see GCG Version 6.1. FASTA (e.g., FASTA2 and FASTA3)
prdvides alignments and percent sequence identity of the regions of the best overlap
between the query and search sequences (Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990);
Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000)). Another algorithm when comparing a
sequence to a database containing a large number of sequences from different organisms is
the computer program BLAST, espeéially blastp or tblastn, using default parameters as
supplied with the programs. See, e.g., Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990),
Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-402 (1997). |

[0045] The term “recombinant host cell” (or simply “host cell’), as used herein,
means a cell into which a recombinant expressien vector has been introduced. It should be
understood that “recombinant host cell” and “host cell” mean not only the particular subject
cell but also the progeny of such a cell. Because certain modifications may occur in
succeeding generations due to either mutation or environmental influences, such progeny
- may not, in fact, be identical to the parent cell, but are still included within the scope of the
term “host cell” as used herein.

[0046] A protein or polypeptide is “substantially pure,” “substanﬁally homogeneous,”
or “substantially purified” when at least about 60 to 75% of a sample exhibits a single
species of polypeptide. The polypeptide or protein may be monomeric or multimeric. A
substantially pure polypeptide or protein can typically comprise about 50%, 60%, 70%, 80%
or 90% wiw of a protein sample, more usually about 95%, and preferably can be over 99%
pure. Protein purity or homogeneity may be indicated by any suitable means, such as |

* polyacrylamide gel electrophoresis of a protein sample followed by visualizing a single
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polypeptide band upon staining the gel with é stain. As one skilled in the art will appreciate,
higher resolution may be provided by using HPLC or other means for purification.

[0047] The term “substantial similarity” or “substantial sequence similarity,” when
referring to a nucleic acid or fragment thereof, means that when optimally aligned with
appropriate nucleotide insertions or deletions with another nucleic acid (or its ‘
complementary strand), there is nucleotide sequence identity in at least about 85%, at least
about 90%, and at least about 95%, 96%, 97%, 98% or 99% of the nucleotide bases, as
measured by any well-known algorithm of sequence identity, such as FASTA, BLAST or
Gap, as discussed above.

[0048] As applied to polypeptides, the term “substantial identity” or “substantial
similarity” means that two amino acid sequences, when optimally aligned, such as by the
programs GAP or BESTFIT using default gap weights as supplied with the programs, share
at least 70%, 75% or 80% sequence identity, preferably at least 90% or 95% sequence
identity, and more preferably at least 97%, 98% or 99% sequence identity. In certain
embodiments, residue positions that are not identical differ by conservative amino acid
substitutions. '

[0049] The term “surféce plasmon resonance” refers to an optical phenomenon that
allows for the analysis of real-time biospecific interactions by detection of alterations in
protein concentrations within a biosensor matrix, for example using the BIACORE™ system
(Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.). For further
descriptions, see Jonsson U. et al., Ann. Biol. Clin. 51:19-26 (1993); Jonsson U. et al.,
Biotechniques 11:620-627 (1991); Jonsson B. et al., J. Mol. Recognit. 8:125-131 (1995),
and Johnsson B. et al., Anal. Biochem. 198:268-277 (1991).

[0050] "Therapeutically effective amount" refers to that amount of the therapeutic
agent being administered which will relieve to some extent one or more of the symptoms of
the disorder being treated. In reference to the treatment of rheumatoid arthritis, a
therapeutically effective amount refers to that amount which has at least one of the following
effects: reducing the structural damage of joints; inhibiting (that is, slowing to some extent,
preferably stopping) the accumulation of fluid in the joint area; and relieving to some extent

(or, preferably, eliminating) one or more symptoms associated with rheumatoid arthritis.
| [0051] "Treat", "treating" and "treatment" refer to a method of alleviating or
abrogating a biological disorder and/or its attendant symptoms.

[0052] The term “utilizes” with reference to a particular gene means that the amino
acid sequence of a particular region in an antibody was ultimately derived from that gene

13
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during B-cell maturation. For example, the phrase “a heavy chain variable region amino
acid sequence that utilizes a human V-3 family gene” refers to the situation where the Vy
region of the antibody was derived from the VH-3 family of gene segments during B-cell
maturation. In human B-cells, there are more than 30 distinct functional heavy chain
variable genes with which to generate antibodies. Use of a particular heavy chain variable
gene, therefore, is indicative of a binding motif of the antibody-antigen interaction with
respect to the combined properties of binding to the antigen and functional activity. As will
be appreciated, gene utilization analysis provides only a limited overview of antibody
structure. As human B-cells stocastically generate V-D-J heavy or V-J kappa light chain
transcripts, there are a number of secondary processes that occur, including, without
limitation, somatic hypermutation, additions, and CDR3 extensions. See, for example,
Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156 (1997).

[0053] The term “vector”, as used herein, means a nucleic acid molecule capable of
transporting another nucleic acid to which it has been linked. In some cases, the vector is a
plasmid, i.e., a circular double stranded piece of DNA into which additional DNA segments
may be ligated. For example, the vector is a viral vector, wherein additional DNA segments
may be ligated into the viral genome. In another case, the vectors are capable of
autonomous replication in a host cell into which they are introduced (e.g., bacterial vectors
having a bacterial origin of replication and episomal mammalian vectors). In another
example , the vectors (e.g., non-episomal mammalian vectors) can be integrated into the
genome of a host cell upon introduction into the host cell, and thereby are replicated along
with the host genome. Moreover, certain vectors are capable of directing the expression of
genes to which they are operatively linked. Such vectors are referred to herein'as
“recombinant expression vectors” (or simply, “expression vectors”).

[0054] The terms “label” or “labeled” refers to incorporation of another molecule in
the antibody. For example, the label is a detectable marker, e.g., incorporation of a
radiolabeled amino acid or attachment to a polypeptide of biotinyl moieties that can be
detected by marked avidin (e.g., streptavidin containing a fluorescent marker or enzymatic
~ activity that can be detected by optical or colorimetric methods). In another embodiment,
the label or marker can be therapeutic, e.g., a drug conjugate or toxin. Various methods of
Iabeling.polypeptides and glycoproteins are known in the art and may be used. Examples of
labels for polypeptides include, but are not limited to, the following: radioisotopes or
radionuclides (e.g., °H, "C, N, ¥s, %Y, *Tc, ""'In, '#1, *1), fluorescent labels (e.g., FITC,

rhodamine, lanthanide phosphors), enzymatic labels (e.g., horseradish peroxidase,
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B-galactosidase, luciferase, alkaline phosphatase), chemiluminescent markers, biotinyl
“groups, predetermined polypeptide epitopes recognized by a secondary reporter (e.g.,
leucine zipper pair sequences, binding sites for secondary antibodies, metal binding
domains, epitope tags), magnetic agents, such as gadolinium chelates, toxins such as
pertussis toxin, taxol, cytochalasin B, gramicidin D, ethidium bromide, emetine, mitomycin,
etoposide, tenoposide, vincristine, vinblastine, colchicine, doxorubicin, daunorubicin,
dihydroxy anthracin dione, mitoxantrone, mithramycin, actinomycin D,
1-dehydrotestosterone, gldcocorticoids, procaine, tetracaine, lidocaine, propranolol, and
puromycin and analogs or homologs thereof. In some cases, labels are attached by spacer

arms of various lengths to reduce potential steric hindrance.

Therapeutic Methods of Use

[0055] Also provided are methods for inhibiting I1L-6 activity by administering an IL-6
antibody to a patient in need thereof. Any of the antibodies or antigen-binding portions
thereof described herein may be used therapeutically. In a preferred embodiment, the IL-6
antibody is a human, chimeric or humanized antibody. In another preferred embodiment,
the IL-6 is human and the patient is a human patient. Alternatively, the patient may be a
mammal that expresses an IL-6 that the IL-6 antibody cross-reacts with. The antibody may
be administered to a non-human mammal expressing IL-6 purposes or as an animal model
of human disease. Such animal models may be used for demonstrating the therapeutic
efficacy of the antibodies.

[0056] An IL-6 antibody or antibody portion thereof may be administered to a patient
who expresses abnormally high levels of IL-6. The antibody may be administered once, or
may be administered multiple times. The antibody may be administered from three times
daily to once every six months or longer. The administering may be on a schedule such as
three times daily, twice daily, once daily, once every two days, once every three days, once
weekly, once every two weeks, once every month, once every two months, once every three
months and once every six months. The antibody may also be administered continuously
via a minipump. The antibody may be administered via a mucosal, buccal, intranasal,
inhalable, intravenous, subcutaneous, intramuscular, parenteral, or intratumor route. The
antibody may be administered once, at least twice or for at least the period of time until the
condition is treated, palliated or cured. The antibody generally will be administered for as
Iohg as the condition is present. The antibody will generally be administered as part of a
pharmaceutical composition as described herein. The dosage of antibody will generally be
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in the range of 0.1 to 100 mg/kg, 0.5 to 50 mg/kg, 1 to 20 mg/kg, and 1 to 10 mg/kg. The
serum concentration of the antibody may be measured by any suitable method.

[0057] Also provided are methods for the treatment of abnormal cell infiltration in a
mammal, including a human, comprising administering to the mammal a therapeutically
effective amount of an IL-6 antibody or antigen binding portion thereof, as described herein,

that is effective in treating abnormal cell infiltration.

[0058] The IL-6 antibodies or antigen-binding portions thereof can be used to treat
rheumatoid arthritis. They also can be used to treat other diseases in which IL-6 is
implicated. Examples of other diseases that can be treated using the IL-6 antibodies or
antigen binding portions thereof include osteoarthritis, particularly the pain associated with
osteoarthritis, Castleman’s disease, juvenile idiopathic arthritis, adult-onset Still's disease,
osteoporosis, sepsis, multiple myeloma, renal cell carcinoma, and Crohn’s disease.

[0059] Some of the diseases that can be treated with the antibodies or antigen-
binding portions thereof are discussed below.

[0060] Rheumatoid arthritis (RA) is considered a chronic autoimmune and
inflammatory disease producing inflamed joints, which eventually swell, become painful, and
experience degradation of cartilage, bone, and ligaments of the joint. A result of RAis
deformity, instability, and stiffness of the joint and scarring within the joint. The joints
deteriorate at a highly variable rate. Many factors, including genetic predisposition, may
influence the pattern of the disease. People with rheumatoid arthritis may have a mild
éourse, occasional flare-ups with long periods of remission without disease, or a steadily
progressive disease, which may be slow or rapid. Rheumatoid arthritis may start suddenly,
with many joints becoming inflamed at the same time. More often, it starts subtly, gradually
affecting different joints. Usually, the inflammation is symmetric, with joints on both sides of
the body affected. Typically, the small joints in the fingers, toes, hands, feet, wrists, elbows,
and ankles become inflamed first, followed by the knees and hips. ‘

‘ [0061] Rheumatoid arthritic pain is typically a somatic nocicéptive joint pain.
Swollen wrists can pinch a nerve and result in numbness or tingling due to carpal tunnel
syndrome. Cysts may develop behind affected knees, can rupture, causing pain and
swelling in the lower legs. '

[0062] Osteoarthritis is characterized by loss of articular cartilage and hypertrophy of
bone. Onset of osteoarthritis is usually gradual with pain being a common early symptom.
As osteoart’hritisbprogresses, joint motion diminishes, and tenderness and grating sensations

can occur. Osteoarthritis commonly affects the hands, feet, spine, and large weight-bearing
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joints, such as the hips and knees. The diagnosis of osteoarthritis is typically based on

. symptoms or by X-ray, which can show narrowing of the joint space, increased density of
subchondral bone, formation of osteophytes at the periphery of joints, and formation of
pseudocysts in the subchondral marrow. Blood tests are performed to exclude other
conditions that can mimic osteoarthritis. In addition, in diagnosing osteoarthritis,
arthrocentesis can be performed, whereby a sterile needle is used to remove joint fluid. Joint
fluid analysis is useful in excluding gout, infection, and other causes of arthritis.
Osteoarthritis is also known as degenerative joint disease, degenerative arthritis, or
osteoarthritis. _

[0063] Reiter's syndrome (reactive arthritis) is inflammation of the joints and tendon
attachments ét the joints, often accompanied by inflammation of the eye's conjunctiva and
the mucous membranes, such as those of the mouth and genitourinary tract, and by a
distinctive rash. Reiter's syndrome is also called reactive arthritis because the joint
inflammation appears to be a reaction to an infection originating in the intestine or genital
tract. This syndrome is most common in men aged 20 to 40. There are two forms of Reiter's
syndrome: one occurs with sexually transmitted diseases such as a chlamydial infection and
the other usually follows an intestinal infection such as shigellosis or salmonellosis. (Most
people who have these infections do not develop Reiter's syndrome.) People who develop
Reiter's syndrome after exposure to these infections appear to have a genetic predisposition
to this type of reaction, related in part to the same gene found in people who have
ankylosing spondylitis.

[0064] Infectious arthritis is inflammation in a joint resulting from bacterial, fungal, or

- viral infection of synovial or periarticular tissues. Risk factors for infectious arthritis include
advanced age (i.e., greater than 60 years); alcoholism; anemia; arthrocentesis or surgery;
chronic medical iliness (e.g., lung or liver disease); diabetes; hemophilia; immunodeficiency,
including HIV; immunosuppressive therapy, including corticosteroids; IV drug use;
malignancy; prosthetic joint implant; renal failure; rheumatoid arthritis; sickle cell disease;
skin infections; and systemic lupus erythematosus. Patients with rheumatoid arthritis are at
particularly increased risk for bacterial arthritis. Joint infections may be acute, with sudden
onset of joint pain and swelling (e.g., within a few hours to a few days), or chronic, with
insidious development of milder symptoms. Acute bacterial arthritis is commonly
accompanied by moderate to severe joint pain, warmth, tenderness, and restricted motion.
Chronic bacterial arthritis is commonly accompanied by gradual swelling, mild warmth,
minimal or no redness of the joint area, and aching pain, which may be mild.
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[0065] Psoriatic arthritis is an inflammatory arthritis affecting the joints that occurs in
a minority of psoriasis patients and increasingly in some acquired immune deficiency
syndrome (AIDS) patients. Psoriatic arthritis may be mild or may produce severe joint
deformities resembling joint changes observed in rheumatoid arthritis. Joints that may be

“affected by psoriatic arthritis include distal interphalangeal (DIP) joints of fingers and toes,
and commonly the asymmetric involvement of large and small joints such as sacroiliacs and
spine. Psoriasis of the skin or nails may precede or follow joint involvement. The time course
of psoriatic ar{hritis is characterized by arthritic exacerbations and remissions that may or
may not coincide with skin exacerbations and remissions, and progression to chronic
arthritis may occur. Diagnosis includes a diagnosis of psoriasis, a family history of psoriasis,
X-ray findings showing DIP joint involvement, asymmetric large joint involvement, a negative
blood test for rheumafoid factor to rule out rheumatoid arthritis, and, in some patients, the
presence of HLA-B27 antigen, especially when the spine is involved.

[0066] Polyarthritis is any type of arthritis which involves five or more joints. Arthritis
of two, three or four joints is called oligoarthritis or pauciarthritis. ‘Polyarthritis is most often
caused by an autoimmune disorder such as rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis, or lupus
erythematosus, but can also be caused by infections. Polyarthritis may be experienced at
any age and is not gender specific.

[0067] Juvenile arthritis is arthritis that begins before age 16. There are several
different types of juvenile arthritis. The most common type is juvenile rheumatoid arthritis
(JRA), also known as juvenile idiopathic arthritis. JRA includes systemic onset JRA,
pauciarticular JRA, which involves fewer than five joints, and polyarticular JRA, which affects
five or more joints. Diagnosis of JRA involves considering the symptoms, taking x-rays and
doing blood analyses. Specific tests that doctor may use to diagnosé JRA include complete
blood counts, blood cultures for infections, bone marrow examinations, examination of
erythrocyte sedimentation rate, rheumatoid factor antibody determination, antinuclear
antibody determination, and bone scans.

[0068] Juvenile rheumatoid arthritis is persistent or recurring inflammation of the
joints similar to rheumatoid arthritis but beginning before age 16 and is characterized by
inflammation of joints or connective tissue. There are several types of juvenile rheumatoid
arthritis, which are determined by the symptoms that develop during the first months of the
disease and how many joints are affected. These types include pauciarticular juvenile
rheumatoid arthritis, polyarthritis, and systemic disease (Still's disease). In pauciarticular
juvenile rheumatoid arthritis, four or fewer joints, usually those of the leg are affected. In
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polyarthritis, five or more (sometimes as many as 20 to 40) joints are affected. In systemic
disease (Still's disease), any number of joints can be involved.

[0069] Juvenile reactive arthritis is persistent or recurring inflammation of the joints
similar to reactive arthritis but beginning before age 16.

[0070] Juvenile psoriatic arthritis is psoriatic arthritis that begins in a patient before
the age of 16 years and is characterized by the presence of chronic arthritis and psoriasis;
or chronic arthritis and at least two of the following: dactylitis, nail abnormalities (e.g., pitting
or onycholysis), and a family history of psoriasis in at least one immediate relative. As in
adults with psoriatic arthritis, the arthritis may precede the skin condition. The predominant
pattern at onset of juvenile psoriatic arthritis is an asymmetric oligoarthritis of small and large
joints often with dactylitis.

[0071] In one aspect, the IL-6 mediated disorder is characterized by fibrosis. The
term "fibrosis" as used herein refers to a pathological condition characterized by excessive
deposition and metabolism of fibrotic material (e.g., extracelluiar matrix) in response to
~ tissue damage. In many cases, fibrosis represents a normal repair process (i.e., wound
healing) gone awry due to chronic or excessive tissue insult leading to fibroblast or stellate
cell activation and proliferation and collagen accumulation. Fibrosis conditions include
fibroproliferative disorders that are associated with vascular diseases, such as cardiac
disease, cerebral disease, and peripheral vascular disease, as well as all the main tissues
and organ systems such as the eye, skin, kidney, lung, gut and liver (Wynn, Nature Reviews
4:583-594 (2004); Bataller, R and Brenner, D., J. Clin. Invest. 115:209-218 (2005)). Other
sources are chemotherapeutic drugs, radiation-induced fibrosis, and injuries and burns.
While fibrosis conditions cover a wide group of pathologies, it is believéd that for most of
these conditions, the general mechanisms leading to fibrotic tissue accumulation have many
elements in common. Often the condition is initiated in response to an influx of inflammatory
cells and perpetuated by the subsequent cytokine signailing pathways between the
infiltrating cells (e.g., macrophages, T cells) and resident cells within the tissue (e.g.,
stellate, myofibroblast. Kupffer cells). In addition, pericytes are a key fibrogenic cell type
involved in the development of scleroderma and PDGF receptor tyrosine kinase inhibitors
(RTKI) have been shown to slow the proliferation of pericytes and suppress skin lesions in
patients with this progressive disease. In the kidney, leukocyte infiltration plays a major role
in mediating tubulointerstitial inflammation and fibrosis in chronic kidney disease.

[0072] As used herein the term “fibrosis" is also used synonymously with "fibroblast

accumulation and collagen deposition". Fibroblasts are connective tissue cells, which are
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dispersed in connective tissue throughout the body. Fibroblasts secrete a nonrigid

extracellular matrix containing type | and/or type Ill collagen. In response to an injury to a

tissue, nearby fibroblasts or stellate cells migrate into the wound, proliferate, and produce

large amounts of collagenous extracellular matrix. Collagen is a fibrous protein rich in

glycine and proline that is a major component of the extracellular matrix and connective

tissue, cartilage, and bone. Collagen molecules are triple-stranded helical structures called

a-chains, which are wound around each other in a ropelike helix. Collagen exists in several

forms or types; of these, type |, the most common, is found in skin, tendon, and bone; and

type lll is found in skin, blood vessels, and internal organs. Exemplary fibrosis conditions

include, but are not limited to

)

(1)

()
(V)

(V)
(V1)
(Vi)

Lung diseases associated with fibrosis, e.g., idiopathic puimonary fibrosis,
radiation induced fibrosis, chronic obstructive pulmonary disease (COPD),
scleroderma, bleomycin induced pulmonary fibrosis, chronic asthma, silicosis,
asbestos induced pulmonary fibrosis, acute lung injury and acute respiratory |
distress (including bacterial pneumonia induced, trauma induced, viral
pneumonia induced, ventilator induced, non-pulmonary sepsis induced, and
aspiration induced) ; v

Chronic nephropathies associated with injury/fibrosis (kidney fibrosis), e.g.,
lupus, diabetes, scleroderma, glomerular nephritis, focal segmental glomerular
sclerosis, IgA nephropathy, hypertension, allograft, Lupus, and Alport;

Gut fibrosis, e.g., scleroderma, and radiation induced gut fibrosis;

Liver fibrosis, e.g., cirrhosis, alcohol induced liver fibrosis, nonalcoholic
steatohepatitis (NASH), biliary duct injury, primary biliary cirrhosis, infection or

~ viral induced liver fibrosis (e.g. chronic HCV infection), and autoimmune hepatitis;

Head and neck fibrosis, e.g., radiation induced;

Corneal scarring, e.g., LASIX™, corneal transplant, and trabeculectomy;
Hypertrophic scarrihg and keloids, e.g., burn induced and surgical; and other
fibrotic diseases, e.g., sarcoidosis, scleroderma, spinal cord injvury/ﬁbrosis,
myelofibrosis, vascular restenosis, atherosclerosis, Wegener's granulomatosis,

mixed connective tissue disease, and Peyronie's disease.

[0073] The term “fibromyalgia” is also known as fibromyalgia syndrome. The
American College of Rheumatology (ACR) 1990 classification criteria for fibromyalgia
include a history of chronic, widespread pain for more than three months, and the presence
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of pain at 11 (or more) out of 18 tender points upon physical examination, wherein the
tender points occur both above and below the waist and on both sides of the body (see e.g.,
Wolfe et al., Arthritis Rheum., 1990;33:160-172). Fibromyalgia patients generally display
pain perception abnormalities in the form of both allodynia (pain in response to a normally
non-painful stimulus) and hyperalgesia (an increased sensitivity to a painful stimulus). The
effects of fibromyalgia in a human patient may be assessed using the ACR criteria, a
Fibromyalgia Index Questionnaire (FIQ) total score, indices of pain severity (e.g., VAS or
Likert pain scales) and interference, the number of tender points, or a pain threshold
assessment.

[0074] Although chronic, widespread pain is a hallmark symptom of fibromyalgia,
patients typically also exhibit other symptoms, including one or more of the following:
~ fatigue, sleep disturbances, migrainé or tension headaches, irritable bowel syndrome,
changes in urinary frequency, morning stiffness, numbness and tingling, dy'smenorrhea‘,
multiple chemicaﬂ sensitivities, difficulty concentrating, and circulatory problems that affect |
the small blood vessels of the skin (Raynaud's phenomenon). As with many conditions that
cause chronic pain, fibromyalgia patients may also experience fibromyalgia-induced anxiety,
depression, or both. Some fibromyalgia patients find that cold, damp weather, emotional
stress, overexertion, and other factors exacerbate their symptoms.

[0075] Pain associated with fibromyalgia refers to any pain associated with
fiboromyalgia syndrome, including the chronic, widespread pain that is a hallmark of
fioromyalgia and pain associated with other symptoms of fibromyalgia.

[0076] Ankylosing spondylitis is a rheumatic disease that causes arthritis of the
spine and sacroiliac joints. It varies from intermittent episodes of back pain that occur
throughout life to a severe chronic disease that attacks the spine, peripheral joints and other
body organs. Typically, the first symptoms are frequent pain and stiffness in the lower back
and buttocks, which comes on gradually over the course of a few weeks or months. The
" pain is usually dull and diffuse, rather than localized. Ankylosing spondylitis is typically
diagnosed with a thorough physical exam including x-rays, individual medical history, and a
family history of ankylosing spondylitis, as well as blood work including a test for HLA-B27.

[0077] Psoriasis is a chronic inflammatory skin disorder that may afflict people of all
ages. Clinically, psoriasis most frequently affects the skin of the elbows, knees, scalp,
lumbosacral areas, intergluteal cleft, or glans penis. Skin affected by psoriasis typically
contains one or more dry lesions comprised of a well-demarcated, pink to salmon—collored

plaque covered by loosely adherent scales that are characteristically silver-white in color. In
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about 30% of psoriasis patients, the nails are also affected by, for example, pitting or
onycholysis. All forms of psoriasis are contemplated, including psoriasis annularis and
psoriasis annulata, which are also known as psoriasis circinata; psoriasis arthropica;
psoriasis diffusa or diffused psoriasis; exfoliative psoriasis; flexural psoriasis; psoriasis
geographica; psoriasis gyrate; psoriasis nummularis; palmar psoriasis; psoriasis punctata;
and a rare variant form known as generalized pustular psoriasis of Zambusch or simply just
pustular psoriasis. Morphologically, established lesions of psoriasis have well known . |
histologic characteristics such as epidermal thickening and parakeratotic scale.
Pathologically, psoriasis is currently believed to be a T-cell mediated autoimmune disorder.
Onset of psoriasis is usually gradual and the typical time course is characterized by chronic
remissions and recurrences and, occasionally, acute exacerbations. Diagnosis of psoriasis
is made by evaluating a patient’s clinical signs and symptoms and family history of psoriasis.
Diagnosing psoriasis by just visually inspecting the patient’s skin lesions is rarely difficult
and usually this is all that is required for a complete diagnosis. Occasionally, however, a
skin biopsy is subjected to a histologic analysis to look for signs of psoriasis.

[0078] Systemic lupus erythematosus ("SLE"), also called disseminated lupus
erythematosus, is a chronic inflammatory connective tissue disorder of unknown cause that
can involve joints, kidneys, serous surfaces, and vessel walls and that occurs predominantly
in young women but also in children. Ninety percent of SLE cases occur in women. SLE
may begin abruptly with fever, simulating acute infection, or may develop insidiously over
months or years with episodes of fever and malaise. Vascular headaches, epilepsy, or
psychoses may be initial findings. Manifestations referable to any organ system may
appear. Articular symptoms, ranging from intermittent arthralgias to acute polyarthritis, occur
in approximately 90% of patients and may exist for years before other manifestations
appear. In long-standing disease, capsular insertional erosions at the metacarpophalangeal
joints with marked secondary joint deformity may occur without x-ray evidence of obvious
marginal erosions (Jaccoud's arthritis). However, most lupus polyarthritis is nondestructive
and nondeforming. ’

[0079] Systemic lupus erythematosus is rare under the age of 5, and most children
with SLE develop the disease during adolescence. Signs and symptoms of juvenile SLE are
similar to those in adults. However, children have a particularly high level of transition from
the discoid to the systemic disease.

[0080] Gout (also known as gouty arthritis) is recurrent acute or chronic arthritis of

peripheral joints results from a build-up in the body of too much uric acid, which forms
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crystals that deposit in joints and cause inflammation. During an acute attack of gout there
is swelling, inflammation, and extreme pain in a joint, frequently that of the big toe. Chronic
gout can set in after several years of attacks, permanently damaging and deforming joints
and destroying cells of the kidney. Most cases occur in men and the first attack rarely
occurs before the age of 30.

[0081] Undifferentiated Spondyloarthropathy (USpA) is a term used to describe
symptoms and signs of spondylitis in someone who does not meet the criteria for a definitive
diagnosis of ankylosing spondylitis or related disease. A number of well-established
syndromes are included within the spondyloarthropathy family including ankylosing
spondylitis, psoriatic arthritis, the arthritis of inflammatory bowel disease, Reiter's syndrome,
chronic reactive arthritis and enthesitis related juvenile arthritis. Over time, some people
with USpA will develop a well-defined form of spondylitis such as ankylosing spondylitis.

| [0082] Juvenile-onset spondyloarthritis (JSpA), also known as Juvenile
Spondyloarthropathy, is the medical term for a group of childhood rheumatic diseases,
which cause arthritis before the age of 16 and may Span through adulit life. The juvenile
spondyloarthropathies include undifferentiated spondyloarthropathy, juvenile ankylosing
spondylitis, juvenile psoriatic arthritis, the arthritis associated with inflammatory bowel
disease (enteropathogenic arthritis), reactive arthritis, (Reiter's syndrome is one type of
reactive arthritis), and the SEA syndrome (seronegativity, enthesopathy, arthropathy). JSpA
" typically causes pain and inflammation in the joints in the lower part of the body, for
example, the pelvis, hips, knees and ankles. Other areas of the body can alsd be affected,
such as the spine, eyes, skin and bowels. Fatigue and lethargy can also occur.
[0083] Crohn’s disease is a nonspecific chronic transmural inflammatory disease
- that most commonly affects the distal ileum and colon but may occur in any part of the Gi
tract. Chronic diarrhea with abdominal pain, fever, anorexia, weight loss, and a right lower
guadrant mass or fullness are the most common symptoms of Crohn'’s disease. Less
common symptoms include poor appetite, fever, night sweats, rectal pain, and rectal
bleeding. Crohn's disease may affect the colon, the rectum, and the small intestine and, in
rare instances, also the stomach, mouth, and esophagus. The most common patterns of
Crohn's disease pathology are (1) inflammation characterized by right lower quadrant
abdominal pain and tenderness; (2) recurrent partial obstruction caused by intestinal
stenosis and leading to severe colic, abdomir.lal distention, constipation, and vomiting; (3)
diffuse jejunoileitis, with inflammation and obstruction resulting in malnutrition and chronic
debility; and (4) abdominal fistulas and abscesses, usually late developments, often causing
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fever, painful abdominal masses, and generalized wasting. Crohn's disease should be
suspected in a patient with the inflammatory: or obstructive symptoms described above and
in a patient without prominent Gl symptoms but with perianal fistulas or abscesses or with
otherwise unexplained arthritis, erythema nodosum, fever, anemia, or stunted growth (in a
child). Laborétory findings are nonspecific and may include anemia, leukocytosis,
hypoalbuminemia, and increased levels of acute-phase reactants reflected in elevated ESR,
C-reactive protein, or orosomucoids. Elevated alkaline phosphatase and 7-glutamyl
transpeptidase accompanying colonic disease often reflect primary sclerosing cholangitis.
Diagnosis is usually made by x-ray. ’

[0084] In advanced cases, the string sign may be seen with marked ileal strictures
and separation of bowel loops. In earlier cases, x-ray diagnosis may sometimes be difficult,
but air double-contrast barium enema and enteroclysis may show superficial aphthous and
linear ulcers. Colonoscoby and biopsy may help confirm the diagnosis of Crohn's colitis and
allow direct visualization and biopsy of the terminal ileum. Upper Gl endoscopy may identify
gastroduodenal involvement in Crohn's disease patients with upper Gl symptoms.

[0085] Ulcerative colitis is a chronic, inflammatory, and ulcerative disease arising in
the colonic mucosa, characterized most often by bloody diarrhea. Bloody diarrhea of varied.
intensity and duration is interspersed with asymptomatic intervals are the most common
symptoms of ulcerative colitis. Usually an attack begins insidiously, with increased urgency
to defecate, mild lower abdominal cramps, and blood and mucus in the stools. However, an
attadk may be acute and fulminant, with sudden violent diarrhea, high fever, signs of
- peritonitis, and profound toxemia. Some cases develop following a documented infection
(e.g., amebiasis, bacillary dysentery). When ulceration is confined to the rectosigmoid, the
stool may be normal or hard and dry, but rectal discharges of mucus loaded with red blood
cells and white blood cells accompany or occur between bowel movements. Systemic
symptoms are mild or absent. If ulceration extends proximally, stools become looser and the
patient may have > 10 bowel movements/day, often with severe cramps and distressing -
rectal tenesmus, without respite at night. The stools may be watery, may contain mucus,
and frequently consist almost entirely of blood and pus. Malaise, fever, anemia, anorexia,
weight loss, leukocytosis, and hypoalbuminemia may be present with extensive active
ulcerative colitis. The patient’s history and stool examination permit a presumptive diagnosis
of ulcerative colitis that should always be confirmed by sigmoidoscopy, which provides a
direct, immediate indication of disease activity. In early cases, the mucous membrane is
finely granular and friable, with loss of the normal vascular pattern and often with scattered
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hemorrhagic areas; minimal trauma (friability) causes bleeding in multiple pinpoint spots.
The mucosa soon breaks down into a red, spongy surface dotted with many tiny blood- and
pus-oozing ulcers. As the mucosa becomes progressively involved, the inflammation and
hemorrhage extend into the bowel muscle. Large mucosal ulcers with copious purulent
exudate characterize severe disease. islands of relatively normal or hyperplastic
inflammatory mucosa (pseudopolyps) project above areas of ulcerated mucosa. Biopsies
may be nonspecific and sometimes cannot exclude acute infectious (self-limited) colitis;
however, features that suggest chronicity (e.g., distorted crypt architecture, crypt atrophy, a
chronic inflammatory infiltrate) support the diagnosis of ulcerative colitis. Even during
asymptomatic intervals, the sigmoidoscopic appearance is rarely normal; some degree of
friability or granularity almost always persists. There is loss of the normal vascular pattern, |
and biopsy shows evidence of chronic inflammation. Plain x-rays of the abdomen
sometimes help to judge the severity and proximal extent of the colitis by showing loss of
haustration, mucosal edema, and absence of formed stool in the diseased bowel. Later in
the course of disease, however, the entire colon should be evaluated to determine the
extent of involvement. Total colonoscopy is thé most sensitive and widely used method,
although barium enema can be informative. Colonoscopy with biopsy is mandatory to
evaluate the nature of a stricture. Biopsy may also help distinguish ulcerative colitis from
Crohn's disease if the inflammation is highly focal or if a granuloma is seen.

[0086] Irritable bowel syndrome (IBS) is a motility disorder involving the entire Gl
tract, causing recurring upper and lower GI symptoms, including variable degrees of
abdominal pain, constipation and/or diarrhea, and abdominal bloating. The cause of irritable
bowel syndrome (IBS) is unknown. No anatomic cause can be found. Emotional factors,
diet, drugs, or hormones may precipitate or aggravate heightened Gl motility. Features of
IBS are pain relieved by defecation, an alternaﬁng pattern of boWel habits, abdominal
distention, mucus in the stool, and sensation of incomplete evacuation after defecation. In
general, the character and location of pain, precipitating factors, and defecatory pattern are
distinct for each patient. Patients with IBS may also have extraintestinal symptoms (e.g.,
fibromyalgia, headaches, dyspareunia, temporomandibular joint syndrome). Two major
clinical types of IBS have been described. In constipation-predominant IBS, constipation is
common, but bowel habits vary. Most patients have pain over at least one area of the colon,
~ associated with periodic constipation alternating with a more normal stool frequency. Stool
often contains clear or white mucus. The pain is either colicky, coming in bouts, or a

continuous dull ache; it may be relieved by a bowel movement. Eating commonly triggers
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symptoms. Bloating, flatulence, nausea, dyspepsia, and pyrosis can also occur. Diarrhea-
predominant IBS is characterized by precipitous diarrhea that occurs immediately on rising
or during or immediately after eating. Nocturnal diarrhea is unusual. Pain, bloating, and
rectal urgency are common, and incontinence may occur. Diagnosis of IBS is based on
characteristic bowel patterns, time and character of pain, and exclusion of other disease
processes through physical examination and routine diagnostic tests. Due to a lack of a
readily identifiable structural or biochemical abnormality in this syndrome, the medical
community has developed a consensus definition and criteria, known as the Rome criteria,
to aid in diagnosis of IBS. According to the Rome criteria, IBS is indicated by abdominal pain
or discomfort which is (1) relieved by defection and/or (2) associated with a change in
frequency or consistency of stools, plus two or more of the following: altered stool
frequency, altered stool form‘ation, altered stool passage, passage of mucus, and bloating or
feeling of abdominal distention. Palpation of the abdomen may reveal tenderness,
particularly in the left lower quadrant, at times associated with a palpable, tender sigmoid. A
routine digital rectal examination should be performed on all patients, and a pelvic
examination on women.

[0087] irritable bowel disease (IBD), also known as inflammatory bowel disease, is
characterized by chronic inflammation at various sites in the Gl tract. IBD comprises two
known clinical subtypes, Crohn's Disease (CD) and ulcerative colitis (UC). Certain
differences in disease patterns justify a distinction between Crohn's disease and ulcerative
colitis.

[0088] Pain associated with IBD and IBS may present as either chronic or acute
pain. For example a feature of IBS is acute pain relieved by déﬁcation while chronic
abdominal pain is typical of Crohn'’s disease. While pain associated with IBD and IBS may
occur extraintestinal or extravisceral generally these ailments produce visceral pain. Viceral
pain is pain associated with the viscera, which encompasses the organs of the abdominal
cavity. These organs include the sex organs, spleen intestines, colon, rectum and other
organs of the digestive system. Visceral pain has five important clinical characteristics: (1) it
is not evoked from all viscera (organs such as liver, kidney, most solid viscera, and lung
parenchyma are not sensitive to pain); (2) it is not always linked to visceral injury; (3) it is
diffuse and poorly localized; (4) it is referred to other locations; and (5) it is accompanied
with motor and autonomic reflexes, such as the nausea, vomiting, and lower-back muscle

tension that occurs in renal colic.
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[0089] Pain is an important physiological protective mechanism designed to warn of
danger from potentially injurious stimuli from the external environment. The system operates
through a specific set of primary sensory neurones and is activated by noxious stimuli via
peripheral transducing mechanisms (see Millan, 1999, Prog. Neurobiol., 57, 1-164 for a
review). These sensory fibers are known as nociceptors and are characteristically small
diameter axons with slow conduction velocities. Nociceptors encode the intensity, duration
and quality of noxious stimulus and by virtue of their fopographically organized projection to
the spinal cord, the location of the stimulus. The nociceptors are found on nocicéptive nerve
fibers of which there are two main types, A-delta fibers (myelinated) and C fibers (non-
myelinated). The activity generated by nociceptor input is transferred, after complex
processing in the dorsal horn, either directly, or via brain stem relay nuclei, to the
ventrobasal thalamus and then on to the cortex, where the sensation of pain is generated.

[0090] Pain may generally be classified as acute or chronic. Acute pain begins
suddenly and is short-lived (usually twelve weeks or less). It is usually associated with a

| specific cause such as a specific injury and is often sharp and severe. It is the kind of pain

that can occur after specific injuries resulting from surgery, dental work, a strain or a sprain.
Acute pain does not generally result in any persistent psychological response. In contrast,
chronic pain is long-term pain, typically persisting for more than three months and leading to
significant psychological and emotional problems. Common examples of chronic pain are
neuropathic pain (e.g. painful diabetic neuropathy, postherpetic neuralgia), carpal tunnel
syndrome, back pain, headache, cancer pain, arthritic pain and chronic post-surgical pain.

[0091] When a substantial injury occurs to body tissue, via disease or trauma, the
characteristics of nociceptor activation are altered and there is sensitisation in the periphery,
locally around the injury and centrally where the nociceptors terminate. These effects lead to
a hightened sensation of pain. In acute pain these mechanisms can be useful, in promoting
protective behaviors which may better enable repair processes to take place. 4The normal
expectation would be that sensitivity returns to normal once the injury has healed. However,
in many chronic pain states, the hypersensitivity far outlasts the healing process and is often
due to nervous system injury. This injury often leads to abnormalities in sensory nerve fibers
associated with maladaptation and aberrant activity (Woolf & Salter, 2000, Science, 288,
1765-1768).

[0092] Clinically, pain is present when diécomfort and abnormal sensitivity feature
among the patient's symptoms. Patients tend to be quite heterogenedus and may present

with various pain symptoms. Such symptoms include: 1) spontaneous pain which may be
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dull, burning, or stabbing; 2) exaggerated pain responses to noxious stimuli (hyperalgesia);
and 3) pain produced by normally innocuous stimuli (allodynia - Me;/er et al., 1994,
Textbook of Pain, 13-44). Although patients suffering from various forms of acute and
‘chronic pain may have similar symptoms, the underlying mechanisms may be different and
may, therefore, require different treatment strategies. Pain can also therefore be divided into
a number of different subtypes according to differing pathophysiology, including nociceptive,
inflammatory and neuropathic pain. '

[0093] Nociceptive pain is induced by tissue injury or by intense stimuli with the
potential to cause injury. Pain afferents are activated by transduction of stimuli by
nociceptors at the site of injury and activate neurons in the spinal cord at the level of their
termination. This is then relayed up the spinal tracts to the brain where pain is perceived
(Meyer et al., 1994, Textbook of Pain, 13-44). The activation of nociceptors activates two
types of afferent nerve fibers. Myelinated A-delta fibers transmit rapidly and are responéible
for sharp and stabbing pain sensations, while unmyelinated C fibers transmit at a slower
rate and conVey a dull or aching pain. Moderate to severe acute nociceptive pain is a
prominent feature of pain from central nervous system trauma, strains/sprains, burns,
myocardial infarction and acute pancreatitis, post-operative pain (pain following any type of
surgical procedure), posttraumatic pain, renal colic, cancer pain and back pain. Cancer pain
may be chronic pain such as tumor related pain (e.g. bone pain, headache, facial pain or
visceral pain) or pain associated with cancer therapy (e.g. postcvhemotherapy syndrome,
~ chronic postsurgical pain syndrome or post radiation syndrome). Cancer pain may also
occur in response to chemotherapy, immunotherapy, hormonal therapy or radiotherapy.
Back pain may be due to herniated or ruptured intravertebral discs or abnormalities of the
lumber facet joints, sacroiliac joints, paraspinal muscles or the posterior longitudinal
Iigament. Back pain may resolve naturally but in some patients, where it lasts over 12
weeks, it becomes a chronic condition which can be particularly debilitating.

[0094] Neuropathic pain is currently defined as pain initiated or caused by a primary
lesion or dysfunction in the nervous system. Nerve damage can be caused by trauma and
disease and thus the term ‘neuropathic paih’ encompasses many disorders with diverse
aetiologies. These include, but are not limited to, peripheral neuropathy, diabetic
neuropathy, post herpetic neuralgia, trigeminal neuralgia, back pain, cancer neuropathy, HIV
neuropathy, phantom limb pain, carpal tunnel syndrome, central post-stroke pain and pain
associated with chronic alcoholism, hypothyroidism, uremia, muitiple sclerosis, spinal cord

injury, Parkinson’s disease, epilepsy and vitamin deficiency. Neuropathic pain is
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pathological as it has no protective role. It is often present well after the original cause has
dissipated, commonly lasting for years, significantly decreasing a patient's quality of life
(Woolf and Mannion, 1999, Lancet, 353, 1959-1964). The symptoms of neuropathic pain are
difficult to treat, as they are often heterogeneous even between patients with the same
disease (Woolf & Decosterd, 1999, Pain Supp., 6, S141-S147; Woolf and Mannion, 1999,
Lancet, 353, 1959-1964). They include spontaneous pain, which can be continuous, and
paroxysmal or abnormal evoked pain, such as hyperalgesia (increased sensitivity to a
noxious stimulus) and allodynia (sensitivity to a normally innocuous stimulus).

[0095] The inflammatory process is a complex series of biochemical and cellular
events, activated in response to tissue injury or the presence of foreign substances, which
-results in swelling and pain (Levine and Taiwo, 1994, Textbook of Pain, 45-56). Arthritic pain
is the most common inflammatory pain. Rheumatoid disease is one of the commonest
chronic inﬂammétory conditions in developed countries and rheumatoid arthritis is a
common cause of disability. The exact' aetiology of rheumatoid arthritis is unknown, but
current hypotheses suggest that both genetic and microbiological factors may be important
(Grennan & Jayson, 1994, Textbook of Pain, 397-407). it has been estimated that almost 16
million Americans have symptomatic osteoarthritis (OA) or degenerative joint disease, most
of whom are over 60 years of age, and this is expected to increase to 40 million as the age
of the population increases, making this a public health problem of endrmous magnitude
(Houge & Mersfelder, 2002, Ann Pharmacother., 36, 679-686; McCarthy et al., 1994,
Textbook of Pain, 387-395). Most patients with osteoarthritis seek medical attention
because of the associated pair_\. Arthritis has a significant impact on psychosocial and
physical function and is known to be the leading cause of disability in later life. Ankylosing
spondylitis is also a rheumatic disease that causes arthritis of the spine and sacroiliac joints.
It varies from intermittent episodes of back pain that occur throughout life to a severe
chronic disease that attacks the spine, peripheral joints and other body organs.

[0096] Another type of inflammatory pain is visceral pain which includes pain
associated with inflammatory bowel disease (IBD). Visceral pain is pain associated with the
viscera, which encompass the organs of the abdominal cavity. These organs include the sex
organs, spleen and part of the digestive system. Pain associated with the viscera can be
divided into digestive visceral pain and non-digestive visceral pain. Commonly encountered
gastrointestinal (Gl) disorders that cause pain include functional bowel disorder (FBD) and
inflammatory bowel disease (IBD). These Gl disorders include a wide range of disease
states that are currently only moderately controlled, including, in respect of FBD, gastro-
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esophageal reflux, dyspepsia, irritable bowel syndrome (IBS) and functional abdominal pain

syndrome (FAPS), and, in respect of IBD, Crohn'’s disease, ileitis and ulcerative coltis, all of

which regularly produce visceral pain. Other types of visceral pain include the pain
associated with dysmenorrhea, cystitis and pancreatitis and pelvic pain.

[0097] It should be noted that some types of pain have multiple aetiologies and thus
can be classified in more than one area, e.g. back pain and cancer pain have both
nociceptive and neuropathic components.

[0098] Other types of pain include:

e pain resulting from musculo-skeletal disorders, including myalgia, fibromyalgia,
spondylitis, sero-negative (non-rheumatoid) arthropathies, non-articular rheumatism,
dystrophinopathy, glycogenolysis, polymyositis and pyomyositis;

e heart and vascular pain, including pain caused by angina, myocardical infarction, mitral
stenosis, pericarditis, Raynaud’s phenomenon, scleredoma and skeletal muscle
ischemia;

e head pain, such as migraine (including migraine with aura and migraine without aura),
cluster headaéhe, tension-type headache mixed headache and headache associated
with vascular disorders; and

e orofacial pain, including dental pain, otic pain, burning mouth syndrome and

temporomandibular myofascial pain.

[0099] IL-6 antibodies or antigen-binding portions thereof can be used in
combination with one or more other therapeutic agents. For example, an antibody or
antigen-binding portions thereof can be used with a COX-2 inhibitor, such as celecoxib, for
the treatment of diseases such as rheumatoid arthritis, osteoarthritis and pain. IL-6
antibodies or antigen-binding portions thereof and the other therapeutic agents can be

" administered to the patient in the same dosage form or in different dosage forms. Moreover,
they can be administered at the same time or at different times. Below are some examples
of therapeutic agents that can be used in combination with anti-IL-6 antibodies or antigen-

binding portions thereof. N
Rheumatoid arthritis

[0100] IL-6 antibodies and antigen binding portions thereof may also be used in co-

therapies. Suitable antiinflammatory co-therapy compounds include:
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cyclosporine, zoledronic acid, efalizumab, alefacept, etodolac, lornoxicam, OM-89,
valdecoxib, tocilizumab, abatacept, meloxicam, etanercept, nambumetone, rimexolone,
163Sm-EDTMP, prosorba, imidazole salicylate, oprelvekin, hylauronic acid, naproxen,
piroxicam, diacerein, lumericoxib, tacrolimus, aceclofenac, actarit, tenoxicam, rosiglitazone,
deflazacort, édalimumab, leflunomide, risedronate sodium, misoprostol and diclofenac, SK-
1306X, infliximab, anakinra, celecoxib, diclofenac, etoricoxib and felbinac, reumacon,
golimumab, denosumab, ofatumumab, 10rT1 antibody, pelubiprofen, licofelone,
temsirolimus, eculizumab, iguratimod, and prednisone. Other suitable antiinflammatories
include CP-481715, ABN-912, MLN-3897, HuMax-IL-15, RA-1, paclitaxel, Org-37663, Org
39141, AED-9056, AMG-108, fontolizumab, pegsunercept, pralnacasan, apilimod, GW-
274150, AT-001, 681323 (GSK) K-832, R-1503, ocrelizumab, DE-096, Cpn10, THC+CBD
('GW Pharma), 856553 (GSK), ReN-1869, immunoglobulin, mm-093, amelubant, SCI0-469,
ABT-874, LenkoVAX, LY-2127399‘, TRU-015, KC-706, amoxapinet and dipyridamole, TAK-
715, PG 760564, VX-702, prednisolone and dipyridamole, PMX-53, belimumab, prinaberel,
CF-101, tgAAV-TNFR:Fc, R-788, prednisolone and SSRI, CP-690550 and PMI-001.

Osteoarthritis

[0101] IL-6 antibodies and antigen binding portions thereof may further be co-
administered for the treatment of osteoarthritis with one or more agents useful for treating
one or more indicia of osteoarthritis. Examples of agents useful for treating one or more
indicia of osteoarthritis to be used in combination with anti-IL-6 antibodies or antigen-binding
portions thereofvinclude matrix metalloproteinase (MMP) inhibitors, aggrecanase inhibitors,
inducible nitric oxide (iNOS) inhibitors, inhibitors of insulin-like growth factor (IGF)
expression or activity, inhibitors of fibroblast growth factor (FGF) expression or activity,
inhibitors of CD 44 expression or activity, inhibitors of interleukin (IL) expression or activity,
inhibitors of tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) expression or activity, inhibitors of
tumor necrosis factor-inducible protein 6 (TSG-6) expression or activity, inhibitors of Bikunin
expression or activity, inhibitors of beta-secretase (BACE), inhibitors of PACE-4, inhibitors of
nuclear receptor rev-ErbA alpha (NR1D1) expression or activity, inhibitors of endothelial
differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 1 (EDG-1) expression or activity,
inhibitors of proteinase-activated receptor (PAR) expression or actiVity, inhibitors of
cartilage-derived retinoic-acid-sensitive protein (CD-RAP) expression or activity, inhibitors of
protein kinase C zeta (PKCz), inhibitors of resistin expression or activity, inhibitors of a
disintegrin and metalloproteinase 8 (ADAMS), inhibitors of complement component 1 s
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subcomponent (C1s) expression or activity, inhibitors of formyl peptide receptor-like 1
(FPRL1) expression or activity. _

[0102] Additiohal examples of agents useful in combination with [L-6 antibodies and
antigen binding portions thereof include inhibitors of MMP -2, -3, -9, or -13; inhibitors of
aggrecanase -1 or -2; inhibitors of IGF -1 or -2 expression or activity; inhibitors of FGF -2, -
18, or -9 expression or activity; and inhibitors of IL -1, -4 or -6 expression or activity.

[0103] Further examples of agents useful in combination with I1L-6 antibodies and
antigen binding portions thereof include IGF -1 or -2 antibodies; FGF receptor -2 or -3
antagonists, CD 44 antibodies, IL -1, -4 or -6 antibodies, TNF-alpha antibodies; TSG-6
antibodies; bikunin antibodies; NR1D1 antagonists; EDG-1 antagonists; PAR antagonists,
CD-RAP antibodies, resistin antibodies, C1s antibodies, and FPRL1 antibodies.

Pain

[0104] IL-6 antibodies or antigen binding portions thereof can be administered in
combination with one or more additional pharmacologically active compounds for the
treatment of pain. The compounds may'be administered at the same time in a single dosage
form or separately in dosage forms that can be the same or different. Alternatively, the
compounds can be administered sequentially. The pharmaceutically acceptable salts of the
pharmacologically active compounds may also be used in the combinations.

[0105] Examples of compounds that can be administered with [L-6 antibodies or
antigen binding portions thereof include:

[0106] Cyclooxygenase-2 (COX-2) selective inhibitors such as celecoxib, rofecoxib,
parecoxib, valdecoxib, deracoxib, etoricoxib, and lumiracoxib; opioid analgesics such as
morphine, hydromorphone, oxymorphone, fentanyl, codeine, dihydrocodeine, oxycodone,
hydrocodone, buprenorphine, tramadol, and nalbuphine; nonsteroidal antiinflammatory
drugs (NSAIDs) such as aspirin, diclofenac, diflunisal, ibuprofen, fenoprofen, naproxen,
nepafenac, and acetaminophen; Phosphodiesterase V inhibitors (PDEV) such as sildenafil;
alpha-2-delta ligands such as gabapentin and pregabalin; and local anaesthetics such as
benzocaine, lidocaine, ropivacaine, menthol, camphor and methy! salicylate.

[0107] Examples of other types of compounds and classes of compounds that can
be used in combination with IL-6 antibodies and antigen binding portions thereof include:
barbiturate sedatives; benzodiazepines; Histamine H; antagonists having a sedative action;
sedatives; skeletal muscle relaxants; N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) receptor

antagonists; alpha-adrenergics; tricyclic antidepressants; anticonvuisants such as
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carbamazepine; tachykinin (NK) antagonists, particularly NK-3, NK-2 or NK-1 antagonists;
muscarinic antagonists; neuroleptics; vanilloid receptor agonists or antagonists; beta-
adrenergics; corticosteroids; Serotonin (5-HT) receptor agonists or antagonists such as a 5-
HTs1p , 5-HT2a and 5-HT; receptor antagonists; cholinergic (nicotinic) analgesics;
cannabinoids; metabotropic glutamate subtype 1 receptor (mGluR1) antagonists; serotonin
reuptake inhibitors such as sertraline; noradrenaline (norepinephrine) reuptake inhibitors
such as reboxetine, in particular (S,S)-reboxetine; dual serotonin-noradrenaline reuptake
inhibitors such as duloxetine; inducible nitric oxide synthase (iNOS) inhibitors such as S-[2-
[(1-iminoethyl)amino]ethyl]-L-homocysteine, S-{2-[(1-iminoethyl)-amino]ethyl]-4,4-dioxo-L-
cysteine, S-[2-[(1-iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine, (2S,5Z)-2-amino-2-methyl-7-
[(1-iminoethyl)amino]-5-heptenoic acid, 2-[[(1R,3S)-3-amino-4- hydroxy-1-(5-thiazolyl)-
butyl]thio]-5-chloro-3-pyridinecarbonitrile; 2-[[(1R,3S)-3-amino-4-hydroxy-1-(5-
thiazolyl)butyl]thio]-4-chlorobenzonitrile, (2S,4R)-2-amino-4-[{2-chloro-5-

~ (trifluoromethyl)phenyl]thio]-5-thiazolebutanol, 2-[[(1 R,38)—3-amino—4-hydroxy—1-(5—thiazolyl)v
butyl]thio]-6-(trifluoromethyl)-3 pyridinecarbonitrile, 2-[[(1R,3S)-3- amino-4-hydroxy- 1 -(5-
thiazolyl)butyl]thio]-5-chlorobenzonitrile, N-[4-[2-(3-
chlorobenzylamino)ethyl]phenyl]thiophene-2-carboxamidine, and guanidinoethyldisulfide;

_ acetylcholinesterase inhibitors; prostaglandin E, subtype 4 (EP4) antagonists such as N-
[({2-[4-(2-ethyl-4,6-dimethyl-1H-imidazo[4,5-c]pyridin-1-yl)phenyl]ethyl}amino)-carbonyl}-4-
methylbenzenesulfonamide or 4-[(1S)-1 —({[5—chIoro-2—(3-ﬂuorophenoxy)pyridin-3-
ylJcarbonyl}amino)ethyllbenzoic acid; leukotriene B4 antagonists such as 1-(3-biphenyl-4-
ylmethyl-4-hydroxy-chroman-7-yl)-cyclopentanecarboxylic acid; 5-lipoxygenase inhibitors;

and sodium channel blockers.

Fibromyalgia syndrome ,

[0108] Products: analgesics such as acetaminophen, naproxen sodium, ibuprofen,
tramadol, trazodone; cyclobenzaprine; aspirin, celecoxib, valdecoxib, indomethacin, and
other NSAIDs; antidepressants such as tricyclic antidepressants and selective serotonin
reuptake inhibitors, for example antidepressants such as amitriptyline, imipramine,
nortriptyline, doxepin, fluoxetine, sertraline, and paroxetine; muscle relaxants such as
cyclobenzaprine; sleeping aids such as zolpidem.

_ [0109] Classes: norepinephrine-serotonin reuptake inhibitors (NSRIs and SNRIs);
norepinephrine reuptake inhibitor (NRIs); selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs);
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tricyclic antidebressants; selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitors; nonsteroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs); analgesics.

Ankylosing spondylitis .

[0110] Products: analgesics such as acetaminophen, naproxen sodium, ibuprofen,
tramadol, aspirin, celecoxib, valdecoxib, indomethacin, and other NSAIDs; disease-
modifying antirheumatic drugs (DMARDS) such as sulfasalazine or methotrexate;
corticosteroids; and tumor necrosis factor (TNF) blockers such as etanercept and infliximab.

[0111] Classes: analgesics; NSAIDs; COX-2 inhibitors; DMARDs; corticosteroids;
TNF blockers. |

Psoriasis _

[0112] Products: phototherapy, including psoralen ultraviolet A (psoralen UVA or
PUVA) therapy, narrow-band ultraviolet B (UVB) therapy, and combination light therapy;

“topical corticosteroids; vitamin D analogs such as calcipotriene; anthralin; topical retinoids

(i.e., vitamin A derivatives) such as acitretin and tazarotene; clobetasol propionate;
methotrexate; azathioprine; cyclosporine; hydroxyurea; and immune-modulating drugs such
as alefacept, efalizumab, and etanercept.

[0113] Classes: phototherapy; corticosteroids; vitamin D analogs; vitamin A

derivatives.

Gout

[0114] Products: NSAIDs such as acetaminophen, naproxen sodium, ibuprofen,
tramadol, aspirin, celecoxib, valdecoxib, and indomethacin; and corticosteroids such as
prednisone.

[0115] Classes: analgesics; NSAIDs; COX-2 inhibitors; and corticosteroids.

Crohn's Disease

[0116] Products: analgesics such as acetaminophen, naproxen sodium, ibuprofen,
tramadol, aspirin, celecoxib, valdecoxib, indomethacin, and other NSAIDs; anti-inflammatory
drugs; sulfasalazine, mesalamine, balsalazide, and olsalazine; and corticosteroids such as
prednisone and budesonide; immunosuppressant drugs such as azathioprine,
mercaptopurine, TNF blockers such as infliximab and adalimumab, methotrexate, and
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cyclosporine; antibiotics such as metronidazole and ciprofloxacin; anti-diarrheals such as
loperamide; and laxatives.
[0117] Classes: analgesics; NSAIDs; COX-2 inhibitors; anti-inflammatory drugs;

TNF blockers; antibiotics; anti-diarrheals; and laxatives.

Ulcerative Colitis )

[0118] Classes: analgesics such as acetaminophen, naproxen sodium, ibuprofen,
tramadol, aspirin, celecoxib, valdecoxib, indomethacin, and other NSAIDs; anti-inflammatory
drugs; sulfasalazine, mesalamine, balsalazide, and olsalazine; corticosteroids;
immunosuppressant drugs such as azathioprine, mercaptopurine, TNF blockers such as
infliximab and adalimumab, methotrexate, and cyclosporine; anti-diarrheals such as
loperamide; and laxatives.

[0119] Classes: NSAIDs; COX-2 inhibitors; anti-inflammatory drugs; TNF blockers;
corticosteroids; immunosuppressants; Janus kinase-3 (Jak-3) inhibitors; TNF blockers; anti-

diarrheals; and laxatives.

Irritable bowel syndrome

[0120] Products: anti-diarrheals such as loperamide; laxatives; anticholinergic drugs;
antidepressants such as tricyclic antidepressants and selective serotonin reuptake
inhibitors, for example antidepressants such as amitriptyline, imipramine, nortriptyline,
doxepin, fluoxetine, sertraline, and paroxetine; alosetron; and tegaserod.

[0121] Classes: anti-diarrheals; laxatives; anticholinergic drugs; norepinephrine-
serotonin reuptake inhibitors (NSRIs and SNRis); norepinephrine reuptake inhibitor (NRis);
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs); tricyclic antidepressants.

Pharmaceutical Compositions and Administration

[0122] Also provided are pharmaceutical compositions for the treatment of abnormal
cell infiltration in a mammal, including a human, comprising an amount of an IL-6 antibody or
antigen binding portion thereof, as described herein, that is effective in treating abnormal cell
infiltration, and a pharmaceutically acceptable carrier. The compoéitions provide a therapeutic
benefit to patients with one of more of a variety of inflammatory and autoimmune diseases,
such as rheumatoid arthritis, atherosclerosis, granulomatous diseases, multiple sclerosis,

asthma and cancer.
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[0123] IL-6 antibodies and antigen-binding portions thereof can be incorporated into
pharmaceutical compositions suitable for administration to a subject. Typically, the '
pharmaceutical composition comprises an IL-6 antibody or antigen-binding portion thereof
and a pharmaceutically acceptable carrier. As used herein, “pharmaceutically acceptable
carrier” means any and all solvents, dispersion media, coatings, antibacterial and antifungal
agents, isotonic and absorption delaying agents, and the like that are physiologically
compatible. Some examples of pharmaceutically acceptable carriers are water, saline,
phosphate buffered saline, dextrose, glycerol, ethanol and the like, as well as combinations
thereof. In many cases, it will be preferable to include isotonic agents, for example, sugars,
polyalcohols such as mannitol, sorbitol, or sodium chloride in the composition. Additional .
examples of bharmaceutically acceptable substances are wetting agents or minor amounts
of auxiliary substances such as wetting or emulsifying agents, preservatives or buffers,
which enhance the shelf life or effectiveness of the antibody.

[0124] The compositions of this invention may be in a variety of forms, for example,
liquid, semi-solid and solid dosage forms, such as liquid solutions (e.g., injectable and
infusible solutions), dispersions or suspensions, tablets, pills, powders, liposomes and
suppositories. The form depends on the intended mode of administration and therapeutic
application. Typical compositions are in the form of injectable or infusible solutions, such as
compositions similar to those used for passive immunization of humans. In one case the
mode of administration is parenteral (e.g., intravenous, subcutaneous, intraperitoneal,
intramuscular). In another case, the antibody is administered by intravenous infusion or
injection. In another casé, the antibody is administered by intramuscular or subcutaneous
injection. Formulations for injection may be presented in unit dosage form, e.g., in
ampoules or in multi-dose containers, with or without an added preservative. The
'compositions may take such forms as suspensions, solutions, or emulsions in oily or
aqueous vehicleé, and may contain formulatory agents such as suspending, stabilizing
and/or dispersing agents. Alternatively, the active ingredient may be in powder form for
constitution with a suitable vehicle, e.g., sterile pyrogen-free water, before use. Sterile
injectable solutions can be prepared by incorporating the IL-6 antibody in the required
amount in an appropriate solvent with one or a combination of ingredients enumerated
above, as required, followed by filter sterilization. In one case, the antibody is administered
in a formulation as a sterile aqueous solutidn having a pH that ranges from about 5.0 to
about 6.5 and comprising from about 1 mg/ml to about 200 mg/ml of antibody, from about 1
millimolar to about 100 millimolar of histidine buffer, from about 0.01 mg/ml to about 10
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mg/ml of polysorbate 80 or polysorbate 20, from about 100 millimolar to about 400 millimolar
of a non-reducing sugar selected from but not limited to trehalose or sucrose, from about
0.01 millimolar to about 1.0 millimolar of disodium EDTA dihydrate and optionally comprise a
pharmaceutically acceptable antioxidant in addition to a chelating agent. Suitable
antioxidants include, but are not limited to, methionine, sodium thiosulfate, catalase, and
platinum. For example, the composition may contain methionine in a concentration that
ranges from 1 mM to about 100 mM, and in particular, is about 27 mM. In some cases, a
formulation contains 5 mg/ml of antibody in a buffer of 20mM sodium citrate, pH 5.5, 140
mM NaCl, and 0.2 mg/ml polysorbate 80. It is to be noted that dosage values may vary with
the typ'e and severity of the condition to be alleviated. In the case of sterile powders for the
preparation of sterile injectable solutions, the suitable methods of preparation include
vacuum drying and freeze-drying that yields a powder of the active ingredient plus any
additional desired ingredient from a previously sterilefiltered solution thereof. The proper
fluidity of a solution can be maintained, for example, by the use of a coating such as lecithin,
by the maintenance of the required particle size in the case of dispersion and by the use of
surfactants. Prolonged absorption of injectable compositions can be brought about by
including in the composition an agent that delays absorption, for example, monostearate
salts and gelatin.

[0125] IL-6 antibodies or antigen-binding portions thereof can be administered by a
yariety of methods, although for many therapeutic applications, the route/mode of
administration can be subcutaneous, intramuscular, or intravenous infusion. As will be
appreciated by the skilled artisan, the route and/or mode of administration will vary
depending upon the desired resuits.

[0126] In certain cases, the IL-6 antibody compositions may be prepared with a
carrier that will protect the antibody against rapid release, such as a controlled release
* formulation, including implants, transdermal patches, and microencapsulated delivery
systems. Biodegradable, biocompatible polymers can be used, such as ethylene vinyl
acetate, polyanhydrides, polyglycolic acid, collagen, polyorthoesters, and polylactic acid.
Many methods for the preparation of such formulations may be used. See, e.g., Sustained
and Controlled Release Drug Delivery Systems, J. R. Rbbinson, ed., Marcel Dekker, Inc.,
New York, 1978, which is incorporated herein by reference.

[0127] Additional active compounds also can be incorporated into the compositions.
In some cases, an inhibitory IL-6 antibody is co-formulated with and/or co-administered with
one or more additional therapeutic agents. These agents include, without limitation,
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antibodies that bind other targets, anti-tumor agents, anti-angiogenesis agents, signal
transduction inhibitors, anti-proliferative agents, chemotherapeutic agents, or peptide
analogues that inhibit IL-6. Such combination therapies may require lower dosages of the
inhibitory IL-6 antibody as well as the co-administered agents, thus avoiding possible
toxicities or complications associated with the various monotherapies.

[0128] The compositions may include a “therapeutically effective amount” or a
“prophylactically effective amount” of an antibody or antigen-binding portion. A
“therapeutically effective amount” refers to an amount effective, at dosages and for periods
of time necessary, to achieve the desired therapeutic result. A therapeutically effective
~ amount of the antibody or antigen-binding portion may vary-according to factors such as the
disease state, age, sex, and weight of the individual, and the ability of the antibody or
antibody portion to elicit a desired response in the individual. A therapeutically effective
amount is also one in which any toxic or detrimental effects of the antibody or antigen-
binding portion are outweighed by the therapeutically beneficial effects. A “prophylactically
effective amount” refers to an amount effective, at dosages and for periods of time
necessary, to achieve the desired prophylactic result. Typically, since a prophylactic dose is
used in subjects prior to or at an earlier stage of disease, the prophylactically effective
“amount may be less than the therapeutically effective amount.

[0129] Dosage regimens can be adjusted to provide the optimum desired response
(e.g., a therapeutic or prophylactic response). For example, a single bolus can be
administered, several divided doses can be administered over time or the dose can be
prOpor‘cibnally reduced or increased as indicated by the exigencies of the therapeutic
situation. It is especially advantageous to formulate parenteral compositions in dosage unit
. form for ease of administration and uniformity of dosage. Dosage unit form as used herein
refers to physically discrete units suited as unitary dosages for the mammalian subjects to
be treated; each unit containing a predetermined quantity of [L-6 antibody or antigen binding
'bortion thereof calculated to produce the desired therapeutic effect in association with the
réquired pharmaceutical carrier.

[0130] An exemplary, non-limiting range for a therapeutically or prophylactically
effective amount of an IL-6 antibody or antibody portion is 0.025 to 50 mg/kg, 0.1 to 50
mg/kg, 0.1-25,0.1to 10 or 0.1 to 3 mg/kg. In one case, the IL-6 antibody or antibody portion
thereof is administered in a formulation as a sterile aqueous solution having a pH that ranges
- from about 5.0 to about 6.5 and comprising from about 1 mg/ml to about 200 mg/ml of
anﬁbody, from about 1 millimolar to about 100 millimolar of histidine buffer, from about 0.01

38



WO 2009/155180 PCT/US2009/046837

mg/ml to about 10 mg/ml of polysorbate 80, from about 100 millimolar to about 400
millimolar of trehalose, and from about 0.01 millimolar to about 1.0 millimolar of disodium
EDTA dihydrate. It is to be noted that dosage values may vary with the type and severity of
the condition to be alleviated. It is to be further understood that for any particular subject,
specific dosage regimens should be adjusted over time according to the individual need and
the professional judgment of the person administering or supervising the administration of |
the compositions, and that dosage ranges set forth herein are exemplary only and are not
intended to limit the scope or practice of the claimed compositions.

| [0131] Another aspect provided herein are kits comprising an IL-6 antibody or
antigen-binding portion or a composition comprising such an antibody or antigen-binding
portion. A kit may include, in addition to the antibody or composition, diagnostic or
therapeutic agents. A kit can also include instructions for use in a diagnostic or therapeutic
method. In one case, the kit includes the antibody or a composition comprising it and a
diagnostic agent that can be used in a method described herein. In another case, the kit
includes the antibody or a composition comprising it and one or more therapeutic agents

that can be used in a method described herein.

Diagnostic Methods of Use

[0132] Another aspect provided herein are diagnostic methods. The anti-IL-6
antibodies or antigen bindining portion thereof can be used to detect IL-6 in a biological
sample in vitro or in vivo. One aspect provides a method for diagnosing the presence or
‘location of IL-6-expressing cells in a subject in need thereof, comprising the steps of
injecting the antibody into the subject, determining the expression of IL-6 in the subject by
localizing where the antibody has bound, comparing the expression in the subject with that
of a normal reference subject or standard, and diagnosing the presence or location of the
cells. The anti-IL-6 antibodies may also be used as a marker for inflammation and/or for the
infiltration of immune cells, such as monocytes and T cells, into a tiséue.

[0133] The anti-IL-6 antibodies can be used in any suitable immunoassay, including,
without limitation, an ELISA, a RIA, flow cytometry, tissue immunohistochemistry, a Western
blot or an immunoprecipitation. The anti-IL-6 antibodies or antigen binding portion thereof
can be used to detect IL-6 from humans. In another case, the anti-IL-6 antibodies can be
used to detect IL-6 from cynomolgus monkeys, rhesus monkeys and rodents, such as mice

and rats.
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[0134] Methods for detecting IL-6 in a biological sample generally comprise
contacting the biological sample with an anti-IL-6 antibody or antigen binding portions
thereof and detecting the bound antibody. In one case, the anti-IL-6 antibody or antigen
binding portion thereof is directly labeled with a detectable label. In another case, the anti-
IL-6 antibody (the first antibody) is unlabeled and a second antibody or other molecule that
can bind the anti-IL-6 antibody is labeled. A second antibody is chosen that is able to
specifically bind the particular species and class of the first antibody. For example, if the
anti-IL-6 antibody is a human IgG, then the secondary antibody could be an anti-human-IgG.
Other molecules that can bind to antibodies include, without limitation, Protein A and Protein
G, both of which are available commercially, e.g., from Pierce Chemical Co.

[0135] Suitable labels for the antibody or secondary antibody are disclosed herein
and include various enzymes, prosthetic groups, fluorescent materials, Iuminéscent
materials and radioactive materials. Examples of suitable enzymes include horseradish
peroxidase, alkaline phosphatase, B-galactosidase, or acetylcholinesterase; examples of
suitable prosthetic group conﬁplexes include streptavidin/biotin and avidin/biotin; examples
of suitable fluorescent materials include umbelliferone, fluorescein, fluorescein
isothiocyanate, rhodamine, dichlorotriazinylamine fluorescein, dansyl chloride or
phycoerythrin; an example of a luminescent material includes luminol; and examples of
suitable radioactive material include'®1, *'l, %S or °H.

[0136] IL-6 can also be assayed in a biological sample by a competition
immunoassay utilizing IL-6 standards labeled with a detectable substance and an unlabeled
anti-IL-6 antibody. In this assay, the biological sample, the labeled IL-6 standards and the
anti-IL-6 antibody are combined and the amount of labeled IL-6 standard bound to the
unlabeled antibody is determined. The amount of IL-6 in the biological sample is inversely
proportional to the amount of labeled IL-6 standard bound to the anti-lIL-6 antibody.

[0137] One can use such immunoassays for a number of purposes. For example,

the anti-IL-6 antibodies or antigen binding portions thereof can be used to detect IL-8 in
cultured cells. In one case, the anti-IL-6 antibodies or antigen binding portions thereof are
used to determine the amount of IL-6 on the surface of cells that have been treated with
various compounds. This method can be used to identify compounds that modulate IL-6
protein levels. According to this method, one sample of cells is treated with a test
compound for a period of time while another sample is left untreated. If the total IL-6

expression is to be measured, the cells are lysed and the total IL-6 expression is measured
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using any suitable immunoassay. The total IL-6 expression in the treated versus the
untreated cells is compared to determine the effect of the test compound.

[0138] Immunoassays for measuring total IL-6 expression include flow cytometry
and immunohistochemistry. If the cell surface IL-6 expression is to be measured, the cells
are not lysed, and the cell surface levels of IL-6 are measured using one of the
immunoassays described above. A preferred immunoassay for determining cell surface
levels of IL-6 includes the steps of labeling the cell surface proteins with a detectable label,
such as biotin or '°I, immunoprecipitating the IL-6 with an anti-IL-6 antibody and then
detecting the labeled IL-6.

[0139] Another immunoassay for determining the localization of IL-6, e.g., cell
surface levels, is by using immunohistochemistry. An immunoassay to detect cell surface
levels of IL-6 includes binding of an anti-IL-6 antibody labeled with an appropriate
fluorophore, such as fluorescein or phycoerythrin, and detecting the primary antibody using
flow cytometry. In another example, the anti-IL-6 antibody is unlabeled and a second
antibody or other molecule that can bind the anti-IL-6 antibody is labeled. Methods such as
ELISA, RIA, flow cytometry, Western blot, immunohistochemistry, cell surface labeling of
integral membrane proteins and immunoprecipitation are well known in the art. See, e.g.,
Harlow and Lane. In addition, the immunoassays can be scaled up for high throughput
screening in order to test a large number of compounds for either activation or inhibitors of
IL-6. v

[0140] The anti-IL-6 antibodies or antigen binding portions thereof also can be used
to determine the levels of IL-6 in a tissue or in cells derived from the tissue. In some
examples, the tissue is a diseased tissue or a tissue biopsy. The tissue or biopsy can be
used in an immunoassay to determine, e.g., total IL-6 expression, cell surface levels of IL-6
* or localization of IL-8 by the methods discussed above. Such methods can be used to
determine whether a tissue expresses high levels of IL-8, which could be indicative that the
tissue is a target for treatment with anti-IL-6 antibody.

[0141] IL-6 antibodies and antigen-binding portios thereof also can be used in vivo
to identify tissues and organs that express IL-6. In some cases, the anti-IL-6 antibodies are
used to identify IL-6-expressing cells. Human anti-IL-6 antibodies may safely be used in
vivo without eliciting a substantial immune response to the antibody upon administration,
unlike antibodies of non-human origin or with humanized or chimeric antibodies.

[0142] The method comprises the steps of administering a detectably labeled anti-
IL-6 antibody or a composition comprising them to a patient in need of such a diagnostic test
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and subjecting the patiént to imaging analysis to determine the location of the IL-6-
expressing tissues. Imaging analysis is well known in the medical art, and includes, without
limitation, x-ray analysis, magnetic resonance imaging (MRI) or computed tomography (CT).
The antibody can be labeled with any agent suitable for in vivo imaging, for example a
contrast agent, such as barium, which can be used for x-ray analysis, or a magnetic contrast
agent, such as a gadolinium chelate, which can be used for MRI or CT. Other labeling
agents include, without limitation, radioisotopes, such as *Tc. In another case, the anti- IL-6
antibody will be unlabeled and will be imaged by administering a second antibody or other
molecule that is detectable and that can bind the anti- IL-6 antibody. In one example, a
biopsy is obtained from the patient to determine whether the tissue of interest expresses |L-
6.

[0143] The detectably labeled anti-IL-6 may comprise a fluorophore. In certain
cases, the fluorophore is selected from the group consisting of a near-infrared fluorescent
dye, dinitrophenyl, fluorescein and derivatives thereof, rhodamine, derivatives of rhodamine,
phycoerythrin, phycocyanin, allophycocyanin, o-phthaldehyde and fluorescamine, Texas
red, Rhodamine green, Oregon green, Cascade blue, phycoerythrin, CY3, CY5, CY2, CY7,
coumarin, infrared 40, MR 200, IRD 40, Alexa FIuof, Cascade Blue, Tetramethylrhodamine,
Pacific Blue, SYBR, and BODIPY. In another example, the flourophore includes one of the
following compounds with their emission maxima indicated in nm in parentheses, Cy2.TM.
(506), GFP (Red Shifted) (507), YO-PRO®-1 (509), YOYO®-1 (509), Calcein (517), FITC
(518), FluorX® (519), Alexa® (520), Rhodamine 110 (520), 5-FAM (522), Oregon Green®
500 (522), Oregon Green® 488 (524), RiboGreen® (525), Rhodamine Green® (527),
Rhodamine 123 (529), Magnesium Green® (531), Calcium Green® (533), TO-PRO®-1
(533), TOTO®-1 (533), JOE (548), BODIPY® 530/550 (550), Dil (565), BODIPY® (568),
BODIPY® 558/568 (568), BODIPY® 564/570 (570), Cy3® (570), Alexa® 546 (570), TRITC
(572), Magnesium Orange® (575), Phycoerythrin R&B (575), Rhodamine Phalloidin (575),
Calcium Orange® (576), Pyronin Y (580), Rhodamine B (580), TAMRA (582), Rhodamine
Red® (590), Cy3.5® (596), ROX (608), Calcium Crimson.TM. (615), Alexa® 594 (615),
Texas Red.RTM. (615), Nile Red (628), YO-PRO®-3 (631), YOYO®-3 (631), R-phycocyanin
(642), C-Phycocyanin (648), TO-PRO®-3 (660), TOTO®-3 (660), DD DilC(5) (665),
Cy5.TM. (670), Thiadicarbocyanine (671) and Cy5.5 (694).

[0144] In yet a further example, the anti-IL-6 antibodies may also be used to
determine the reduction in surface cell expression of IL-6 on cells, for example, lymphocytes

or monocytes.
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[0145] Human anti-IL-6 antibodies or antigen-binding portions thereof minimize the
immunogenic and allergic responses intrinsic to non-human or non-human-derivatized
monoclonal antibodies (Mabs), and thus increase the efficacy and safety of the administered
antibodies or antigen-binding portions theréof.

[0146] Another aspect provides human anti-IL-6 antibodies ehcoded in part by a
human germline sequence. The Vy, Vi, V) genes are classified into families on the basis of
sequence homology. Two Vy, Vi, or V, genes belong to the same family if they share the
same nucleotide sequence at more than 80% of the positions. An anti-IL-6 antibody may
comprise a human kappa light chain (Vi) or a human lambda light chain (V,) or an amino
acid sequence derived therefrom. In some cases comprising a lambda light chain, the light
chain variable domain (V) is encoded in part by-a human Vi1, Va2, Vi3, Vid, V)5, V)6, V7,
V)8, V)9, or V,10 family gene (Williams S.C. et al. J. Mol. Bio. 264:220-232, 1996). in some
cases comprising a kappa light chain, the light chain variable domain (V) is encoded in part
by a human Vi, Vi, Vi, VIV, ViV, or VVI family gene (Cox J. P. L., et al, Eur. J.
Immunol 24:827-836, 1994), preferably a Vil, Vill, VI, or VklV family gene, and preferably
a V! or VkVI family gene. In some cases, the light chain germline sequence is selected
from human VK sequences including, but not limited to, A1, A10, A11, A14, A17, A18, A19,
A2, A20, A23, A26, A27, A3, A30, A5, A7, B2, B3, L1, L10, L11, L12, L14, L15, L16, L18,
L19, L2, L20, L22, L23, L24, L25, L4/18a, L5, L6, L8, L9, O1, 011, 012, 014, 018, 02, 04,
and O8. In certain cases, this light chain human germiine framework is selected from V1-11,
V1-13, V1-16, V1-17, V1-18, V1-19, V1-2, V1-20, V1-22, V1-3, V1-4, V1-5, V1-7, V1-9, V2-

1, V2-11, V2-13, V2-14, V2-15, V2-17, V2-19, V2-6, V2-7, V2-8, V3-2, V3-3, V3-4, V4-1, V4-
2. V4-3, V4-4,\4-6, V5-1, V5-2, V5-4, and V5-6. An anti-IL-6 antibody may comprise a
heavy chain variable domain (Vi) encoded by a human Vi1, Vii2, Vi3, Viud, VS, Vii6 or V7
family gene. In particular examples, this heavy chain human germline framework is selected
from VH1-18, VH1-2, VH1-24, VH1-3, VH1-45, VH1-46, VH1-58, VH1-69, VH1-8, VH2-26,
VH2-5, VH2-70, VH3-11, VH3-13, VH3-15, VH3-16, VH3-20, VH3-21, VH3-23, VH3-30,
VH3-33, VH3-35, VH3-38, VH3-43, VH3-48, VH3-49, VH3-53, VH3-64, VH3-66, VH3-7,
VH3-72, VH3-73, VH3-74, VH3-9, VH4-28, VH4-31, VH4-34, VH4-39, VH4-4, VH4-59, VH4-
61, VH5-51, VH6-1, and VH7-81. In particular cases, the light chain variable region and/or
heavy chain variable region comprises a framework region or at least a portion of a
framework regibn (e.g., containing 2 or 3 subregions, such as FR2 and FR3). In certain
cases, at least FRL1, FRL2, FRL3, or FRL4 is fully human. In other examples, at least
FRH1, FRH2,‘ FRH3, or FRH4 is fully human. In some cases, at least FRL1, FRL2, FRL3, or
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FRL4 is a germline sequence (e.g., human germline) or comprises human consensus
sequences for the particular framework (readily available at the sources of known human ig
sequences described herein). In other examples, at least FRH1, FRH2, FRH3, or FRH4 is a
germline sequence (e.g., human germline) or comprises human consensus sequences for
the particular framework.

[0147] The V, of the IL-6 antibody may comprise one or more amino acid
substitutions relative to the germline amino acid sequence of the human gene. In some
cases, the V| of the IL-6 antibody comprises 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, or 10 amino acid
substitutions relative to the germline amino acid sequence. In an example, one or more of
those substitutions from germline is in the CDR regions of the light chain. In one example,
the amino acid substitutions relative to germline are at one or more of the same positions as
the substitutions relative to germline-in any one or more of the V,_of antibodies 9C8 1gG1,
9C8 IgG2, 9C8 N6ST T83S IgG1, 9C8 N68T T83S 1gG2, 9C8 E31G N68T T83S 1gG1, 9C8
E31G N68T T83S 1gG2, 9C8 124V N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S 1gG2 and 22B5
lgG1. For example, the V. of an IL-6 antibody may contain one or more amino acid
substitutions compared to germline found in the V, of antibody 9C8 1gG1. In some cases,
the amino acid changes are at one or more of the same positions, but involve a different
substitution than in the reference antibody.

[0148] In some casés, amino acid changes relative to germline occur at one or more
of the same positions as in any of the V| of antibodies 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 NG8T
T83S 1gG1, 9C8 N68T T83S igG2, 9C8 E31G N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S
1gG2, 9C8 124V N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S IgG2 and 22B5 IgG1, but the
changes may represent conservative amino acid substitutions at such position(s) relative to -
the amino acid in the reference antibody. For example, if a particular position in one of
these antibodies is changed relative to germline and is glutamate, one may substitute
aspartate at that position. Similarly, if an amino acid substitution compared to germline is
serine, one may conservatively substitute threonine for serine at that position.

[0149] In some cases, the light chain of the human anti-IL-6 antibody comprises the
V, amino acid sequence of antibody 9C8 1gG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S igG1, 9C8 N68T
T83S IgG2, 9C8 E31G N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S 1gG2, 9C8 124V N68T
T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S IgG2 and 22B5 IgG1 or the amino acid sequence having
upto1,2 3,456,789, or 10 conservative amino acid substitutions and/or a total of up

to 3 non-conservative amino acid substitutions. In some cases, the light chain comprises
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the amino acid sequence from the beginning of the CDR1 to the end of the CDR3 of any
one of the foregoing antibodies.

[0150] In some cases, the light chain may comprise CDR1, CDR2 and CDR3
regions independently selected from the light chain CDR1, CDR2 and CDR3, respectively,
of the light.chain of antibodies 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T T83S
IgG2, 9C8 E31G N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S 1gG2, 9C8 124V N68T T83S
IgG1, 9C8 124V N68T T83S IgG2 and 22B5 IgG1, or CDR regions each having less than 4
or less than 3 conservative amino acid substitutions and/or a total of three or fewer non-
conservative amino acid substitutions. In some cases, the light chain of the anti-IL-6
antibody comprises a light chain CDR1, CDR2, and CDR3, each of which are independently
selected from the light chain CDR1, CDR2 and CDR3 regions of monoclonal antibody 9C8
IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T T83S 1gG2, 9C8 E31G N68T T83S IgG1,
9C8 E31G N68T T83S IgG2, 9C8 124V N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S 1gG2 and
22B5 1gG1. In certain cases, the light chain of the anti-IL-6 antibody comprises the light
chain CDR1, CDR2 and CDR3 regions of an antibody comprising the amino acid sequence
of the V| region of an antibody selected from 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1,
9C8 N68T T83S IgG2, 9C8 E31G N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S IgG2, 9C8 124V
N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S IgG2 and 22B5 igG1 or the CDR regions each
having less than 4 or less than 3 conservative amino acid substituﬁons_and/or a total of
three or fewer non-conservative amino acid substitutions. |

[0151] In some cases, the variable domain (Vy) is encoded, at least in part, by a
human gene. In some cases, the Vy sequence of the IL-6 antibody contains one or more
amino acid substitutions, deletions or insertions (additions) relative to the gerrﬁﬁne amino
acid sequence. In some cases, the variable domain of the heavy chain comprises 1, 2, 3, 4,
56,78, 9, 10, 11, 1~2, 13, 14, 15, 16, or 17 mutations from the germline amino acid
sequehce. In some cases, the mutation(s) are non-conservative substitutions, deletions or
insertions, compared to the germline amino acid sequence. In some examples, the
mutations are in the CDR regions of the heavy chain. In some examples, the amino acid
changes are made at one or more of the same positions as the mutations from germline in
any one or more of the V} of antibodies 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8
N68T T83S IgG2, 9C8 E31G N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S I1gG2, 9C8 124V
N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S IgG2 and 22B5 IgG1. In other examples, the amino
acid changes are at one or more of the same positions but involve a different mutation than

in the reference antibody.
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[0152] In some cases, the heavy chain comprises the Vi amino acid sequence of
antibody 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T T83S 1gG2, 9C8 E31G
N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S 1gG2, 9C8 124V N68T T83S 1gG1, 9C8 124V N68T

'T83S 1gG2 and 22B5 IgG1 the Vi amino acid sequence having up to 1, 2, 3, 4, 6, 8, or 10
conservative amino acid substitutions and/or a total of up to 3 non-conservative amino acid
substitutions. In some examples, the heavy chain comprises the amino acid sequence from
the beginning of the CDR1 to the end of the CDR3 of any one of the foregoing antibodies.

[01563] In some cases, the heavy chain comprises the heavy chain CDR1, CDR2
and CDR3 regions of antibody 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T T83S
19G2, 9C8 E31G N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S IgG2, 9C8 124V N68T T83S
1gG1, 9C8 124V N68T T83S IgG2 and 22B5 IgG1 or the CDR regions each having less than
8, less than 6, less than 4, or less than 3 conservative amino acid substitutions and/or a total
of three or fewer non-conservative amino acid substitutions.

[0154] In some cases, the heavy chain CDR regions are independently selected
from the CDR regions of antibodies 9C8 IgG1, 9C8 1gG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T
T83S 1gG2, 9C8 E31G N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S 1gG2, 9C8 124V N68T
T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S IgG2 and 22B5 IgG1. In other cases, the heavy chain
comprises CDR regions independently selected from two or more Vy regions selected from
9C8 IgG1, 9C8 1gG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T T83S IgG2, 9C8 E31G N68T T83S
IgG1, 9C8 E31G N68T T83S IgG2, 9C8 124V N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S 1gG2
and 22B5 IgG1. ‘

[0155] In other cases, the antibody comprises a light chain and a heavy chain. Ina
further example, the light chain CDRs and the heavy chain CDRs are from the same
antibody. v

[0156] One type of amino acid substitution that may be made is to change one or
more cysteines in the antibody, which may be chemically reactive, to another residue, such
as, without limitation, alanine or serine. In one example, there is a substitution of a non-

_canonical cysteine. The substitution can be made in a CDR or framework region of a
variable domain or in the constant domain of an antibody. In some cases, the cysteine is
canonical. o

[0157] Another type of amino acid substitution that may be made is to change any
potential proteolytic sites in the antibody. Such sites may occur in a CDR or framework -
region of a variable domain or in the constant domain of an antibody. Substitution of

cysteine residues and removal of proteolytic sites may decrease the risk of any
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heterogeneity in the antibody product and thus increase its homogeneity. Another type of
amino acid substitution is to eliminate asparagine-glycine pairs, which form potential
deamidation sites, by altering one or both of the residues.

[0158] In certain cases, the heavy and light chains of the IL-6 antibodies may
optionally include a signal sequence. |

[0159] In some cases, the antibody comprises the heavy and light chain variants of
monoclonal antibodies 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S igG1, 9C8 N68T T83S 1gG2,
9C8 E31G NB8T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S IgG2, 9C8 124V N68T T83S 1gG1, 9C8
124V N68T T83S IgG2 and 22B5 IgG1. As discussed in greater detail in EXAMPLE 3,
numerous heavy and light chain variant mutations were made to match those in the
germline CDR regions. The specific amino acids that were mutated to arrive at the germline
versions are apparent to those of skill in the art by comparing the sequences of the germline
vs. a non-germline antibody. For example, one amino acid substitution is provided in the
heavy chain of antibody 9C8, wherein an isoleucine at residue 24 is changed to a valine and
is refered to as 9C8 124V. A second exemplary amino acid substitution is in the light chain
of antibody 9C8, and substitutes the lysine at residue 92 with an asparagine and is refered
to as 9C8 K92N.

[0160] As will be appreciated, gene utilization analysis provides only a limited
overview of antibody structure. As human B-cells stocastically generate V-D-J heavy or V-J
kappa light chain transcripts, there are a number of secondary processes that occur,
including, without limitation, somatic hyperrhutation, additions, and CDR3 extensions.
Accordingly, to further examine antibody structures, predicted amino acid sequences of the
antibodies were generated from the cDNAs obtained from the clones. In addition, N-

terminal amino acid sequences were obtained through protein sequencing.

Class and Subclass of Anti-IL-6 Antibodies

[0161] The class (e.g., IgG, IgM, IgE, IgA, or IgD) and subclass (e.g. IgG1, 1gG2,
IgG3, or IgG4) of IL-6 antibodies may be determined by any suitable method. In general,
the class and subclass of an antibody may be determined using antibodies that are specific
for a particular class and subclass of antibody. Such antibodies are commercially available.
The class and subclass can be determined by ELISA, or Western Blot, as well as other
techniques.

[0162] Alternatively, the class and subclass may be determihed by sequencing all or
a portion of the constant domains of the heavy and/or light chains of the antibodies, ‘
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comparing their amino acid sequences to the known amino acid sequences of various class
and subclasses of immunoglobulins, and determining the class and subclass of the
antibodies. The IL-6 antibodies can be an IgG, an IgM, an IgE, an IgA, or an IgD molecule.
For example, the IL-6 antibodies can be an IgG that is an 1gG1, 19G2, IgG3, or an IgG4
subclass. - In one example, the IL-6 antibodies are IgG2 subclass. In another example, the
IL-6 antibodies are IgG1 subclass.

[0163] In one aspect methods are provided for converting the class or subclass of
an IL-6 antibody to another class or subclass. In some cases, a nucleic acid molecule
encoding a V or V4 that does not include sequences encoding C, or Cy is isolated using
any suitable methods. The nucleic acid molecule then is operatively linked to a nucleic acid
sequence encoding a C, or Cy; from a desired immunoglobulin class or subclass. This can
be achieved using a vector or nucleic acid molecule that comprises a C, or Cu chain, as
described above. For example, an IL-6 antibody that was originally IgM can be class
~ switched to an IgG. Further, the class switching may be used to convert one IgG subclass
to another, e.g., from IgG1 to IgG2. Another method for producing an antibody comprising a
desired isotype comprises the steps of isolating a nucleic acid encoding a heavy chain of an
IL-6 antibody and a nucleic acid encoding a light chain of an'|IL-6 antibody, isolating the )
~ sequence encoding the Vy, region, ligating the Vy, sequence to a sequence encoding a heavy
chain constant domain of the desired isotype, expressing the light chain gene and the heavy
- chain construct in a cell, and collecting the IL-6 antibody with the desired isotype.

Binding Affinity of [L-6 Antibodies to IL-6

[0164] The binding affinity and dissociation rate of an anti-IL-6 antibody to IL-6 can
be determined by any suitable method. The binding affinity can be measured by ELISAs,
RIAs, flow cytometry, and surface plasmon resonance, such as BIACORE™. The dissociate
rate can be measured by surface plasmon resonance. One can determine whether an
antibody has substantially the same Kp as an anti-IL-6 antibody by using any suitable
method. Example 7 exemplifies a method for determining affinity constants of anti-IL-6

monoclonal antibodies.

lldentiﬁcation of IL-6 Epitopes Recognized by Anti-IL-6 Antibodies

[0165] One can determine whether an antibody binds to the same epitope or cross-
competes for binding with an IL-6 antibody by using any suitable method. In one example,
one allows an IL-6 antibody to bind to IL-6 under saturating conditions and then measures
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the ability of the test antibody to bind to IL-6. If the test antibody is able to bind to IL-6 at the
same time as the IL-6 antibody, then the test antibody binds to a different epitope as the IL-6
antibody. However, if the test antibody is not able to bind to IL-6 at the same time, then the
test antibody binds to the same epitope, an overlapping epitope, or an epitope that is in
close proximity'to the epitope bound by the human IL-6 antibody. This experiment can be
performed using an ELISA, a RIA, BIACORE™, or flow cytometry (FACS).

[0166] To test whether an IL-6 antibody cross-competes with another IL-6 antibody,
one may use the competition method described herein in two directions, i.e., determining if
the reference antibody blocks the test antibody and vice versa. In one example, the

experiment is performed using an ELISA.

Methods of Producing Antibodies

[0167] IL-6 antibodies or antigen-binding portions thereof can be produced by a
variety of techniques, including conventional monoclonal antibody methodology, for example
the standard somatic cell hybridizatioh technique of Kohler and Milstein (1975) Nature 256:
495. Other techniques for producing monoclonal antibodies can also be employed such as
viral or oncogenic transformation of B lymphocytes.

[0168] An exemplary animal system for preparing hybridomas is a murine system.
Immunization protocols and techniques for isolation of immunized splenocytes for fusion are
known in the art. Fusion partners (e.g., murine myeloma cells) and fusion procedures are
also known.

‘ [0169] Chimeric or humanized antibodies can be prepared based on the sequence
of a murine monoclonal antibody prepared as described above. DNA encoding the heavy
and light chain immunoglobulins can be obtained from the murine hybridoma of interest and
engineered to contain non-murine (e.g., human) immunoglobulin sequenCes using standard
molecular biology techniques. For example, to create a chimeric antibody, the murine
variable regions can be linked to human constant regions using methods known in the art
(see e.g., U.S. Patent No. 4,816,567 to Cabilly et al.). To create a humanized antibody, the
murine CDR regions can be inserted into a human framework using methods known in the
art (see e.g., U.S. Patent No. 5,225,539, and U.S. Patent Nos.: 5,530,101; 5,585,089_;

5 693,762; and 6,180,370).

[0170] In one case, the anti-IL-6 antibodies are human monoclonal antibodies. Such
human monoclonal antibodies directed against IL-6 can be generated using transgenic or

transchromosomic mice carrying parts of the human immune system rather than the mouse
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system. These transgenic and transchromosomic mice include mice referred to herein as
the HUMAb Mouse® and KM Mouse®, respectively, and are collectively referred to herein as
“human Ig mice.” v ‘

[0171] The HUMADb Mouse® (Medarex®, Inc.) contains human immunoglobulin gene
miniloci that encode unrearranged human heavy (4 and y) and k light chain immunoglobulin
sequences, together with targeted mutations that inactivate the endogenous p and K chain
loci (see e.g., Lonberg, et al. (1994) Nature 368(6474). 856-859). Accordingly, the mice
exhibit reduced expression of mouse IgM or k, and in response to immunization, the
introduced human heavy and light chain transgenes undergo class switching and somatic
mutation to generate high affinity human IgGk monoclonal (Lonberg, N. et al. (1994);
reviewed in Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101;.
Lonberg, N. and Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93, and Harding, F. and
Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546). Preparation and use of the HUMAb
Mouse®, and the genomic modifications carried by such mice, is further described in Taylor,
L. et al. (1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et al. (1993) International
Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724,
‘Choi et al. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et al. (1993) EMBO J. 12: 821-830;
Tuaillon et al. (1994) J. Immunol. 152:2912-2920; Taylor, L. et al. (1994) International
Immunology 6: 579-591; and Fishwild, D. et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851,

" the contents of all of which are hereby specifically incorporated by reference in their entirety.
See further, U.S. Patent Nos.: 5,545,806, 5,569,825; 5,625,126, 5,633,425; 5,789,650; |
5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; and 5,770,429; U.S. Patent No. 5,545,807,
PCT Publication Nos.: WO 92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO
98/24884 and WO 99/45962; and PCT Publication No. WO 01/14424.

[0172] In another aspect, human anti-IL-6 antibodies can be raised using a mouse
that carries human immunoglobulin sequences on transgenes and transchomosomes, such
as a mouse that carries a human heavy chain transgene and a human light chain
transchromosome. Such mice, referred to herein as “KM mice™", are described in detail in
PCT Publication No. WO 02/43478.

[0173] Still further, alternative transgenic animal systems expressing human
immunoglobulin genes are available in the art and can be used to raise |L-6 antibodies. For
example, an alternative transgenic system referred to as the Xenomouse™ (Abgenix, Inc.)
can be used: such mice are described in, for example, U.S. Patent Nos.: 5,939,598;
6,075,181; 6,114,598; 6,150,584, and 6,162,963. |
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[0174] Moreover, alternative transchromosomic animal systems expressing human
immunoglobulin genes are available in the art and can be used to raise IL-6 antibodies. For
example, mice carrying both a human heavy chain transchromosome and a human light
chain tranchromosome, referred to as “TC mice” can be used; such mice are described in
Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727. Furthermore, cows carrying
human heavy and light chain transchromosomes have been described in the art (Kuroiwa et
al. (2002) Nature Biotechnology 20:889-894) and can be used to raise IL-6 antibodies.

[0175] Human monoclonal antibodies can also be prepared using SCID mice into
which human immune cells have been reconstituted such that a human antibody response
can be generated upon immunization. Such mice are described in, for example, U.S. Patent
Nos.: 5,476,996, and 5,698,767. |

Immunization of Human lg Mice

[0176] Production of Antibodies and Antibody-Producing Cell Lines

[0177] After immunization of an animal with an 1L-6 antigen, antibodies and/or
antibody-producing cells can be obtained from the animal. In some cases, IL-6 antibody-
containing serum is obtained from the animal by bleeding or sacrificing the animal. The
serum may be used as it is obtained from the animal, an immunoglobulin fraction may be
obtained from the serum, or the IL-6 antibodies may be purified from the serum.

[0178] In some cases, antibody-producing immortalized cell lines are prepared from
cells isolated from the immunized animal. After immunization, the animal is sacrificed and
lymph node and/or splenic B cells are immortalized by any means known in the art.
Methods of immortalizing cells include, but are not limited to, transfecting them with
oncogenes, infecting them with an oncogenic virus and cultivating them under conditions
that select for immortalized cells, subjecting them to carcinogenic or mutating compounds,
fusing them with an immortalized cell, e.g., a myeloma cell, and inactivating a tumor
suppressor gene. If fusion with myeloma cells is used, the myeloma cells preferably do not
secrete immunoglobulin polypeptides (a non-secretory cell line). Immortalized cells are
screened using IL-6, a portion thereof, or a cell expressing IL-6. In some cases, the initial
screening is performed using an enzyme-linked immunoéssay (ELISA) or a
radioimmunoassay. An example of ELISA screening is provided in PCT Publication No. WO

00/37504, incorporated herein by reference.

51



WO 2009/155180 PCT/US2009/046837

[0179] IL-6 antibody-producing cells, e.g., hybridomas, are selected, cloned and
further screened for desirable characteristics, including robust growth, high antibody
production and desirable antibody characteristics. Hybridomas can be expanded in vivo in
syngeneic animals, in animals that lack an immune system, e.g., nude mice, or in cell culture
in vitro. Methods of selecting, cloning and expanding hybridomas are well known to those of
ordinary skill in the art.

[0180] In one example, the immunized animal is a non-human animal that expresses
human immunoglobulin genes and the splenic B cells are fused to a myeloma cell line from
the same species as the non-human animal. One such immunized animal is a Kirin TC
Mouse™ mouse and the myeloma cell line is a non-secretory mouse myeloma. In a further
example the myeloma cell line is Sp2/0-Ag14 (American Type Culture Collection (ATCC)
CRL-1581). |

[0181] Also provided are methods for producing a cell fine that produces a human
monoclonal antibody or a antigen-binding portion thereof directed to IL-6 comprising: (a)
immunizing a non-human transgenic animal described herein with IL-6, a portion of IL-6 or a
cell or tissue expressing II-6; (b) allowing the transgenic animal to mount an immune
response to IL-6; (c) isolating antibody-producing cells from the transgenic animal; (d)
immortalizing the antibody-producing cells; () creating individual monoclonal populations of
the immortalized antibody-producing cells; and (f) screening the immortalized antibody-
producing cells to identify an antibody directed to IL-6.

[0182] In another aspect, hybridomas are provided that produce a human IL-6
antibody. The human IL-6 antibody produced by the hybridoma may be an antagonist of IL-
6. The hybridomas may be produced in a non-human, non-mouse species such as, for
example, rats, sheep, pigs, goats, cattle or horses.

[0183] In one case, antibody-producing cells are isolated and expressed in a host
cell, for example myeloma cells. In still another example, a transgenic animal is immunized
with IL-6, primary cells (e.g., spleen or peripheral blood cells) are isolated from an
immunized transgenic animal and individual cells producing antibodies specific for the
desired antigen are identified. Polyadenylated mRNA from each individual cell is isolated
and reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) is performed using sense
primers that anneal to variable region sequences, e.g., degenerate primers that recognize
most or all of the FR1 regions of human heavy and light chain variable region genes and
anti-sense primers that anneal to constant or joining region sequences. cDNAs of the heavy

and light chain variable domains are then cloned and expressed in any suitable host cell,
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e.g., a myeloma cell, as chimeric antibodies with respective immunoglobulin constant
regions, such as the heavy chain and k or A constant domains. See Babcook, J.S. et al.
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 7843-48, incorporated herein by reference. IL-6

antibodies may then be identified and isolated.

Recombinant Methods of Producing Antibodies

[0184] IL-6 antibodies or antigen-binding portions thereof can be prepared by
recombinant expression of immunoglobulin light and heavy chain genes in a host cell. For
example, to express an antibody recombinantly, a host cell is transfected with one or more
recombinant expression vectors carrying DNA fragments encoding the immunoglobulin light
and heavy chains of the antibody such that the light and heavy chains are expressed in the
host cell and, preferably, secreted into the medium in which the host cells are cultured, from
which medium the antibodies can be recovered. Various recombinant DNA methodologies
are used to obtain antibody heavy and light chain genes, to incorporate these genes into
recombinant expression vectors and to introduce the vectors into host cells, such as those
described in Sambrook, Fritsch and Maniatis (eds), Molecular Cloning; A Laboratory
Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y_, (1989), Ausubel, F. M. et al. (eds.)
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989) and in U.S.
Patent No. 4,816,397, the disclosures of which are incorporated herein by reference.

- [0185] Mutations and Modifications

[0186] To express the IL-6 antibodies, DNA fragments encoding Vi and V. regions
can first be obtained using any of the methods discussed herein. Various mutations,
deletions, and/or additions can also be introduced into the DNA sequences using various
suitable methods. For example, mutagenesis can be carried out using standard methods,
such as PCR-mediated mutagenesis, in which the mutated nucleotides are incorporated into
the PCR primers such that the PCR product contains the desired mutations or site-directed
mutagenesis. One type of substitution, for example, that may be made is to change one or
more cysteines in the antibody, which may be chemically reactive, to another residue, such
as, without limitation, alanine or serine. For example, there can be a substitution of a non-
~ canonical or canonical cysteine. The substitution can be made in a CDR or framework
region of a variable domain or in the constant domain of an antibody. The antibodies may
also be mutated in the variable domains of the heavy and/or light chains, e.g., to alter a
binding property of the antibody. For example, a mutation may be made in one or more of
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the CDR regions to increase or decrease the Kp of the antibody for IL-6, to increase or
decrease ko, or to alter the binding specificity of the antibody. Techniques in site-directed
mutagenesis include, for example, Sambrook et al. and Ausubel et al., which are
incorporated herein by reference.

[0187] A mutation may also be made in a framework region or constant domain to
increase the half-life of an IL-6 antibody. See, e.g., PCT Publication No. WO 00/09560,
incorporated herein by reference. A mutation in a framework region or constant domain can
also be made to alter the immunogenicity of the antibody, to provide a site for covalent or
non-covalent binding to another molecule, or to alter such properties as complement
fixation, FcR binding and ahtibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC). A single
antibody may have mutations in any one or more of the CDRs or framework regions of the
variable domain or in the constant domain.

[0188] In a process known as “germlining”, certain amino acids in the Vy; and V
sequences can be mutated to match those found naturally in germline Vy and V| sequences.
In particular, the amino acid sequences of the framework regions in the Vy and V.
sequences can be mutated to match the germline sequences to reduce the risk of
immunogenicity when the antibody is administered. Germline DNA sequences for human
Vy and V_ genes are known in the art (see e.g., the "Vbase" human germline sequence
database; see also Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Ihterest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No.
91-3242; Tomlinson et al. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798; and Cox et al. Eur. J. Immunol.
24:827-836 (1994); the contents of each of which are incorporated herein by reference).

[0189] Another type of amino acid substitution that may be made is to remove
potential proteolytic sites in the antibody. Such sites may occur in a CDR or framework
region of a variable domain or in the constant domain of an antibody. Substitution of
cysteine residues and removal of proteolytic sites may decrease the risk of heteroegeneity in
the antibody product and thus increase its homogeneity. Another type of amino acid
substitution is to eliminate asparagine-glycine pairs, which form potential deamidation sites,
by altering one or both of the residues. In another example, the C-terminal lysine of the
heavy chain of an IL-6 antibody can be cleaved. In various examples, the heavy and light
chains of the IL-6 antibodies may optionally include a signal sequence. In some cases, the
C-terminal lysine of the heavy chain of the anti-IL-6 antibody may be proteolytically cleaved.

[0190] Once DNA fragments encoding the Vy and V| segments are obtained, these '
DNA fragments can be further manipulated by standard recombinant DNA techniques, for
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example to convert the variable region genes to full-length antibody chain genes, to Fab
fragment genes, orto a ScFv gene. In these manipulations, a V- or Vy-encoding DNA
fragment is operatively linked to another DNA fragment encoding another protein, such as
an antibody constant region or a flexible linker. The term "operatively linked", as used in this
context, is intended to mean that the two DNA fragments are joined such that the amino acid
sequences encoded by the two DNA fragments remain in-frame.

[0191] The isolated DNA encoding the Vy region can be converted to a full-length
heavy chain gene by operatively linking the Vy-encoding DNA to another DNA molecule
encoding heavy chain constant regions (CH1, CH2 and CH3). The sequences of human
heavy chain constant region genes are known in the art (see e.g., 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) and DNA fragments encompassing
these regions can be obtained by standard PCR amplification. The heavy chain constant
region can be an IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM or IgD constant region, but most
preferably is an IgG1 or IgG2 constant region. The IgG1 constant region sequence can be
any of the various alleles or allotypes known to occur among different individuals, such as
Gm(1), Gm(2), Gm(3), and Gm(17). These allotypes represent naturally occurring amino
acid substitution in the IgG1 constant regions. For a Fab fragment heavy chain gene, the
Vy-encoding DNA can.be operatively linked to another DNA molecule encoding only the
- heavy chain CH1 constant region. The CH1 heavy chain constant region may be derived
from any of the heavy chain genes. |

[0192] The isolated DNA encoding the V region can be converted to a full-length
light chain gene (as well as a Fab light chain gene) by operatively linking the Vi -encoding
DNA to another DNA molecule encoding the light chain constant region, C.. The sequences
of human light chain constant region genes are known in the art (see e.g., Kabat, E. A., et
al. (1991) Sequences of Proteins of Imvmunological interest, Fifth Edition, U.S. Department
of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242) and DNA fragments
\ encompassing these regions can be obtained by standard PCR amplification. The light
chain constant region can be a kappa or lambda constant region. The kappa constant
region may be any of the various alleles known to occur among different individuals, such as
Inv(1), Inv(2), and Inv(3). The lambda constant region may be derived from any of the three
lambda genes. _

[0193] To create a scFv gene, the'VH-_ and V -encoding DNA fragments are
operatively linked to another fragment encoding a flexible linker, e.g.; encoding the amino
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acid sequence (Gly, -Ser)s, such that the Vi and V| sequences can be expressed as a
contiguous single-chain protein, with the V, and Vy regions joined by the flexible linker (see
e.g., Bird et al. Science 242:423-426 (1988); Huston et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883 (1988); McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990)). The single chain
antibody may be monovalent, if only a single Vy; and V_are used, bivalent, if two Vi and V.
are used, or polyvalent, if more than two Vy and V, are used. Bispecific or polyvalent
antibodies may be generated that bind specifically to IL-6 and to another molecule.

[0194] In another case, a fusion antibody may be made that cdmprises allora
portion of an IL-6 éntibody linked to another polypeptide. In another case, only the variable
domains of the IL-6‘antibody are linked to the polypeptide. In another case, the Vy domain
of an IL-6 antibody is linked to a first polypeptide, while the V. domain of an IL-6 antibody is
linked to a second polypeptide that associates with the first polypeptide in a manner such
that the V,; and V, domains can interact with one another to form an antigen binding site. In
another case, the V,; domain is separated from the V domain by a linker such that the Vy
and V, domains can interact with one another. The Vy-linker-V,_antibody is then linked to
the polypeptide of interest. In addition, fusion antibodies can be created in which two (or
more) single-chain antibodies are linked to one another. This is useful if one wants to create
a divalent or polyvalent antibody on a single polypeptide chain, or if one wants to create a
bispecific antibody.

[0195] In other cases, other modified antibodies may be prepared using IL-6
antibody encoding nucleic acid molecules. For instance, “Kappa bodies” (lll et al., Protein
Eng. 10: 949-57 (1997)), “Minibodies” (Martin et al., EMBO J. 13: 5303-9 (1994)),
“Diabodies” (Holliger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993)), or “Janusins”
(Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659 (1991) and Traunecker et al., Int. J. Cancer
(Suppl.) 7:51-52 (1992)) may be prepared using suitable molecular biological techniques
following the teachings discussed herein.

[0196] Bispecific antibodies or antigen-binding fragments can be produced by a
variety of methods including fusion of hybridomaé or linking of Fab’ fragments. See, e.g.,
Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990), Kostelny et al., J.
Immunol. 148:1547-1553 (1992). In addition, bispecific antibodies may be formed as
“diabodies” or “Janusins.” In some cases, the bispecific antibody binds to two different
epitopes of IL-6. In some cases, the modified antibodies described herein are prepared
using one or more of the variable domains or CDR regions from a human IL-6 antibody.
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Vectors and Host Celis

[0197] To express IL-6 antibodies and antigen-binding portions thereof, DNAs
encoding partial or full-length light and heavy chains, obtained as described herein, ére
inserted into expression vectors such that the genes are operatively linked to transcriptional
and translational control sequences. In this context, the term "operatively linked" is intended
to mean that an antibody gene is ligated into a vector such that transcriptional and
translational control sequences within the vector serve their intended function of regulating
the transcription and translation of the antibody gene. The expression vectbr and
expression control sequences are chosen to be compatible with the expression host cell
‘used. Expression vectors include, for example, plasmids, retroviruses, adenovirusés,
adeno-associated viruses (AAV), plant viruses such as cauliflower mosaic virus, tobacco
mosaic virus, cosmids, YACs, and EBV derived episomes. The antibody gene is ligated into
a vector such that transcriptional and translational control seqUences within the vector serve
their intended function of regulating the transcription and transiation of the antibody gene.
The expression vector and expression control sequences are chosen to be compatible with
the expression host cell used. The antibody light chain gene and the antibody heavy chain
gene can be inserted into separate vectors or both genes are inserted into the same
expression vector. The antibody genes are inserted into the expression vector by various
methods (e.g., ligation of complementary restriction sites on the antibody gene fragment and
vector, or blunt end ligation if no restriction sites are present).

[0198] A convenient vector is one that encodes a functionally complete human C, or
C. immunoglobulin sequence, with appropriate restriction sites engineered so that any Vy or
V. sequence can easily be inserted and expressed, as described above. In such vectors,
splicing usually occurs between the splice donor site in the inserted J region and the splice
acceptor site preceding the human C domain, and also at the splice regions that occur
within the human Cy exons. Polyadenylation and transcription termination occur at native
chromosomal sites downstream of the coding regions. The recombinant expression vector
also can encode a signal peptide that facilitates secretion of the antibody chain from a host
cell. The antibody chain gene may be cloned into the vector such that the signal peptide is
linked in-frame to the amino terminus of the immunoglobulin chain. The signal peptide can
be an immunoglobulin signal peptide or a heterologous signal peptide (i.e., a signal peptide
from a non-immunoglobulin protein). .

[0199] In addition to the antibody chain genes, the recombinant expression vectors

carry regulatory sequences that control the expression of the antibody chain genes in a host
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cell. The design of the expression vector, including the selection of regulatory sequences
may depend on such factors as the choice of the host cell to be transformed, the level of
expression of protein desired. Regulatory sequences for mammalian host cell expression
include viral elements that direct high levels of protein expression in mammalian cells, such
as promoters and/or enhancers derived from retroviral LTRs, cytomegalovirus (CMV) (such
as the CMV promoter/enhancer), Simian Virus 40 (SV40) (such as the SV40
promoter/enhancer), adenovirus, (e.g., the adenovirus major late promoter (ADMLP)),
polyoma and strong mammalian promoters such as native immunoglobulin and actin
promoters. For further description of viral regulatory elements, and sequences thereof, see
_e.g., U.S. Patent No. 5,168,062, U.S. Patent No. 4,510,245 and U.S. Patent No. 4,968,615, .
incorporated herein by reference, Methods for éxpressing antibodies in plants, including a
description of promoters and vectors, as well as transformation of plants is known in the art.
See, e.g., U. S. Patent No. 6,517,529, incorporated herein by reference.

[0200] In addition to the antibody chain genes and regulatory sequences, the
recombinant expression vectors may carry additional sequences, such as sequences that
regulate replication of the vector in host cells (e.g., origins of replication) and selectable
marker genes. The selectable marker gene facilitates selection of host cells into which the
vector has been introduced (see e.g., U.S. Patent Nos. 4,399,216, 4,634,665 and
5,179,017, incorporated herein by reference). For example, typically the selectable marker
gene confers resistance to drugs, such as G418, hygromycin or methotrexate, on a host cell
into which the vector has been introduced. Selectable marker genes include the
dihydrofolate reductase (DHFR) gene (for use in dhfr-host cells with methotrexate
selection/amplification), the neomycin phosphotransferase gene (for G418 selection), and
the glutamate synthetase gene.

[0201] Nucleic acid molecules encoding IL-6 antibodies and vectors comprising
these nucleic acid molecules can be used for transfection of a suitable mammalian, plant,
bacterial or yeast host cell. Transformation can be any suitable method for introducing
polynucleotides into a host cell. Methods for introduction of heterologous polynucleotides
into mammalian cells include dextran-mediated transfection, calcium phosphate
precipitation, polybrene-mediated transfection, protoplast fusion, electroporation,
encapsulation of the polynucleotide(s) in liposomes, and direct microinjection of the DNA
into nuclei. In addition, nucleic acid molecules may be introduced into mammalian cells by
viral vectors. Methods of transforming cells are well known in the art. See, e.g., U.S. Patent
Nos. 4,399,216, 4,912,040, 4,740,461, and 4,959,455, incorporated herein by reference).
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Methods of transforming plant cells are well known in the art, including, e.g., Agrobacterium-
mediated transformation, biolistic transformation, direct injection, electroporation and viral
transformation. Methods of transforming bacterial and yeast cells are also well known in the
art.

[0202] Mammalian cell lines available as hosts for expression are well known in the
art and include many immortalized cell lines available from the American Type Culture
Collection (ATCC). These include, for example, Chinese hamster ovary (CHO) cells, NSO
cells, SP2 cells, HEK-293T cells, NIH-3T3 cells, Hel.a cells, baby hamster kidney (BHK)
cells, African green monkey kidney cells (COS), human hepatoéellular carcinoma cells (e.g.,
Hep G2), A549 cells, and a number of other cell lines. Cell lines of particular preference are
selected through determining which cell lines have high expression levels. Other cell lines
that may be used are insect cell lines, such as Sf9 or Sf21 cells. When recombinant
expression vectors encoding antibody genes are introduced into mammalian host cells, the
antibodies are produced by culturing the host cells for a period of time sufficient to allow for
expression of the antibody in the host cells or, more preferably, secretion of the antibody
into the culture medium in which the host cells are grown. Antibodies can be recovered
frdm the culture medium using various protein purification methods. Bacterial host cells
include E. coli and Streptomyces species. Yeast host cells include Schizosaccharomyces
pombe, Saccharomyces cerevisiae and Pichia pastoris.

[0203] Further, expression of antibodies from production cell lines can be enhanced
using any suitable techniques. For example, the glutamine synthetase (the GS system) and
DHFR gene expression systems are common approaches for enhancing expression under
certain conditions. High expressing cell clones can be identified using conventional
techniques, such as limited dilution cloning and Microdrop technology. The GS system is
discussed in European Patent Nos. 0 216 846, 0 256 055, 0 323 997 and 0 338 841.

[0204] It is likely that antibodies expressed by different cell lines or in transgenic
animals will have different glycosylation from each other. However, all antibodies encoded
by the nucleic acid molecules provided herein, or comprising the amino acid sequences
provided herein are part of the present disclosure, regardless of the glycosylation of the

antibodies.

Phage Display Libraries
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[0205] Also provided are methods for producing an IL-6 antibody or antigen-binding
portion thereof comprising the steps of synthesizing a library of human antibodies on phage,
screening the Iibrary' with IL-6 or a portion thereof, isolating phage that bind IL-6, and

obtaining the antibody from the phage. By way of example, one method for preparing the
library of antibodies for use in phage display techniques comprises the steps of inﬁmunizing
a non-human animal comprising human immunoglobulin loci with IL-6 or an antigenic portion
thereof to create an immune response, extracting antibody-producing cells from the
immunized animal; isolating RNA encoding heavy and light chains of antibodies from the
extracted cells, reverse transcribing the RNA to produce cDNA, amplifying the cDNA using
primers, and inserting the cDNA into a phage display vector such that antibodies are
expressed on the phage. Recombinant IL-6 antibodies may be obtained in this way.

[0206] Recombinant IL-6 human antibodies can be isolated by screening a
recombinant combinatorial antibody library. Preferably the library is a scFv phage display
library, generated using human V, and Vy cDNAs prepared from mRNA isolated from B
cells. Methods for preparing and screening such libraries are known in the art. Kits for
generating phage display libraries are commercially available (e.g., the Pharmacia
Recombinant Phage Antibody System, catalog no. 27-9400-01; and the Stratagene
‘SurfZAP™ phage display kit, catalog no. 240612). Theré also are other methods and ,
reagents that can be used in generating and screening antibody‘display libraries (see, e.g.,
U.S. Patent No. 5,223,409; PCT Publication Nos. WO 92/18619, WO 91/17271, WO
92/20791, WO 92/15679, WO 93/01288, WO 92/01047, WO 92/09690; Fuchs et al.,
Bio/Technology 9:1370-1372 (1991); Hay et al., Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85 (1992),
Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989); McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990);
Griffiths et al., EMBO J. 12:725-734 (1993); Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992);
Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991); Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:3576-3580 (1992); Garrad et al., Bio/Technology 9:1373-1377 (1991); Hoogenboom et
al., Nuc. Acid Res. 19:4133-4137 (1991); and Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:7978-7982 (1991), all incorporated herein by reference.

[0207] To isolate and produce human IL-6 antibodies with the desired
characteristics, a human IL-6 antibody is ﬁrst used to select human heavy and light chain
sequences having similar binding activity toward IL-6, using the epitope imprinting methods
described in PCT Publication No. WO 93/06213, incorporated herein by reference. The
antibody libraries used in this method are preferably scFv libraries prepared and scre}ened
as described in PCT Publication No. WO 92/01047, McCafferty et al., Nature 348:552-554
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(1990); and Griffiths et al., EMBO J. 12:725-734 (1993), all incorporated herein by
reference.

[0208] Once initial human V, and Vy domains are selected, “mix and match”
experiments are performed, in which different pairs of the initially selected V, and Vy
segments are screened for IL-6 binding to select preferred Vi /Vy pair combinations.
Additionally, to further improve the quality of the antibody, the V, and Vy segments of the
preferred V| /Vy pair(s) can be randomly mutated, 'preferably within the CDR3 region of Vi
and/or Vi, in a process analogous to the in vivo somatic mutation process responsible for
affinity maturation of antibodies during a natural immune response. This in vitro afﬁnity
maturation can be accomplished by amplifying Vi and V, domains using PCR primers
complimentary to the Vi CDR3 or V, CDR3, respectively, which primers have been “spiked”
with a random mixture of the four nucleotide bases at certain positions such that the
resultant PCR products encode Vy; and V. segments into which random mutations have
been introduced into the V, and/or V. CDR3 regions. These randomly mutated Vy and V.
segments can be re-screened for binding to IL-6.

[0209] Following screéning and isolation of an IL-6 antibody from a recombinant
immunoglobulin display library, nucleic acids encoding the selected antibody can be
recovered from the display package (e.g., from the phage genome) and subcloned into other
expression vectors by standard recombinant DNA techniques. If desired, the nucleic acid
can further be manipulated to create other antibody. forms, as described herein. To express
a recombinant human antibody isolated by screening of a combinatorial library, the DNA
encoding the antibody is cloned into a recombinant expression vector and introduced into

mammalian host cells, as described above.

Deimmunized Antibodies

[0210] In another aspect, the IL-6 antibodies or antigen binding portions thereof may
be deimmunized to reduce their immunogenicity using the techniques described in, e.g.,
PCT Publication Nos.: W098/52976 and WQ00/34317 (incorporated herein by reference).

Derivatized and Labeled Antibodies

[0211] An IL-6 antibody or antigen-binding portion can be derivatized or linked to
another molecule (e.g., another peptide or protein). In general, the antibodies or antigen-
binding portion thereof are derivatized such that the IL-6 binding is not affected adversely by
the derivatization or labeling. Accordingly, the antibodies and antigen-binding portions are
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intended to include both intact and modified forms of the human IL-6 antibodies described
herein. For example, an antibody or antigen-binding portion can be functionally linked (by
chemical coupling, genetic fusion, noncovalent association or otherwise) to one or more
other molecular entities, such as another éntibody (e.g., a bispecific antibody or a diabody),
a detection agent, a label, a cytotoxic agent, a pharmaceutical agent, and/or a protein or
peptide that can mediate association of the antibody or antigen-binding portion with another
molecule (such as a streptavidin core region or a polyhistidine tag).

[0212] One type of derivatized antibody is produced by crosslinking two or more
antibodies (of the same type or of different types, e.g., to create bispecific antibodies).
Suitable crosslinkers include those that are heterobifunctional, having two distinctly reactive
groups separated by an appropriate spacer (e.g.,
m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester) or homobifunctional (e.g., disuccinimidyl
suberate). Such linkers are available from Pierce Chemical Company, Rockford, IL.

[0213] Another type of derivatized antibody is a labeled antibody. Useful detection
agents with which an antibody or antigen-binding portion may be derivatized include

bfluorescent compounds, including, for example, fluorescein, fluorescein isothiocyanate,
rhodamine, 5-dimethylamine-1-naphthalene-sulfonyl chloride, phycoerythrin, lanthanide
phosphors. An antibody can also be labeled with enzymes that are useful for detection,
such as, for example, horseradish peroxidase, B-galactosidase, luciferase, alkaline
phosphatase, or glucose oxidase. When an antibody is labeled with a detectable enzyme, it
is detected by adding additional reagents that the enzyme uses to produce a reaction
product that can be discerned. For example, when the agent horseradish peroxidase is
present the addition of hydrogen peroxide and diaminobenzidine leads to a colored reaction
product, which is detectable. An antibody can also be labeled with biotin, and detected
through indirect measurement of avidin or streptavidin binding. An antibody can also be
labeled with a predetermined polypeptide epitope recognized by a secondary reporter (e.g.,
leucine zipper pair sequences, binding sites for secondary antibodies, metal binding
domains, epitope tags). In some cases, labels are attached by spacer arms of various
lengths to reduce potential steric hindrance. An IL-6 antibody can also be derivatized with a
chemical group such as polyethylene glycol (PEG), a methyl or ethyl group, ora
carbohydrate group. These groups are useful to improve the biological characteristics of the

antibody, e.g., to increase serum half-life.
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[0214] The specific Examples set forth herein are intended to illustrate particular

aspects of the disclosure and are not intended to limit the scope of the claims.

EXAMPLE 1

Generation of Hybridomas Producing Anti-IL-6 Antibody

[0215] Exemplary antibodies in accordance with the disclosure were prepared,

selected, and assayed as follows:

Mouse Strains

[0216] Fully human monoclonal antibodies to human IL-6 were prepared using
human Ig transgenic mouse strains HCo7 and HCo12, as well as the human
‘transchromosomal/transgenic strain, KM (Medarex, Inc.). These strains all express fully
human antibodies that are indistinguishable from antibodies isolated from humans.

[0217] In all three strains, both the endogenous mouse kappa light chain gene and
the endogenous mouse heavy chain gene have been homozygously disrupted as described
in Chen et al. (1993) EMBO J. 12:811-820 and in Example 1 of PCT Publication WO
01/09187, respectively. Moreover, all three carry a human kappa light chain transgene,
KCo5, as described in Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851. In contrast,
the three strains are distinct with respect to their human heavy chain genes. The HCo7
strain carries the HCo7 human heavy chain transgene as described in U.S. Patent Nos.: -
5,545,806, 5,625,825, and 5,545,807; the HC012 strain carries the HCo12 human heavy

“chain transgene as described in Example 2 of PCT Publication WO 01/09187; and the KM
strain carries a human mini-chromosome as described in Ishida et al., (2002), Cloning and
Stem Cells, 4: 91-102.

Immunization with IL-6 Antigen and Selection of HuMab Mice Producing Anti-IL-6

Monoclonal Antibodies

[0218] General immunization schemes for HuMab mice are described in Lonberg et
al (1994) Nature 368(6474): 856-859; Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-
851 and PCT Publication WO 98/24884. in the present case, a tofal of 81 HuMab mice of
the HCo7, HC012 and KM strains were immunized beginning at 6-16 weeks of age with 5-
25 pgs of purified human IL-6 in Ribi adjuvant. Human IL-6 was isolated from a human
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bone marrow-derived stromal cell, HS-5 (ATCC CRL-11882, Roecklein B. A. & Torok-Storb
B., Blood 85: 997-1005, 1995), which endogenously secretes IL-6 into the media. Human
IL-6 was purified from IL-6 expressing HS-5 media, which was concentrated by ultrafiltration
followed by a Q Sepharose anion exchange chromatography step and an affinity
chromatography step using a mouse anti-hiL-6 MAb (R&D Systems, Catalog number
MAB2061, clone 1936). The purified human IL-6 had a purity of about 90% by SDS-PAGE.
The major bands were excised from the SDS-PAGE gel, digested with trypsin and the
extracted gel purified tryptic peptides were analyzed via MALDI/MS on the 4700 TOF/TOF
Proteomics Analyzer and were confirmed to be human IL-6. Alternatively, one can use
recombinant human IL-6 from commercial sources (for example, Recombinant Human IL-6,
catalog number 206-IL-6/CF. R&D System Inc. 614 Mckinley Place NE, Minneapolis, MN
55413). Administration was via injection intra-peritoneally, subcutaneously or into the
footpad at 3—14 day intervals, up to a total of 8 immunizations. Immune response was

monitored via ELISA screening, as described below.

Selection of HuMab Mice Producing anti-IL-6 Antibodies

[0219] Blood from the transgenic mice described above was obtained via retro-
orbital bleeds and analyzed by ELISA for specific binding to purified human IL-6
recombinant protein, as described by Fishwild et al. (1996), Nature Biotechnology 14: 845-
851. '

[0220] Briefly, microtiter plates were coated using 50 pl/well of a purified
recombinant IL-6 solution containing 1 ug /ml in PBS, and incubated overnight at 4°C. The
wells were then blocked using 200 ul/iwell of 5% chicken serum in PBS/Tween (0.05%).
Dilutions of plasma from IL-6-immunized mice were added to each well and incubated for 1
hour at ambient temperature. The plates were washed with PBS/Tween and then incubated -
with a goat-anti-human IgG Fc polyclonal antibody conjugated with horseradish peroxidase
(HRP) for 1 hour at room temperature. After washing, the plates were developed with ABTS
substrate (Moss Inc, product #: ABTS-1000 mg/ml) and analyzed by spectrophotometer at
OD 415-495. Mice that developed the highest titers ofv anti-IL-6 antibodies (22 animals total)

were used for fusions.

Generation of Hybridomas Producing Human Monoclonal Antibodies to IL-6:
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[0221] The mice selected above were boosted intfavenously with IL-6 at 3 days and
“then again at 2 days prior to sacrifice and removal of the spleen’ and/or lymph nodes. A total
of 17 fusions were performed.

[0222] The mouse splenocytes and/or lymph node lymphocytes isolated from
immunized HuMab or KM mice, were fused to SP2/0 non-secreting mouse myeloma cells
(ATCC, CRL-1581, ATCC American Type Culture Collection, 1080 University Boulevard,
I\/lanassas, VA 20110-2209 USA) using electrofusion (E-fusion, Cyto Pulse™ technology,
Cyto Pulse™ Sciences, Inc., Glen Burnie, MD), according to standard or manufacturer-
recommended protocols.

[0223] Briefly, single cell suspensions of splenocytes and/or lymph node
lymphocytes from immunized mice were prepared and then combined with an equal number
of Sp2/0 non-secreting mouse myeloma cells; E-fusion was then performed.

[0224] The cells were then plated at 2x10* cells /well in flat bottom microtiter plate,
and incubated for 10-14 days in selective medium containing 10% fetal bovine serum, 10%

~ P388D1 (ATCC, CRL-TIB-63) conditioned medium, 3-5% (IGEN) in DMEM (Mediatech,
Herndon, VA, Cat. No. CRL 10013, with high glucose, L-glutamine and sodium pyruvate), 5
mM HEPES, 0.055 mM 2-mercaptoethanol, 50 mg/ml gentamycin and 1x HAT (Sigma, Cat.
No. CRL -P-7185).

[0225] After 1-2 weeks, cells were cultured in medium in which the HAT was
replaced with HT. Approximately 10-14 days after cell plating supernatants from individual
wells were scfeened for the presence of human gamma, kappa antibodies. The
supernatants which scored positive for human gamma, kappa were then screened by ELISA
(using the protocol described above) for human anti-IL-6 monoclonal IgG antibodies. The
antibody-secreting hybridomas were transferred to 24 well plates, screened again and, if
confirmed positive for human anti-IL-6 1IgG monoclonal antibodies, were subcloned at least
twice by limiting dilution. The stable subclones were then cultured in vitro to generate small

amounts of antibody in tissue culture medium for further characterization.

Example 2
Sequencing of IL-6 antibodies

[0226] Full-length anti-IL-6 antibodies were cloned and sequence verified from
hybridomas as follows: Poly(A)" mRNA was isolated using an RNeasy Mini Kit (Qiagen) and
cDNA synthesized from the mRNA with the Advantage RT-for-PCR kit (BD Biosciences)
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using oligo(dT) priming. The oligo(dT) primed cDNA for clone 9C8 was amplified using

degenerate primers listed in Table 1 respectively.

Table 1: Degenerate primers (5’ to 3’) for 9C8

VH4_5UTR_F ‘ CTTTCTGAGASTCMTGGAKCTCMTG SEQ ID NO:49
G_3UTR_R TACGTGCCAAGCATCCTCGC SEQ ID NO:50
VK1a_5UTR_F GSARTCAGWCYCWVYCAGGACACAGC SEQ ID NO:51
K_3UTR_F AGGCTGGAACTGAGGAGCAGGTG SEQ ID NO:52

[0227] Amplification was achieved using the High Fidelity Polymerase (Roche) and a
PTC-200 DNA Engine (MJ Reseérch) with cycling as follows: 2’@95°C; 25x (20”@955C,
30"@52°C, 2’@72°C); 100@72°C. PCR amplicons were cloned into the pCR2.1 TOPO and
transformed into TOP10 chemically competent cells (Invitrogen) using the standard protocol.
Clones were sequence verified using Grills 16" BDTv3.1/dGTP chemistry (Applied
Biosystems Inc) ahd a 3730x! DNA Analyzer (Applied Biosystems Inc). All sequences were
analyzed by alignments to the 'V BASE sequence directory’ (Tomlinson, et al, J. Mol. Biol.,
227, 776-798 (1992); Hum. Mol. Genet.', 3, 853-860 (1994); EMBO J., 14, 4628-4638
(1995). The germline gene segment usages of exemplary anti IL-6 antibodies are listed in
Table 2.
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Table 2:
Clone Heavy chain Light chain Subtype
VH D JH VK JK
9C8 4-34 - 3b L15 JK1 lgG1

22B5 4-34 - 3b L15 JK1 IgG1

Full-length sequences of the ANTI-IL-6 antibody derived from hybridomas
9C8

DNA sequence of 9C8 heavy chain from hybridoma cells (variable domain in uppercase)

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCGCTATCTATGGTGGCTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAG
GGAAGGGGCTGGAGTGCGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTACAACCCGTCC
CTCAAGAGTCGAGTCAACATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAC
.CTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGGAATTAGATGATTTTG
ATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAgecctccaccaagggeccateggte
ttccecectggcaccectectecaagagcacctetgggggcacageggecctgggetgectggt
caaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegecctgaccageggcg
tgcacaccttcececggetgtectacagtectecaggactctactecctecagecagegtggtgace
gtgccctceccagecagecttgggecacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaa
caccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgeccaccgt
gcccagcacctgaactectggggggaccgtcagtcttectctteccceccaaaacccaaggac
accctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaaga
ccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgeccaagacaaagce
cgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagegtectcaccgtectgecaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagcccteccagecccecat
cgagaaaaccatctccaaagccaaagggcageccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccc
catcccgggatgagctgaccaagaaccaggtcagecctgacctgectggtecaaaggettcetat
cccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccac
gcectecegtgetggactecgacggetecettettectectacagcaagetcaccgtggacaaga
gcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgectecgtgatgcatgaggectctgcacaaccac
tacacgcagaagagcctctccctgtetecgggtaaa SEQ ID NO:1

Derived protein sequence (by translation) of 9C8 heavy chain from hybridoma cells (variable
domain in uppercase)

OVOLOQOWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNYNPS
LKSRVNISVDTSKNQFSLKLTSVTAADTAVYYCAREELDDFDIWGQGTMVTVSSastkgpsv
fplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslssvvt
vpssslgtgtyicnvnhkpsntkvdkrvepkscdkthtcppcpapellggpsvElfppkpkd
tlmisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvltvlhg
dwlngkeykckvsnkalpapiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfy
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psdiavewesngqpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwqqgnvfscsvmhealhnh
yvtgkslslspgk SEQ ID NO:3

DNA sequence of 9C8 light chain from hybridoma cells (variable domain in uppercase)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCAT
CACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGA
AAGCCCCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGCGGCAGTGGATCTCGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGCCTGCAGCCTGAAGATTT
TGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAAAAGTTACCCTCGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGG
TGGAAATCAAAcgaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcag
ttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaa
agtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagc
aggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactac
gagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaa
gagcttcaacaggggagagtgt SEQ ID NO:12

Derived protein sequence (by translation) of 9C8 light chain from hybridoma cells (variable
domain in uppercase)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYKSYPRTFGQGTKVEIKrtvaapsvfifppsdeq
lksgtasvvcllnnfypreakvqwkvdnalqsgnsqesvtequkdstyslsstltlskady
ekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec SEQ ID NO:14

ANTI-IL-6 antibodies variable domains were cloned into expression vectors as

follows:

[0228] The variable domains were amplified from pCR2.1 cloned cDNA using
primers listed in Table 3.. Amplification was achieved using the Pfx Platinum polymerase
(Invitrogen) and a PTC-200 DNA Engine (MJ Research) with cycling as follows: 2’@94°C;
20x (30°@94°C, 45" @55°C, 1'@68°C); 5@68°C. The variable domains were then cloned
into expression vectors containing constant domains of the appropriate isotype. These
clones were sequence verified using Grills 16" BDTv3.1/dGTP chemistry (Applied
Biosystems Inc) and a 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems Inc).
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Table 3: Variable domain primers (5’ to 3’) for 9C8
ttacagtGCGCGCACTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTGG

H4 34 SEQ ID NO:53
ttaCagtGTGCACTCCGACATCCAGATGACCCAGTCTCC
K_012 SEQ ID NO:54
GAAGACCGATGGGCCCTTGG

G1/2_ch1(Apal) R | SEQ ID NO:55
tatattccttaattaagttattctactcacGTTTGATTTCCACCTTGGTCC

JK1_R CT SEQ ID NO:56

Full-length sequences of recombinant ANTI-IL-6 antibodies

9C8

DNA sequence of recombinant 9C8 IgG2 heavy chain (variable domain in uppercase)

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCGCTATCTATGGTGGGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAG
GCAAGGGGCTGGAGTGGATTCGCCGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTACAACCCGTCC
CTCAAGAGTCGAGTCAACATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAC
CTCTGTGACCGCCGCEGACACGECTGTCTATTACTGTGCGAGAGAGGAATTAGATGATTTTG
ATATCTCGGGCCAAGEGACAATGGTCACCGTCTCTTCAgectccaccaagggeccateggtc
ttccccctggcgccctgctccaggagcacctccgagagcacagcggccctgggctgcctggt
caaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgctctgaccagcggcg
tgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtagtgacc
gtggcctccagcaacttcggcacccagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaa
caccaaggtggacaagacagttgagcgcaaatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcac
cacctgtggcaggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatc
tcccggacccctgaggtcacgtgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtcca
gttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagc
agttcaacagcacgttccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcgtgcaccaggactggctgaac
ggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcctcccagcccccatcgagaaaaccat
ctccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtac&cCctgcccccatcccgggagg
agatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagcgacatc
gccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgct
ggactccgacggctccttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagc
aggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacacagaag
agcctctccctgtctccgggtaaa'SEQ ID NO:23

Derived protein sequence (by translation) of recombinant 9C8 IgG2 heavy chain (variable
domain in uppercase) '

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNYNPS
LKSRVNISVDTSKNQFSLKLTSVTAADTAVYYCAREELDDFDIWGQGTMVTVSSastkgpSV
fplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlqssglyslssvvt
vpssnfgtqtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvf1fppkpkdtlmi
srtpevtcvvvdvshedpevqfnwyvdgvevhnaktkpreeqfnstfrvvsvltvvhqdwln
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gkeykckvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdi
avewesnggpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgk
slslspgk SEQ ID NO:24

DNA sequence of recombinant 9C8 Kappa light chain (variable domain in uppercase)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCAT
CACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGA -
AAGCCCCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGCCTGCAGCCTGAAGATTT
TGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAAAAGTTACCCTCGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGG
TGGAAATCAAAcgaactgtggctgcaccatctgtettecatettececgecatctgatgageag
ttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgectgectgaataacttctatecccagagaggccaa
agtacagtggaaggtggataacgccctecaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagage
aggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgectgagcaaagcagactac
gagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggectgagectegeccgtcacaaa
gagcttcaacaggggagagtgt SEQ ID NO:25

Derived protein sequence (by transiation) of recombinant 9C8 Kappa light chain (variable
domain in uppercase)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLOSGVPSRE
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYKSYPRTFGQGTKVEIKrtvaapsviifppsdeq
lksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslsstltlskady
ekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec SEQ ID NO:26
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Example 3
Mutagenesis of anti-IL-6 antibody:

[0229] Amino acid substitution variants of the anti-IL-6 antibody 9C8 in the heavy chain
variable domain were made at positions 24 (124V), 30 (R30S), 31 (E31G), 52 (F52N), 68

' (N68T), 83 (T83S) either singly or in combination both in the context of an IgG1 or an lgG2
format. Amino acid substitution variants of the anti-IL-6 antibody 9C8 in the light chain
variable domain were made at 92 (K92N) both as an IgG1 or an IgG2 format. Antibodies
having both a heavy chain variable domain and a light chain variable domain variant were
made. Some of the various mutation combinations are shown in Table 6a and 6b.
Mutagenesis, in the Vy (124V), Vi (E31G), V4 (N68T), and Vy (T83S) regions of clone 9C8,
was conducted with the primers listed in Table 4 (sense strands shown; targeted residue
shown in bold) and the QuickChange kit (Stratagene) according to the manufacturer’s
instructions. The mutated variants were sequence verified and cloned into expression

vectors by standard procedures.

Table 4: Mutagenic primers (5’ to 3’) for 9C8

9C8 H 124V CCTCACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCC SEQ ID NO:57
9C8 H_E31G GGGTCCTTCAGGGGGTACTACTGGAGCTG SEQ ID NO:58
CCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACG SEQ ID

9C8 H_N68T NO:59
9C8 H_T83S- CTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCC SEQ ID NO:60

DNA sequence of recombinant 9C8 IgG2 heavy chain (N68T, T83S) heavy chain

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGCGCGCAGCGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCGCTATCTATGETGEGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAG
GGAAGGGGCTGGAGTCCGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTACAACCCGTCC
CTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAG
CTCTGTGACCGCCGCGCGACACGGCTEGTGTATTACTGTGCGAGAGAGGAATTAGATGATTTTG
ATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCCTCAgecteccaccaagggcccateggte
ttcececctggegecctgctecaggagecacctecgagagcacageggecctgggetgectggt
caaggactacttccccgaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegetectgaccageggceyg
tgcacacctteccggetgtectacagtectcaggactctactecctecagecagegtagtgace
gtgccctccageaactteggeacccagacctacacctgcaacgtagatcacaagecccagcaa
caccaaggtggacaagacagttgagcgcaaatgttgtgtegagtgceccaccgtgecccageac
cacctgtggcaggaccgtcagtettectcttecccccaaaacccaaggacacccteatgate
tcccggaccectgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgageccacgaagaccccgaggteca
gttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagce
agttcaacagcacgttcegtgtggtcagegtectcaccgtegtgecaccaggactggctgaac
ggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcctecccageccccategagaaaaccat
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ctccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgececcatcccgggagyg
agatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgectggtcaaaggcttctacceccagecgacatc
gccgtggagtgggagagcaatgggcagecggagaacaactacaagaccacaccteccatget
ggactccgacggctecttettectctacagcaagetcaccgtggacaagagcaggtggcage
aggggaacgtcttctcatgctcececgtgatgecatgaggctetgcacaaccactacacgcagaag
agcctctccctgtectecgggtaaa SEQ ID NO:27

Derived protein sequence (by translation) of recombmant 9C8 IgG2 heavy chain (N68T,
T83S) heavy chain

OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNYNPS
LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREELDDFDIWGQGTMVTVSSastkgpsv
fplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslssvvt
vpssnfgtthtcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvf1fppkpkdtlmi
srtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvltvvhgdwln
gkeykckvsnkglpaplekt1sktkgqprepqutlppsreemtknqultclvkgfypsdl
avewesnggpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytqgk
slslspgk SEQ ID NO:28

DNA sequence of recombinant 9C8 IgG1 heavy chain (N68T, T83S) heavy chain

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCGCTATCTATGETGGGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAG
GGAAGGGCGCTCGCGAGTGGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTACAACCCGTCC
CTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAG
CTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTCTGTATTACTGTGCGAGAGAGGAATTAGATGATTTTG
ATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCCTCAgectccaccaagggeccateggte
ttcccecctggecacccteoctecaagagcacctetgggggcacageggcectgggetgeetggt
caaggactacttcccecgaaccggtgacggtgtecgtggaactcaggegecctgaccagcggceg
tgcacaccttcceggctgtectacagtectcaggactcectacteectecagecagegtagtgace
gtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaa
caccaaggtggacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgt
gcccagcacctgaactcectggggggaccgtcagtecttectectteccecccaaaacccaaggac
accctcatgatctcecccggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagccacgaaga
ccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaage
cgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagegtectcaccgtcectgcaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaageccctcccagecceeat
cgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgeece
catccecgggaggagatgaccaagaaccaggtcagecctgacctgectggtcaaaggcttetat
cccagcgacatcgecgtggagtgggagagcaatgggcageccggagaacaactacaagaccac
gcctceccgtgetggactecegacggetecttettectctatagecaagetcaccgtggacaaga
gcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccac
tacacgcagaagagcctctecctgtcteccgggtaaa SEQ ID NO:31

Protein sequence of recombinant 9C8 IgG1 heavy chain (N68T, T83S) heavy chain
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QVOLQOWGAGLLKPSETLSLTCATYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNYNPS
LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREELDDFDIWGQGTMVTVSSastkgpsv
fplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslssvvt
vpssslgtgtyicnvnhkpsntkvdkkvepkscdkthtcppcpapellggpsvEilfppkpkd
tlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvltvlhg
dwlngkeykckvsnkalpapiektiskakggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfy
psdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnh
ytgkslslspgk SEQ ID NO:32

Variable domain DNA sequence of recombinant 9C8 (E31G, N68T, T83S) heavy chain

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCGCTATCTATGGTGGGETCCTTCAGGGGGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAG
GGAAGGGGCTCCGAGTGGATTGCGCAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTACAACCCGTCC
CTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAG
CTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGGAATTAGATGATTTTG
ATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCCTCA SEQ ID NO:33

Variable domain translated protein sequence of recombinant 9C8 (E31G, N68T, T83S)
heavy chain

QVQLOOWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFRGYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNYNPS
 LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREELDDFDIWGQGTMVTVSS SEQ ID
NO:34

Variable domain DNA sequence of recombinant 9C8 (124V, N68T, T83S) heavy chain

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGCGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCAC
CTGCGCTGTCTATGGTGEGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAG
GGAAGGGGCTGGAGTGCGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTACAACCCGTCC
CTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAG
CTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGGAATTAGATGATTTTG
ATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCCTCA SEQ ID NO:36

Variable domain translated protein sequence of recombinant 9C8 (124V, N68T, T83S) heavy
chain

QVQLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNYNPS
LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREELDDFDIWGQGTMVTVSS SEQ ID
NO:37

[0230] The CMV promoter containing expression vectors were transfected in 293
Freestyle (lnvitrogén) cells according to the vendor’s protocol. Supernatants from these

cells were collected by centrifugation and purified by standard Protein-A affinity
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chromatography to isolate recombinant immunoglobulins. These proteins were then

‘characterized by SDS-PAGE, light scatter, and spectrophotometrically.
[0231] The heavy and Ight chains of the anti-IL-6 antibodies indicated in Table 5

were deposited under terms in accordance with the Budapest Treaty with the American
Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209. The

heavy & Ight chains have been assigned the following accession numbers:
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Table 5
Antibody Clone ATCC Patent Deposit Deposit
Designation Designation Designation Date
9C8 heavy E. coli; pCR2.1 UC25510 PTA-8013 Nov. 21,
. TOPO
chain IgG1 9C8H(WT) 2006
9C8 light chain | E. coli; pCR2.1 uC25511 PTA-8014 Nov. 21,
TOPO
9T | oceLwm) 2006
9C8 N68T, E. coli; pCR2.1 UC25512 PTA-8015 Nov. 21,
TOPO
T83S 1gG2 9C8H(NT)hG2 2006
heavy chain ‘
9C8 N68T, E. coli; pCR2.1 UC25513 PTA-8016 Nov. 21,
' TOPO .
T83S 1gG2 9C8L(whhk 2006
light chain
9C8 E31G, E. coli; pCR2.1- UC25514 PTA-8017 Nov. 21,
TOPO
N68T, T83S 9CBH(ENT) 2006
variable region
9C8 124V, E. coli; pCR2.1 UC25515 PTA-8018 Nov. 21,
TOPO
N68T, T83S 9C8H(INT) 20086
variable region A
9C8 N68T, E. coli; pCR2.1 UC25526 PTA-8019 Nov. 21,
TOPO
T83S IgG1 9C8H(NT)hG1 2006
- heavy chain
Example 4

TF-1 Proliferation

[0232] Human cells, TF-1 cells, from American Type Culture Collection (ATCC)
(Manassaé, Va.), were obtained and maintained in RPMI-1640 medium containing 10% heat
inactivated fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen, Carlsbad, Ca.), with 2 ng/ml recombinant
human GM-CSF. TF-1 cells were split to 1-2x10° for nekt day use. Prior to plating, the cells
were washed three times with RPMI-1640, counted, and the volume adjusted with assay
medium to yield 2x10° cells/ml. To each well, 50 ul of the washed cells was added and

incubated overnight at 37°C with 5% CO,. All conditions were conducted in triplicate in 96-
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well tissue culture treated plates (Corning, Corning, NY). To each well, either 25 ng/mlor 2.5
ng/ml IL-6 in a volume of 25 pl and test or control antibodies at various concentrations ina
volume of 25 pl in sodium phosphate buffer (10 mM sodium phosphate and 150 mM sodium
chloride, pH 7.4) to a final volume of 100 ul was added. Antibodies were tested alone and
with human IL-6. The plates were incubated for 48 hours (hrs) at 37°C with 5% CO.. After
48 hours, 10 pliwell of 0.5 uCi *H-thymidine (Amersham Biosciences, Piscataway, N.J.) was
added and pulsed with the cells for 3 hrs. To detect the amount of incorporated thymidine,
the cells were harvested onto pre-wet unifilter GF/C filterplates (Packard, Meriden, Ct.) and
washed 10 times with water. The plates were allowed to dry overnight. Bottom seals were
added to the filterplates. Next, 45 ul Microscint 20 (Packard, Meriden, Ct.) per well was
added. After a top seal was added, the plates were counted in a Trilux microbeta counter
(Wallac, Norton, Oh.) and data is reported as CPM (cbunts per minute). Tables 6a and 6b
show the IC50é in the TF-1 proliferation assay of the 9C8 antibody and the various
antibodies having amino acid substitutions. The results shown in Table 6a and Table 6b are

from assays done on two separate occasions.

Table 6a
Hc | Lc Average 1C50 (pg/mi) Fold
‘ ' Difference

9C8 9C8 0.0022 1.0

9C8 124V 9C8 0.0071 : 3.3

9C8 R30S 9C8 0.0260 12.1

9C8 N68T 9C8 0.0028 1.3

9C8 T83S 9C8 0.0026 1.2

9C8 124V, N68T, T83S 9C8 0.0145 6.7
9C8 124V, R30S, N68T, T83S 9C8 0.2040 94.9

9C8 E31G 9Cs8 -0.0051 2.4
9C8 F52N ' 9C8 1.3850 644.2

9C8 9C8 K92N 0.0120 5.6

Table 6b v :
Hc Lc Average 1C50 (ug/ml) Fold
Difference

9C8 9C8 0.0031 14

9C8 N68T, T83S 9C8 0.0030 1.4

9C8 E31G, N68T, T83S 9C8 0.0083 3.9
9C8 124V, E31G, N68T, T83S 9C8 0.0528 24.5

9C8 N68T, T83S 9C8 9C8 0.0186 - 86

K92N

9C8 E31G, N68T T83S 9C8 K92N 0.1015 47.2
9C8 124V, E31G N68T, T83S 9C8 K92N 0.9670 449.9

Hc = heavy chain, Lc = light chain
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Example 5
C-Reactive Protein from LPS-Monkey Study

[0233] The in-vivo portion of this study was conducted by Charles River Laboratories
Preclinical Services at their Worcester, MA Test Facility. Briefly, the study consisted of
fifteen male cynomolgus monkeys (five groups; 3 monkeys/group). On Day 1 animals in
group 1 received vehicle; animals in Groups 2 and 3 received the antibody 9C8 N68T T83S
IgG, at doses of 0.5 and 5 mg/kg, respectively; and animals in Groups 4 and 5 received 9C8
N68T T83S IgG; at doses of 0.5 and 5 mg/kg, respectively. All treatments were '
administered by IV bolus injection at dose volumes of 1 mL/kg each. Approximately 2 hours
after treatment, avll animals were challenged with 10 ug/kg bacterial lipopolysaccharide
(LPS) at a volume of 1 mL/kg by slow IV bolus injection. On Day 1 blood was collected from
a peripheral vessel at baseline (prior to treatment); immediately following treatment; 2 hours
post-treatment (immediately prior to LPS administration); and at 30 minutes and 1, 2, 3, 4,6,
8, and 22 hours after LPS challenge. Blood samples were also collected on Days 3, 4, 5, 6
and 7. Whole blood samples were processed for serum and serum samples were stored
frozen. C-Reactive Protein (CRP) was measured using a human Vascular Injury Panel ||
Multi-Spot® Assay Kit from Meso Scale Discovery (MSD®), Gaithersburg, MD. Assays were
performed as outlined in published kit instructions from MSD. Figure 2 shows the total
serum CRP for the 9C8 N68T T83S IgG, antibody.

Example 6
pSTAT3 Assay by Flow Cytometry

[0234] In vitro assays were conducted in human whole blood and human peripheral
‘blood mononuclear cells (PBMCs) stimulated with recombinant human IL-6 (rhIL-6) to
measure phosphorylated STAT3 (pSTAT3) levels in the presence of anti-IL-6 antibodies. -

Whole Blood Assay

[0235] Freshly collected heparinized human whole blood was incubated with anti-IL-
6 antibody or vehicle control (ﬁnal volume 300 uL in 15 mL polypropylene tube) for

15 minutes at 37°C. Samples were stimulated with recombinant human (rh) IL-6 for a final
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concentration of 25 ng/mL and incubated for 10 minutes at 37°C. Red blood cells (RBCs)
were then lysed with 4 mL RBC Lysing Buffer (Sigma), and samples were mixed gently for
10 minutes at 37°C. Samples wére spun aé 400 x g for 5 min to pellet cells. Supernatants
were removed. Two milliliters of wash buffer (4% BSA in PBS, Gibco) were added to each
tube, and then samples were spun at 400 x g for 5 min to pellet cells. Supernatanté were -
removed, and cell pellets were resuspended in 200 uL of preheated (37°C) permeabilization
buffer (2% formaldehyde in PBS, Polysciences, Inc.) and incubated at 37°C for 10 minutes.
Three milliliters of ice cold MeOH was added to each sample to fix the cells. Samples were
mixed and placed on ice for at least 30 min. Samples were spun (400x g for 5 min.) and
supernatants were removed. Pellets were washed once with wash buffer. Cell pellets were
then stained with anti-phosphorylated STAT3 (Y705) antibody conjugated to Alexa Fluor 488
(BD Pharmingen) diluted in wash buffer, final volume 100 pL. Samples were incubated on
ice for 30 minutes then washed 2X in wash buffer. Final cell pellets were resuspended in
400 uL IF Buffer (Hank's Buffered Saline Solution, 2% Fetal Calf Serum, 10 mM Hepes,
0.2% Sodium Azide, Gibco). A FACSCalibur instrument using CellQuest software (BD
Biosciences) was used to collect and analyze data. Table '7 shows the pSTAT3 levels in the

presence of anti-IL-6 antibodies as measured in human whole blood.

Table 7
IL-6 Conc WB IC50 Assay #
Anti [L-6 Antibody ng/ml pg/mi
9C8 25 0.487 1
25 0.432 2
25 0.482 . 3
124V N68T,T83S 25 ~0.420 1
. ’ 25 0.527 2
25 _0.749 3
E31G,N68T,T83S 25 0.626 1
25 - 0.714 2
25 0.968 3
124V E31G,N68T,T83S 25 0.364 1
25 0.603 2
25 = 0.821 3
PBMC Assay

[0236] Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from freshly
collected heparinized human whole blood using Accuspin System-Histopaque 1077 columns
according to manufacture’s protocol (Sigma-Aldrich A7054) and placed in (0.1 % penicillin
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streptomycin in Macrophage SFM Media, Gibco). Approximately: 2X10° PBMCs were
incubated with anti-IL-6 antibody or vehicle control (final vol. 300uL) for 15 min. at 37°C.
PBMCs were stimulated with rhiL-6 for a final concentration of 25 ng/mL and incubated for
10 min. at 37°C. Samples were spun at 400 x gv for 5 min to pellet cells. Supernatants were
removed. Two mL wash buffer (4% BSA in PBS) was added to each sample. Samples
were spun at 400 x g 5 min to pellet cells. Supernatants were removed and cell pellets were
resuspended in 200 uL of preheated (37°C) permeabilization buffer (2% formaldehyde in
PBS, Polysciences, Inc.) and incubated at 37°C for 10 min. Three milliliters of ice cold
MeOH was added tb each sample to fix the cells. Samples were mixed and kept on ice for
at least 30 min. Samples were spun at 400 x g for 5 min. and supernatants were removed.
Cell pellets were washed once with wash buffer then stained and analyzed as described in
the whole blood assay. Table 8 shows the pSTAT3 levels in the presence of anti-1L-6
antibodies as measured in human peripheral blood mononuclear cells. '

Table 8
IL-6 conc. PBMC IC50
Anti 1L-6 Antibody ng/ml pg/ml
9C8 - 25 0.210
R&D MAB2061 25 : 0.580
Example 7
Binding Affinity

Preparation of BlAcore Chips

[0237] The anti-IL-6 antibody 9C8 N68T T83S IgG2 was immobilized onto BlAcore

CMS chips (GE Biosciences - formerly BlAcore Inc, Piscataway, NJ) by amine coupling to
carboxymethylcellulose (CM) attached to the dextran matrix of the chip as described by

~ Léfas & Johnsson (J. Chem. Soc. Chem. Commun. (1990); 21:pp1526-1528). The chip was
pretreated with 1 M NaCl and 50 mM NaOH prior to coupling. Amine coupling was .
accomplished by combining EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide and NHS
(N-hydoxysuccinimide) and passing across the chip to activate the CM groups. The ligand in
10 mM acetate buffer pH 5 was passed across the chip surface and covalently bound to the
activated CM group. The remaining active CM groups on the chip surface were quenched by
passing 1M ethanolamine pH 8.5 across the chip. The EDC, NHS, and ethanolamine were
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obtained as part of the Amine Coupling kit obtained from GE Biosciences. Coupling was
performed using the automated Surface Preparation Wizard included with the BiaControl
Software V3.2.

Determination of Binding Affinity

[0238] All SPR measurements were performed on a BlAcore 3000 instrument (GE
Biosciences, Piscataway, NJ). BlAcore Software — BIAcore 3000 Control Software V3.2 was
used for the operation and control of the BlAcore 3000 instrument. BiaEvaluation Software
V4.1 was used for the analysis of SPR data from the BIAcore 3000 instrument and data was
plotted using Graph Pad Prism Software Version 5. The binding affinity of IL-6 to
monoclonal antibodies (mAb) was measured in HBS-EP buffer (10 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 3.4 mM EDTA_, 0.005% P20) at 25°C. The flow rate for the affinity study was 40
uL/minute to minimize mass transport effects (Myszka, D. G., et al., Biophysical chemistry.
64, 127-137, 1997). Human IgG,was used as the ligand for the construction of the
reference channel of the chip. Analyte (rhlL-6; R&D Systems, Minneapolis, MN, 206-IL)
binding to the immobilized ligand (9C8 N68T T83S IgG,) was measured in duplicate and the
concentration of the IL-6 ranged from 0 to 25 nM. Injection time for IL-6 was 6 minutes and
dissociation time was 25 minutes. The surface was regenerated between cycles by 10 mM
glycine pH 1.7 for 30 seconds at a flow rate of 30 uL/min. The regeneration conditions were
established to be optimal after a regeneration study (data not shown). Data was analyzed
by using the Kinetics Wizard and the manual fitting programs that are both included with the
BiaEvaluation Software V4.1 using a 1:1 Langmuir model (Karison R & Falt A., J. Immunol.
Methods. 200: pp121-133, 1997). The anti IL-6 antibody 9C8 N68T T83S igG, was shown
~ to have k,= 9.95E+05 (Ms)™, a kg= 1.34E-04 s™ and a Kp= 1.35E-10 M or 135 pM.
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SUMMARY OF SEQUENCE LISTING (sequences are amino acid sequences except those
indicated by ‘n.a.’ for nucleic acid)

SEQ ID NO: SEQUENCE SEQ ID NO: SEQUENCE
1 heavy 9C8 IgGl n.a. 23 heavy 9C8 IgG2 n.a.
2 Vg 9C8 n.a. 24 heavy 9C8 IgG2
3 heavy 9C8 IgGL 25 Tight 9C8 1gG2 n.a.
4 Vy 9C8 26 light 9C8 IgG2
5 Vy CDR1 9C8 27 heavy 9C8 N68T T83S
IgG2 n.a.
6 Vy CDR2 9C8 28 heavy 9C8 N68T T83S
v IgG2
7 Vg CDR3 9C8 29 Vg 9C8 N68T T83S
8 Vy FR1 9C8 30 Vg FR3 9C8 Ne8T T83S
9 Vg FR2 9C8 31 heavy 9C8 N68T T83S
IgGl n.a.
10 Vy FR3 9C8 32 heavy 9C8 N68T T83S
IgG1
11 VH FR4 9C8 i 33 Vy 9C8 E31G N68T T83S
n.a.
12 light 92C8 IgGl n.a. 34 Vy 9C8 E31G N68T T83S
13 Vy, 9C8 n.a. 35 Vy CDR1 9C8 E31G N68T
T83S
14 light 9C8 IgGl 36 Vy 9C8 124V N68T T83S
V n.a.
15 Vy, 9C8 37 Vg 9C8 I24V N68T T83S
16 Vy CDR1 9C8 38 -] Vg FR1 9C8 I24V N68T
T83S
17 V., CDR2 9C8 39 Vy 22B5 n.a.
18 V;, CDR3 9C8 40 Vy 22B5S
19 Vy FR1 9C8 41 Vg CDR3 22B5
20 V, FR2 9C8 ‘ 42 V, 22BS n.a.
21 Vy FR3 9C8 43 Vy, 22B5
22 Vy, FR4 9C8 44 Consensus 1 CDR3
45 Consensus 2 CDR3
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We Cléim:

1. An isolated human monoclonal antibody or antigen-binding portion thereof
comprising a heavy chain variable (Vi) domain amino acid sequence comprising a CDR1,
CDR2, and CDR3 region selected from the group consisting of:

a) a V, CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5, a V; CDR2 as set forth in SEQ ID
NO:6, and a V; CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7;

b) a Vy CDR1 as set forth in SEQ ID NO:35, a Vi, CDR2 as set forth in SEQ ID
NO:6, and a Vi CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7;

c) a V4 CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5, a Vy CDR2 as set forth in SEQ ID
- NO:6, and a Vy CDR3 as set forth in SEQ ID NO:41;

d) a V, CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5, a Vy CDR2 as set forth in SEQ ID
NO:6, and a Vy; CDR3 as set forth in SEQ ID NO:44; and

e) a Vy CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5, a V; CDR2 as set forth in SEQ ID
NO:6, and a V,; CDR3 as set forth in SEQ ID NO:45;
wherein said antibody binds specifically to human IL-6.

2. The isolated human antibody or antigen-binding portion according to claim 1 further
comprising a light chain variable (V) domain amino acid sequence éomprising a V. CDR1
as set forth in SEQ ID NO:16, a V, CDR2 as set forth in SEQ 1D NO:17, and éVL CDR3 as
set forth in SEQ ID NO:18.

3. An isolated human antibody or antigen-binding portion thereof comprising a light
chain variable (V) domain amino acid sequence comprising a V. CDR1 as set forth in SEQ
ID NO:16, a V, CDR2 as set forth in SEQ ID NO:17, and a V| CDR3 as set forth in SEQ ID
NO:18; '

wherein said antibody binds specifically to human IL-6.

4, The isolated antibody or antigen—binding portion thereof according to claim 2
comprising: a V4 CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5, a V,; CDR2 as set forth in SEQID
NO:6, a V; CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7, a V. CDR1 as set forth in SEQ ID NO:16, a
V, CDR2 as set forth in SEQ ID NO:17, and a V, CDR3 as set forth in SEQ ID NO:18.
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5. An isolated human monoclonal antibody or antigen-binding portion thereof
comprising a heavy chain variable (Vi) domain amino acid sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:37 and SEQ
ID NO:40 or differs from any one of SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:34, SEQ ID
NO:37 and SEQ ID NO:40 by having at least one conservative amino acid substitution or
differs from any one of SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:37 and
 SEQ ID NO:40 by having at least one germline amino acid substitution compared to SEQ ID
NO:46; wherein said antibody binds specifically to human IL-6.

6. The antyibody or antigen-binding portion thereof according to claim 5, wherein the Vy
domain is at least 90% identical in amino acid sequence to any one of SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:29, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:37 and SEQ ID NO:40.

7. An isolated human monoclonal antibody or antigen-binding portion thereof
comprising a light chain variable (V) domain amino acid sequence selected from the group
consisting of SEQ ID NO:15 or differs from SEQ ID NO:15, by having a conservative amino
acid substitution, or differs from SEQ ID NO:15, by having a germline amino acid
substitution compared to SEQ ID NO:47; wherein said antibody binds specifically to human
IL-6.

8. The antibody or antigen-binding portion thereof according to claim 7, comprising a V_
domain that is at least 90% identical in amino acid sequence to SEQ ID NO:15.

9. The isolated human monoclonal antibody or antigen-binding portion thereof
according to claim 5 further comprising a light ;:hain variable (V) domain amino acid
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:15 or differs from SEQ ID v
NO:15, by having a conservative amino acid substitution, or differs from SEQ 1D NO:15 by
having a germline amino acid substitution compared to their respective germline sequence

selected from the group consisting of SEQ 1D NO:47.

10.  An isolated human monoclonal antibody or antigen-binding portion thereof
comprising V. and Vy domains at least 90% identical in amino acid sequence to the V| and
Vy domains, respectively; of antibody 9C8, 9C8 N68T T83S, 9C8 E31G N68T T83S, 9C8
124V N68T T83S, and 22B5; wherein said antibody binds specifically to human IL-6.
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11.  Anisolated human monoclonal antibody or antigen-binding portion therof comprising:

a) at least one heavy chain CDR1, CDR2 and/or CDR3 independently selected
from the heavy chain of an antibody selected from the group consisting of monoclonal
antibodies 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T T83S IgG2, 9C8 E31G
N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S IgG2, 9C8 124V N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T
T83S IgG2 and 22B5 IgG1: or |

b) at least one light chain CDR1, CDR2 and/or CDR3 indépendently selected
from the light chain of an antibody selected from the group consisting of monoclonal
antibodies 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T T83S 1gG2, 9C8 E31G
N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S 1gG2, 9C8 124V N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T
T83S 1gG2 and 22B5 1gG1; or

c) at least a heavy chain CDR1, CDR2 and/or CDR3 independently selected
from the heavy chain of an antibody selected from the group consisting of monoclonal
antibodies 9C8 IgG1, 9C8 1gG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T T83S I1gG2, 9C8 E31G

N68T T83S IgG1, 9C8 E31G N68T T83S IgG2, 9C8 124V N68T T83S IgG1, 9C8 124V N68T
T83S 1gG2 and 22B5 IgG1 and at least one light chain CDR1, CDR2 and/or CDR3
independently selected from the light chain of an antibody selected from the group
consisting of monoclonal antibodies 9C8 IgG1, 9C8 IgG2, 9C8 N68T T83S IgG1, 9C8 N68T
T83S 1gG2, 9C8 E31G N68T T83S 1gG1, 9C8 E31G N68T T83S 1gG2, 9C8 124V N68T '
T83S IgG1, 9C8 124V N68T T83S 1gG2 and 22B5 IgG1; wherein said antibody binds
specifically to human IL-6. ‘

12.  Anisolated human monoclonal antibody or antigen binding portion thereof
comprising a heavy chain having an amino sequence selected from the group consisting of
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:28, and SEQ ID NO:32, or differs from any one
of SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:28, and SEQ ID NO:32, by having a
conservative amino acid substitution, or differs from any one of SEQ ID Nd:3, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:28, and SEQ ID NO:32, by having a germline amino acid substitution
compared to their respective germline sequence selected from the group consisting of SEQ
ID NO:46; wherein said antibody binds specifically to human IL-6.

13.  Anisolated human monoclonal antibody or antigen binding portion thereof
comprising a light chain having an amino sequence selected from the group consisting of
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SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:43, or differs from any one of SEQ ID
NO:14, SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:43 by having a conservative amino acid substitution,
or differs from any one of SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO:43 by having a
germline amino acid substitution compared to the corresponding germline sequence
selected from the group consisting of SEQ 1D NO:47; wherein said antibody binds
specifically to human IL-6.

14.  The isolated human monoclonal antibody or antigen binding portion thereof
comprising a heavy chain and a light chain selected from the group consisting of:
a) the heavy chain having an amino acid sequence of SEQ ID NO:3 and the light
chain having an amino acid sequence of SEQ ID NO:14;
b)  the heavy chain having an amino acid sequence of SEQ ID NO:24 and the light
chain having an amino acid sequence of SEQ ID NO:26;
c) the heavy chain having an amino acid sequence of SEQ ID NO:28 and the light
chain having an amino acid sequence of SEQ ID NO:26; and '
d) the heavy chain having an amino acid sequence of SEQ ID NO:31 and the light
chain having an amino acid sequence of SEQ ID NO: 14.

15.  The isolated human monoclonal antibody or antigen binding portion thereof
according to claim 14 wherein the heavy chain amino acid sequence is SEQ ID NO:28 and

the light chain amino acid sequence is SEQ ID NO:26.

16.  The isolated monoclonal antibody or an antigen-binding portion thereof according to
any one of claims 1, 2, 3, 4, and 11 further comprising one or more Vy FR1, FR2, FR3 or
FR4 and/or V| FR1, FR2, FR3 or FR4 amino acid sequence of an antibody selected from
the group consisting of: 9C8, 9C8 N68T T83S, 9C8 E31G N68T T83S, 9C8 124V N68T
T83S, and 22B5.

17. A pharmaceutical composition comprising the antibody or antigen-binding portion
according to any one of claims 1 to 16 and a pharmaceutically acceptable carrier.

18.  Anisolated cell line that produces the antibody or antigen-binding portion according

to any one of claims 1 to 16 or the heavy chain or light chain of said antibody or said

antigen-binding portion.
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19.  Anisolated nucleic acid molecule comprising a nucleotide sequerce that encodes an

antibody according to any one of claims 1 to 16.

20. A vector comprising the nucleic acid molecule according to claim 19, wherein the
vector optionally comprises an expression control sequence operably linked to the nucleic

acid molecule.

21. ~ A host cell comprising the vector according to claim 20 or the nucleic acid molecule

according to claim 19.

22. A method for treating, preventing or alleviating the symptoms of a IL-6 mediated
disorder in a subject in need thereof, comprising administering to said subject an antibody or
antigen-binding portion according to any one of claims 1 to 16 or the pharmaceutical

composition according to claim 17.

23.  The method of claim 22, wherein the subject is afflicted with one or more conditions
or disorders selected from the group consisting of an inflammatory disorder, an allergic

disorder, an autoimmune disorder, a graft rejection disorder, atherosclerosis, osteoporosis,
neuropathic pain, type 2 diabetes mellitus, chronic obstructive pulmonary disease, multiple

sclerosis, sepsis, cancer, and a fibrotic condition.

24. The method of claim 23 wherein said inflammatory disorder is selected from the
- group consisting of rheumatoid arthritis, juvenile idiopathic arthritis, osteoarthritis, systemic
lupus erythematosus, ankylosing spondylitis, psoriasis, Castleman’s disease, Crohn's

disease, and adult-onset Still's disease,

25.  The method of claim 23 wherein said fibrotic condition is selected from the group

consisting of liver fibrosis, renal fibrosis, and pulmonary fibrosis.

26. The method of claim 23 wherein said cancer is selected from the group consisting of

-multiple myeloma, renal cell carcinoma, and Castleman’s disease.
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ANTICUERPOS CONTRA IL-6 Y SUS USOS

REFERENCIA CRUZADA CON PATENTES RELACIONADAS Y SOLICITUDES
DE PATENTE

[0001] La presente solicitud reivindica el
beneficio de 1la solicitud de patente provisoria de 1los
Estados Unidos serie N.° 61/073430 presentada el 18 de
junio de 2008; que se 1incorpora a la presente por

referencia en su totalidad.

ACUERDO DE INVESTIGACION CONJUNTA

[0002] La descripcién y las reivindicaciones de la
presente se redactaron como resultado de las actividades
llevadas a cabo dentro del alcance de wun acuerdo de
investigacién conjunta vigente con anterioridad o a 1la
fecha en que se concretdé la invencidédn reivindicada entre

Pfizer Inc. y Medarex, Inc.

ANTECEDENTES

[0003] La presente invencidn se refiere a
anticuerpos y sus porciones fijadoras de antigeno, las
cuales se unen a IL-6 humano. La presente invencidén también
se refiere a 4dcidos nucleicos que codifican dichos
anticuerpos y sus porciones fijadoras de antigeno; métodos
para preparar dichos anticuerpos y sus porciones fijadoras
de antigeno; composiciones que comprenden dichos
anticuerpos o sus porciones fijadoras de antigeno; y 1los
usos de dichos anticuerpos o sus porciones fijadoras de

antigeno.



[0004] La interleuquina-6 (IL-6), también
denominada interferdn B2 (IFNB2), es una citosina
pleiotrépica gque pertenece a la familia de ligandos gpl30 y
es producida por muchos tipos celulares incluso linfocitos
T, fibroblastos y monocitos. La IL-6 es producida en forma
constitutiva con niveles bajos y es facilmente inducida por
estimulos infecciosos o citoquinas inflamatorias. La IL-6
se une a un receptor IL-6R especifico (gp80) que se
heterodimeriza con el gpl30 fijado a la célula o soluble a
fin de formar un complejo de receptor funcional. La
fijacidén de IL-6 a su receptor inicia los eventos celulares
que incluyen la activacién de la wvia JAK-STAT3 y las
sefales de MAP-cinasa mediadas por ras. La IL-6 puede
desencadenar un amplio espectro de efectos tales como la
proliferacién vy la diferenciacién de las células B vy
monocitos, la activacidn de las células T, la
hematopoyesis, la activaciodn de osteoclastos, erl
crecimiento de los queratinocitos, el crecimiento neuronal,
la activacién de 1los hepatocitos y la induccidén de 1la
proteina de fase aguda proveniente de los hepatocitos.

[0005] La 1IL-6 Jjuega un papel importante en las
anomalias de las células B, tal como se demuestra en lupus
eritematoso sistémico, mieloma mualtiple 'y trastornos
linfoproliferativos. De modo similar, 1la IL-6 también
interviene en la patogenia de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias tales como artritis reumatoidea y
osteocartritis. Recientemente, las evidencias indirectas
sugieren una asociacidén entre IL-6 y enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y resistencia a insulina en diabetes
tipo 2. La IL-6 tiene efectos tanto proinflamatorios como
antiinflamatorios sobre el sistema inmune, lo cual indica

que esta citoquina probablemente juegue un papel central en



la regulacién de la respuesta fisioldgica a la enfermedad.
En consecuencia, usar IL-6 como objetivo probablemente
proporcione beneficios terapéuticos en diversas areas de
enfermedad.

[0006] Se ha observado un incremente de la produccidn
de IL-6 en numerosas enfermedades, incluso: enfermedad de
Alzheimer, enfermedades autoinmunes, tales como artritis
reumatoidea, inflamacidén, infarto de miocardio, enfermedad
de Paget, osteoporosis, fibrosis hepatica, tumores sdélidos
(carcinoma de células renales), cdanceres de prdéstata y de

vejiga, cdnceres neuroldgicos, y enfermedades malignas de

células B (p. ej., enfermedad de Casteleman, ciertos
linfomas, leucemia linfocitica crénica, y mieloma
multiple). Las investigaciones han indicado que la IL-6

estd ligada a la patogenia de muchas de estas enfermedades,
particularmente, cancer vy artritis reumatoidea vy, en
consecuencia, el Dblogqueo de 1IL-6 deberia traducirse en

beneficios clinicos.

SINTESIS

[0007] Un anticuerpo aislado o sus porciones fijadoras
de antigeno se fijan especificamente a IL-6 y pueden actuar
como antagonista de receptor de IL-6, y se producen las
composiciones que comprenden el anticuerpo o la porciédn.

[0008] Se proveen composiciones que comprenden (i) las
cadenas ©pesadas y/o livianas, sus dominios variables
correspondientes, o sus porciones fijadoras de antigeno
correspondientes, del anticuerpo anti-IL-6, o moléculas de
dcido nucleico que los codifican; vy (ii) wun portador

farmacéuticamente aceptable. Las composiciones también



pueden comprender otro componente, tal como un agente
terapéutico o un agente de diagndstico.

[0009] También se proveen métodos de diagnédstico vy
terapéuticos. De modo similar, se proveen el anticuerpo
anti-IL-6s y sus porciones fijadoras de antigeno
correspondientes para la fabricacidén de medicamentos para
tratar trastornos inflamatorios y no inflamatorios.

[0010] Se proveen los vectores y células huésped que
comprenden las moléculas de 4cido nucleico, asi como
métodos para la produccidén recombinante de los polipéptidos

codificados por las moléculas de acidos nucleicos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0011] La Figura 1 muestra un alineamiento de las
secuencias de aminodcidos de la 1linea germinal de las
regiones variables de las cadenas pesadas vy livianas
comparado con las respectivas regiones variables de las
cadenas pesadas y 1livianas de los anticuerpos anti-IL-6s
9C8, 9C8 N68T T83S y 22B5 (sdélo se muestran las faltas de
coincidencia para los anticuerpos 9C8, 9C8 N68T T83S vy
22B5). Las CDR estéan subrayadas y las brechas por falta de

coincidencia se indican con un signo ponderado (#).

[0012] La Figura 2 muestra el total de proteina C
reactiva sérica (CRP) para el vehiculo y el anticuerpo 9C8
N68T T83S I9G; determinado por inmunoensayo de
electrogquimioluminiscencia. Cada punto representa un valor
promedio de CRP from 3 cynomolgus monkeys (X SE) dosed con
vehiculo o anticuerpo IgG, anti-IL-6 9C8 N68T T83S a 0,5

mg/kg vy 5,0 mg/kg. Se midié CRP sérica por Meso Scale



Discovery (MSD). Se administré LPS en el punto temporal de

0 horas.

DESCRIPCION DETALLADA

Definiciones y técnicas generales

[0013] El término “anticuerpo” es sindénimo de
inmunoglobulina y se debe entender tal como sSe conoce
cominmente en la técnica. En particular, el término
anticuerpo no estd limitado por cualgquier método particular
para producir el anticuerpo. Por ejemplo, el término
anticuerpo incluye, inter alia, anticuerpos recombinantes,
anticuerpos monoclonales, y anticuerpos policlonales.

[0014] La unidad estructural badsica del anticuerpo es
un tetramero. Cada tetrdmero se compone de dos pares
idénticos de cadenas de polipéptidos, en donde cada par
tiene una cadena “liviana” (aproximadamente 25 kDa) y una
cadena “pesada” (aproximadamente 50-70 kDa). La amino
terminal porcidén de cada cadena incluye una regidén variable
de aproximadamente 100 a 120 o mas aminoacidos
primariamente responsables del reconocimiento de antigenos.
La porcidén carboxi terminal de cada cadena define una
regidén constante primariamente responsable de la funcidn
efectora. Las cadenas livianas humanas se clasifican como
cadenas livianas kappa y lambda. Las cadenas pesadas se
clasifican como mu, delta, gamma, alfa o ypsilon, y definen
el isotipo de anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA, y IgE,
respectivamente. Dentro de las cadenas livianas y pesadas,
las regiones variables y constantes estdn unidas por una

regién “J” de aproximadamente 12 o mas aminoacidos, en



donde la cadena pesada también incluye una regidén “D” de
aproximadamente 3 o mds aminodcidos.

[0015] Las regiones variables de cada par de cadenas
pesadas/livianas (Vg 'y Vi), respectivamente, forman el
sitio de fijacién del antigeno. En consecuencia, un
anticuerpo IgG intacto, por ejemplo, tiene dos sitios de
fijacién. Excepto en anticuerpos bifuncionales o
biespecificos, los dos sitios de fijacién son iguales.

[0016] Las regiones variables de las cadenas pesadas y
livianas exhiben la misma estructura general de regiones de
marco relativamente conservado (FR) unidas por tres
regiones hipervariables, también denominadas regiones
determinantes complementarias o CDR. El término “variable”
se refiere al hecho de que ciertas porciones de 1los
dominios variables difieren extensamente en secuencia entre
los anticuerpos y se usan para la fijacidén y 1la
especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye
uniformemente en todos los dominios variables de 1los
anticuerpos, sino gque se concentra en las CDR, las cuales
estdn separadas por las FR mds altamente conservadas. Las
CDR de las dos cadenas de cada par estdn alineadas mediante
las FR, lo cual permite 1la fijacién a un epitopo
especifico. Desde el N-terminal al C-terminal, tanto las
cadenas livianas como las pesadas comprenden los dominios
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacidén de
aminodcidos a cada dominio es de acuerdo con las
definiciones de las secuencias de proteinas de interés
inmunolégico de Kabat (National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1987 y 1991)), o Chotia & Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987) ; Chotia et al. Nature 342:878-883



(1989), cuyas descripciones se incorporan a la presente por
referencia.

[0017] Tal como se usa en la presente, un anticuerpo
al que se hace referencia por el nuUmero es igual a un
anticuerpo monoclonal gque se obtiene del hibridoma del
mismo numero. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal anti-
IL-6 9C8 es el mismo anticuerpo que uno obtenido del
hibridoma 9C8, o uno de sus subclones.

[0018] El término “andlogo” o “andlogo de polipéptido”
significa un polipéptido que comprende un segmento gue
tiene sustancial identidad con alguna secuencia de
aminodcidos de referencia y que tiene sustancialmente la
misma funcidén o actividad que la secuencia de aminodcidos
de referencia. Generalmente, los andlogos de polipéptido
comprenden una o mds sustituciones <conservadoras de
aminodcidos (o inserciones o deleciones) con respecto a la
secuencia de referencia. Los andlogos pueden tener al menos
20 o 25 aminodcidos de largo, o pueden tener al menos 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150 6 200 aminoadcidos de largo o mas,
y a menudo pueden tener el largo del polipéptido de
longitud total. Algunas formas de realizacidén incluyen
anadlogos de polipéptidos con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16 &6 17 sustituciones respecto de la
secuencia de aminodcidos de referencia. En algunas
instancias, la secuencia de aminodcidos de referencia es
una secuencia de linea germinal. Las moléculas andlogas de
anticuerpos o) inmunoglobulinas pueden ser preparadas
fdcilmente por los expertos en la técnica.

[0019] Tal como se analiza en la presente, las
sustituciones de aminodcido en un anticuerpo IL-6 o sus
porciones fijadoras de antigeno son las qgue generalmente:

(1) reducen la susceptibilidad a 1la protedlisis, (2)



reducen la susceptibilidad a la oxidacidén, (3) alteran la
afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4)
eliminan o crean un sitio de glucosilacidén, o (4) confieren
o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales
de dichos andlogos, pero mantienen la fijacidn especifica a
la IL-6.

[0020] Los andlogos pueden incluir diversas
sustituciones de la secuencia de péptido que aparece
normalmente. Por ejemplo, se pueden hacer sustituciones
unicas o multiples de aminoéacidos, con preferencia
sustituciones conservadoras de aminodcidos, en la secuencia
que aparece normalmente. Una sustitucidédn conservativa de
aminodcidos generalmente no cambia sustancialmente las
caracteristicas estructurales de la secuencia original.

[0021] El1 término *“porciones fijadoras de antigeno *“
de un anticuerpo se refiere a un fragmento de un anticuerpo
que retiene la capacidad para fijarse especificamente a un
antigeno (por ejemplo, IL-6Se ha demostrado que la funcidn
fijadora de antigeno de un anticuerpo puede ser llevada a
cabo por fragmentos de un anticuerpo de longitud total. Los
ejemplos de fragmentos de fijacidén abarcados en el término
“porciones fijadoras de antigeno” de un anticuerpo
incluyen: (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente
que consiste de 1los dominios Vi, Vg, Cp y Cgl; (ii) un
fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab ligados a través de un puente disulfuro en
la regidén bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste de
los dominios Vg y Cyl; (iv) un fragmento Fv que consiste de
los dominios V, y Vg de un uUnico brazo de un anticuerpo;
(v) un anticuerpo de dominio, (dAb) (Ward et al., (1989)
Nature 341:544-546), el cual consiste de un dominio Vy; y

(vi) una regidén determinante complementaria aislada (CDR).



Ademés, si bien los dos dominios del fragmento Fv, Vi y Vg,
son codificados por genes separados, se pueden unir
mediante el uso de métodos recombinantes, a través de un
ligador sintético que les permite armarse como una unica
cadena proteica en la cual las regiones Vy y Vg Se aparean
para formar moléculas monovalentes (denominadas cadena
unica Fv (scFv)). Dichos anticuerpos de cadena uUnica
también pretender estar abarcados dentro del término
“porciones fijadoras de antigeno” de un anticuerpo. Otras
formas de anticuerpos de cadena uUnica, tales como los
diacuerpos también quedan incluidas en el término. Los
diacuerpos son anticuerpos bivalentes biespecificos en los
cuales los dominios Vi y Vp se expresan en una unica cadena
de polipéptido, pero utilizan un ligador que es demasiado
corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios
en la misma cadena, por lo que fuerzan a los dominios a
aparearse con dominios complementarios de otra cadena vy
crean dos sitios fijadores de antigeno. Ademds, una o mas
CDR provenientes de un anticuerpo pueden ser incorporados
en una cadena de polipéptido més larga, la cual se puede
ligar a otra en forma covalente o no covalente. En formas
de realizacidén que tienen uno o mas sitios de unidén, 1los
sitios de unidén pueden ser idénticos entre si, o pueden ser
diferentes.

[0022] Mas aun, un anticuerpo o} sus porciones
fijadoras de antigeno pueden ser parte de moléculas de
inmunoadhesidén mdas grandes, formadas  por asociacién
covalente o no covalente del anticuerpo o la porcidén de
anticuerpo con una o mas de otras proteinas o péptidos. Los
ejemplos de dichas moléculas de inmunoadhesidén incluyen el
uso de la regidén nuclear de estreptavidina a fin de

preparar una molécula tetramérica de scFv y usar un residuo
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de cisteina, un péptido marcador y un rdétulo C-terminal de
polihistidina para formar moléculas bivalentes y
biotiniladas de scFv. Otos ejemplos incluyen cuando una o
mas CDR provenientes de un anticuerpo se incorporan en una
molécula en forma covalente o no covalente para
transformarla en una inmunoadhesina que se fija
especificamente a un antigeno de interés, tal como IL-6. En
dichas formas de realizacidén, la(s) CDR(s) se puede(n)
incorporar como parte de una cadena de polipéptido méas
larga, se puede(n) ligar covalentemente a otra cadena de
polipéptido, o se pueden incorporar en forma no covalente.
Las porciones de anticuerpo tales como los fragmentos Fab y
F(ab'),, se pueden preparar a partir de anticuerpos enteros
mediante el uso de cualgquier técnica adecuada, tales como
digestidén con papaina o pepsina, respectivamente, a partir
de anticuerpos enteros. Ademdas, los anticuerpos, las
porciones de anticuerpo y las moléculas de inmunoadhesidn
se pueden obtener mediante el uso de diversas técnicas de
ADN recombinante.

[0023] La expresién *“anticuerpo quimérico” significa
cualquier anticuerpo que comprende regiones provenientes de
dos o mas anticuerpos diferentes, incluso anticuerpos
provenientes de diferente especies. Por ejemplo, una O mas
de las CDR de un anticuerpo quimérico pueden derivar de un
anticuerpo IL-6 humano. En un ejemplo, las CDR provenientes
de un anticuerpo humano se pueden combinar con CDR
provenientes de un anticuerpo no humano, tales como de
ratén o de rata. En otro ejemplo, todas las CDR se pueden
derivar de anticuerpos IL-6 humanos. En otro ejemplo, las
CDR provenientes de mds de un anticuerpo IL-6 humano se
pueden combinar en un anticuerpo quimérico. Por ejemplo, un

anticuerpo quimérico puede comprender una CDR1 proveniente
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de la cadena liviana de un primer anticuerpo IL-6 humano,
una CDR2 proveniente de la cadena liviana de un segundo
anticuerpo IL-6 humano y una CDR3 proveniente de la cadena
liviana de un tercer anticuerpo IL-6 humano, y una CDR
proveniente de la cadena pesada que se pueden derivar de
uno o mds de otros anticuerpos IL-6. Ademds, las regiones
marco se pueden derivar de uno de los anticuerpos IL-6, de
los cuales se obtienen una o méas de las CDR o de uno o mas
anticuerpos humanos diferentes. Mas aun, el término
“anticuerpo quimérico” pretende abarcar cualquiera de las
combinaciones antes mencionadas, en las cuales las
combinaciones incluyen anticuerpos humanos y no humanos.
[0024] El1 término “competir” significa que un primer
anticuerpo, o sus porciones fijadoras de antigeno, compiten
por la fijacidén con un segundo anticuerpo, o0 sus porciones
fijadoras de antigeno, en donde la fijacién del primer
anticuerpo con si epitopo cognado disminuye en forma
detectable en presencia del segundo anticuerpo, comparado
con la fijacidén del primer anticuerpo en ausencia del
segundo anticuerpo. La alternativa, en donde la fijaciédn
del segundo anticuerpo a su epitopo también disminuye en
forma detectable en presencia del primer anticuerpo, puede
ser el caso, pero no necesariamente. Es decir, un primer
anticuerpo puede inhibir 1la fijacién de un segundo
anticuerpo a su epitopo sin gque dicho segundo anticuerpo
inhiba la fijacién del primer anticuerpo a su respectivo
epitopo. Sin embargo, cuando cada anticuerpo inhibe en
forma detectable 1la fijacidén del otro anticuerpo a su
epitopo o ligando cognado, sea en el mismo, mayor © menor
grado, se dice que los anticuerpos presentan “competencia
cruzada” entre si por la fijacidén de su(s) respectivo(s)

epitopo(s). Con independencia del mecanismo por el cual
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tiene lugar dicha competencia o competencia cruzada (por
ejemplo, impedimento estérico, cambio de conformacidén, o
fijacidén a un epitopo comin, o una de sus porciones), el
experto en la técnica podrd apreciar, sobre la base de las
ensefanzas provistas en la presente, que dichos anticuerpos
en competencia y/o competencia cruzada pueden ser utiles
para los métodos descritos en la presente.

[0025] E1 término “sustituciones conservadoras de
aminodcidos” significa que un residuo de aminodcido es
sustituido por otro residuo de aminodcido gque tiene un
grupo R en la cadena lateral con similares propiedades
quimicas (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general,
las sustituciones conservadoras de aminodcidos no cambian
sustancialmente las propiedades funcionales de una
proteina. En los casos en que dos o mas secuencias de
aminodcidos difieren entre si por sustituciones
conservadoras, se puede ajustar el porcentaje de identidad
de secuencia hacia arriba, a fin de corregir la naturaleza
conservadora de la sustitucidén. Los medios para realizar
este ajuste son bien conocidos por los expertos en la
técnica. Los ejemplos de grupos de aminoadcidos que tienen
cadenas laterales con propiedades qguimicas similares
incluyen 1) cadenas laterales alifaticas: glicina, alanina,
valina, leucina, e isoleucina; 2) cadenas laterales
hidroxilo alifdticas: serina y treonina; 3) cadenas
laterales que contienen amidas: asparagina y glutamina; 4)
cadenas laterales aromdticas: fenilalanina, tirosina, vy
triptdéfano; 5) cadenas laterales béasicas: lisina, arginina,
e histidina; 6) cadenas laterales &cidas: &dcido aspartico y
dcido glutdmico; vy 7) cadenas laterales gque contienen
azufre: cisteina y metionina. Los grupos de sustitucidn

conservadora de aminodcidos pueden ser, por ejemplo,
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valina-leucina—-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina, glutamato—-aspartato, y
asparagina—-glutamina.

[0026] Un reemplazo conservador también es cualquier
cambio que tenga un valor positivo de la matriz de
probabilidad log PAM250 descrita en Gonnet et al., Science
256:1443-45 (1992), incorporada en la presente por
referencia. Un reemplazo “moderadamente conservados” en
cualgquier cambio gque tenga un valor no negativo de la
matriz de probabilidad log PAM250.

[0027] *“Poner en contacto” se refiere a reunir un
anticuerpo o su porcidn fijadora de antigeno
correspondiente y un IL-6 objetivo, o su epitopo, de manera
tal que el anticuerpo pueda afectar la actividad bioldgica
de la IL-6. Dicho “poner en contacto” se puede lograr in
vitro, por ejemplo, en un tubo de ensayo, una placa de
Petri, o similares. En un tubo de ensayo, el hecho de poner
en contacto puede incluir sdélo un anticuerpo o su porcidn
fijadora de antigeno y 1la IL-6 o su epitopo, o puede
incluir células enteras. Las células también se pueden
mantener o cultivar en placas de cultivo de tejido vy
ponerse en contacto con anticuerpos o0 sus porciones
fijadoras de antigeno correspondientes en dicho ambiente.
En este contexto, se puede determinar la capacidad de un
anticuerpo particular o su porcidén fijadora de antigeno
correspondiente a fin de afectar un trastorno relacionado
con IL-6, es decir la ICsg del anticuerpo, antes de usar el
anticuerpo in vivo con organismos vivos mds complejos. Para
las células fuera del organismo existen multiples métodos,
y son bien conocidos por los expertos en la técnica, para
poner en contacto la IL-6 <con 1los anticuerpos o sus

porciones fijadoras de antigeno correspondientes.
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[0028] El1 término “ELISA” se refiere a un ensayo de
inmunosorcién ligado a enzima. Este tipo de ensayo es bien
conocido por los expertos en la técnica.

[0029] E1l término “epitopo” incluye cualquier
determinante de proteina capaz de fijarse especificamente a
una inmunoglobulina o un receptor de células T, o de otro
modo interactuar con una molécula. Los determinantes
epitdépicos generalmente consisten de agrupamientos de
moléculas de superficie qgquimicamente activas tales como
cadenas laterales de aminodcidos o hidratos de carbono o
azucares % generalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. Un epitopo puede ser
“lineal” o *"de conformacién”. En un epitopo lineal, todos
los puntos de interaccidén entre la proteina y la molécula
interactuante (tal como un anticuerpo) aparecen linealmente
a lo largo de la secuencia primaria de aminodcidos de la
proteina. En un epitopo de conformacidén, los puntos de
interaccidén aparecen a través de residuos de aminocdcidos en
la proteina que estdn separados entre si. Una vez dJue se
determina un epitopo deseado sobre un antigeno, se pueden
generar anticuerpos contra dicho epitopo. Un enfoque para
lograrlo consiste en conducir estudios de competencia
cruzada a fin de encontrar anticuerpos que se fijan
competitivamente entre si, es decir, los anticuerpos
compiten por la fijacidén con el antigeno. Un proceso de
alto rendimiento para la “fijacidén” de anticuerpos sobre la
base de su competencia cruzada se describe en la
publicacién internacional de patentes N.° WO 03/48731.

[0030] El término “secuencia de control de 1la
expresidén” tal como se usa en la presente significa las

secuencias de polinucledétidos gque son necesarias para
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efectuar la expresidén y el procesamiento de las secuencias
codificadoras a las cuales estdn ligadas. Las secuencias de
control de la expresidén incluyen secuencias adecuadas de
inicio de la transcripcidén, terminacidén, promotoras vy
mejoradoras; senales de procesamiento eficiente de ARN
tales como sefiales de corte y empalme y de poliadenilacién;
secuencias que estabilizan el mARN citoplasméatico;
secuencias que mejoran la eficiencia de la traduccidén (es
decir, secuencia de consenso de Kozak); secuencias dque
mejoran la estabilidad de la proteina; y cuando se desea,
secuencias que mejoran la secrecién de proteinas. La
naturaleza de dichas secuencias control difiere segun el
organismo huésped; en ©procariontes, dichas secuencias
control generalmente incluyen secuencias promotoras, de
sitio de fijacién de ribosomas, y de terminacién de la
transcripcidn; en eucariontes, generalmente dichas
secuencias control incluyen secuencias promotoras y de
terminacién de 1la transcripcidén. E1 término “secuencias
control” se entiende con inclusidén, como minimo, de todos
los componentes cuya presencia es esencial para la
expresidén y el procesamiento, y también pueden incluir
componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por
ejemplo, secuencias guia y secuencias de compafero de
fusidn.

[0031] E1 término “linea germinal” se refiere a las
secuencias de nucledétidos de los genes de anticuerpo y los
segmentos génicos como pasan de los progenitores a la
progenie a través de las células germinales. Esta secuencia
de 1linea germinal se distingue de las secuencias de
nucledétidos que codifican anticuerpos en las célula M

maduras que han sido alteradas por eventos de recombinacidn
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e hipermutacién durante el curso de la maduracidén de las
células B.

[0032] El término “anticuerpo humano” significa
cualgquier anticuerpo en el cual las secuencias de dominio
variable y constante son secuencias humanas. El1 término
abarca los anticuerpos con secuencias derivadas de genes
humanos, incluso los que han sido modificados, por ejemplo,
la disminuir 1la posible inmunogenicidad, incrementar la
afinidad, eliminar 1los residuos de cisteina que podrian
causar plegamientos no deseados, etc. El1 término también
abarca los anticuerpos producidos en forma recombinante en
célula no humanas, las cuales pueden impartir
glucosilaciones no caracteristicas de las células humanas.
Estos anticuerpos se pueden preparar de diversas maneras.

[0033] El1 término “anticuerpo humanizado” se refiere a
anticuerpos de origen no humano, en donde los residuos de
aminodcidos que son caracteristicos de las secuencias de
anticuerpo de la especie no humana son reemplazados por
residuos que se encuentran en las correspondientes
posiciones de los anticuerpos humanos. Este proceso de
“humanizacién” puede reducir la inmunogenicidad en humanos
del anticuerpo obtenido. Los anticuerpos de origen no
humano se pueden humanizar mediante el uso de cualquier
técnica adecuada bien conocida en la técnica. El anticuerpo
de interés se ©puede obtener por ingenieria mediante
técnicas de ADN recombinante para sustituir CH1, CH2, CH3,
los dominios bisagra, y/o el dominio de marco por la
correspondiente secuencia humana. El1 término “anticuerpo
humanizado” también incluye en su significado los
anticuerpos humanos quiméricos y los anticuerpos con
injerto de CDR. Los anticuerpos humanos quiméricos incluyen

los dominios Vi y Vi de un anticuerpo de una especie no
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humana y los dominios Cy y C; de un anticuerpo humano. Los
anticuerpos CDR trasplantados son el resultado del
reemplazo de CDR proveniente de Vy y Vp de un anticuerpo
humano por los de Vg y Vi, respectivamente, de un
anticuerpo de un animal distinto de un humano.

[0034] El1 término “polinucledétido aislado” tal como se
usa en la presente significa un polinucledétido de origen
gendémico, de cADN, o sintético o una de sus combinaciones,
por las cuales en virtud de su origen el “polinucledtido
aislado” (1) no se asocia con la totalidad o una porcidn de
polinucledétidos con los cuales el “polinucledétido aislado”
se encuentra en la naturaleza, (2) esta ligado
operativamente a un polinucledétido al cual no estd ligado
en la naturaleza, o (3) no aparece en la naturaleza como
parte de una secuencia mas grande.

[0035] E1 término “proteina aislada”, “polipéptido
aislado” o “anticuerpo aislado” se refiere a una proteina,
un polipéptido o un anticuerpo que en virtud de su origen o
fuente de derivacidén: (1) no estd asociado con componentes
naturalmente asociados que lo acompafnan en su estado
nativo; (2) estd libre de otras proteinas provenientes de
la misma especie; (3) es expresada por una célula
proveniente de una especie diferente; o (4) no existe en la
naturaleza. En consecuencia, un polipéptido que, por
ejemplo, es sintetizado quimicamente o sintetizado en un
sistema celular diferente de la célula de la cual se
origina naturalmente se “aisla” de sus componentes
naturalmente asociados. Una proteina también se puede
transformar en sustancialmente libre de componentes
naturalmente asociados por aislamiento, mediante el uso de

cualquier técnica adecuada de purificacién de proteinas.
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[0036] Los ejemplos de anticuerpos aislados incluyen
un anticuerpo IL-6 que ha sido purificado por afinidad
mediante el uso de IL-6, y un anticuerpo IL-6 que ha sido
sintetizado por una linea celular in vitro.

[0037] E1 término “Kp” se refiere a la constante de
equilibrio de afinidad de unién de una interaccidn
particular de anticuerpo-antigeno. Se dice que un
anticuerpo se fija especificamente a un antigeno cuando la
Kp es £ 1 mM, con preferencia < 100 nM, y con maxima
preferencia < 10 nM. Una constante de afinidad de unién Kp
se puede medir por resonancia de plasmdén de superficie, por
ejemplo mediante el uso del sistema BIACORE™ tal como se
analiza en el EJEMPLO 7.

[0038] E1 término “kqss” se refiere a la constante de
velocidad de disociacién de una interaccidén particular de
anticuerpo-antigeno. Una constante de velocidad de
disociacién kyer se puede medir por resonancia de plasmdédn de
superficie, por ejemplo mediante el uso del sistema
BIACORE™ tal como se analiza en el EJEMPLO 7.

[0039] El1 término “nucledtidos naturales” tal como se
usa en la presente incluye desoxirribonucledétidos vy
ribonucledétidos. El1 término *“nucledétidos modificados” tal
como se usa en la presente incluye, por ejemplo,
nucledtidos con grupos azucar modificados o sustituidos. El1
término “enlaces de oligonucledétidos” referido en 1la
presente incluye enlaces de oligonucleétidos tales como,
por ejemplo, fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenioato, fosforodiselenioato, fosforoanilotioato,
fosforaniladato, fosforoamidato. Un oligonucledétido puede
incluir un rétulo para su deteccidén, si se desea.

[0040] Las secuencias “ligadas operativamente”

incluyen las secuencias de control de la expresidén que son
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contiguas al gen de interés y las secuencias de control de
la expresidén que actian en trans o a distancia para
controlar el gen de interés.

[0041] La expresidén “porcentaje de identidad de
secuencia” en el contexto de las secuencias de Aacidos
nucleicos significa los residuos en dos secuencias gque son
iguales cuando se alinean para un maximo de
correspondencia. La longitud de la comparacién de identidad
de secuencia puede ser de al menos aproximadamente nueve
nucledtidos, usualmente al menos aproximadamente 18
nucledétidos, mads usualmente al menos aproximadamente 24
nucledétidos, en general al menos aproximadamente 28
nucledétidos, mds en general al menos aproximadamente 32
nucledétidos, y al menos aproximadamente 36, 48 o mas
nucledétidos. Hay numerosos algoritmos diferentes conocidos
en la técnica que se pueden usar para medir la identidad de
la secuencia de nucledtidos. Por ejemplo, las secuencias de
polinucledétidos se pueden comparar mediante el uso de
FASTA, Gap o Bestfit, los cuales son programas en Wisconsin
Package Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG),
Madison, Wisconsin. FASTA, incluye, por ejemplo, 1los
programas FASTA2 y FASTA3, para proveer alineamientos vy
porcentaje de identidad de secuencia de las regiones de
mayor superposicidén entre las secuencias incdgnita y de
bisqueda (Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990);
Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000); Pearson,
Methods Enzymol. 266:227-258 (1996); Pearson, J. Mol. Biol.
276:71-84 (1998) ; incorporados en la presente por
referencia). Generalmente se usan pardmetros
predeterminados para un programa o algoritmo particular.
Por ejemplo, el porcentaje de identidad de secuencia entre

las secuencias de &acidos nucleicos se puede determinar
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mediante el uso de FASTA con sus parametros predeterminados
(un tamano de palabra de 6 y el factor NOPAM para la matriz
de calificacidén) o mediante el uso de Gap con parametros
predeterminados tal como se provee en GCG Versidén 6.1,
incorporado en la presente por referencia.

[0042] Una referencia a una secuencia de nucledtidos
abarca su complemento a menos que se especifique otra cosa.
En consecuencia, una referencia a un 4&cido nucleico que
tiene una secuencia particular se debe entender que abarca
su cadena complementaria, con su secuencia complementaria.

[0043] La expresidén “porcentaje de identidad de
secuencia” en el contexto de secuencias de aminoacidos
significa los residuos en las dos secuencias que son
iguales cuando se alinean para el maximo de
correspondencia. La longitud de la comparacidén de la
identidad de secuencia puede ser de mas de al menos
aproximadamente cinco aminodacidos, usualmente al menos
aproximadamente 20 aminodcidos, méds usualmente al menos
aproximadamente 30 aminodcidos, generalmente al menos
aproximadamente 50 aminocdcidos, mas en general al menos
aproximadamente 100 aminocdcidos, vy aun mads en general
aproximadamente 150, 200 o méds aminodcidos. Hay numerosos
algoritmos diferentes conocidos en la técnica que se pueden
usar para medir la identidad de la secuencia de
aminodcidos. Por ejemplo, las secuencias de aminodcidos se
pueden comparar mediante el uso de FASTA, Gap o Bestfit,
los cuales son programas en Wisconsin Package Version 10.0,
Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin.

[0044] La identidad de secuencia para polipéptidos
generalmente se mide mediante el uso de software de
andlisis de secuencias. El software de andlisis de

proteinas hace coincidir las secuencias mediante el uso de
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medidas de similitud asignadas a diversas sustituciones,
deleciones y otras modificaciones, incluso sustituciones
conservadoras de aminodcidos. Por ejemplo, GCG contiene
programas tales como “Gap” y “Bestfit”, los cuales se
pueden usar con parametros predeterminados tal como se
especifica en los programas para determinar la homologia de
secuencia o la identidad de secuencia entre polipéptidos
estrechamente relacionados, tales como polipéptidos
homélogos provenientes de diferentes especies de organismos
o0 entre una proteina de tipo salvaje y uno de sus anadlogos.
Ver, por ejemplo, GCG Versidén 6.1 (Universidad de
Wisconsin, WI). Las secuencias de polipéptido también se
pueden comparar mediante el uso de FASTA usando pardmetros
predeterminados o recomendados, ver GCG Versidén 6.1. FASTA
(por ejemplo, FASTA2 y FASTA3) que proveen alineamientos y
porcentajes de identidad de secuencia de las regiones de
mejor superposicidén entre las secuencias incdgnita y de
bisqueda (Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990);
Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000)). Otro
algoritmo para comparar una secuencia con una base de datos
que contiene una gran cantidad de secuencias provenientes
de diferentes organismos es el programa de computadora
BLAST, especialmente blastp o tblastn, mediante el uso de
parametros predeterminados tales como los provistos con los
programas. Ver, por ejemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403-410 (1990); Altschul et al., Nucleic Acid Res.
25:3389-402 (1997).

1.

[0045] La expresién “célula huésped recombinante” (o
simplemente *“célula huésped”), tal como se usa en la
presente, significa una célula en la cual se ha introducido
un vector de expresidén recombinante. Se debe entender que

“célula huésped recombinante” y “célula huésped” significan
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no sdélo la célula sujeto particular, sino también la
progenie de dicha célula. Dado que se pueden producir
ciertas modificaciones en posteriores generaciones debidas
a la mutacidén o a influencias del ambiente, de hecho dicha
progenie puede no ser idéntica a la célula progenitora,
pero aun asi se incluye en el alcance del término “célula
huésped” tal como se usa en la presente.

[0046] Una proteina o un polipéptido es
“sustancialmente puro”, “sustancialmente homogéneo” o)
“sustancialmente purificado” cuando al menos
aproximadamente 60 a 75% de una muestra exhibe una unica
especie de polipéptido. El polipéptido o la proteina pueden
ser monomérico o multimérico. Un polipéptido o una proteina
sustancialmente puro generalmente puede comprender
aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80% o 90% p/p de una muestra
de proteina, mds usualmente de aproximadamente 95%, y con
preferencia puede ser de mas de 99% puro. La pureza o la
homogeneidad de la proteina puede estar indicada por
cualgquier medio adecuado, tal como electroforesis en gel de
poliacrilamida de una muestra de proteina, seguido de la
visualizacién de una uUnica banda de polipéptido luego de la
tincidén del con una tintura. Como apreciara un experto en
la técnica, se puede proveer mayor resolucidén mediante el
uso de HPLC u otros medios de purificacién.

[0047] La expresidn “sustancial similitud” o}
“sustancial similitud de secuencia” en referencia a un
dcido nucleico o su fragmento correspondiente, significa
que cuando se alinean O¢ptimamente con inserciones o
deleciones de nucledtido adecuadas con otro acido nucleico
(o su cadena complementaria), hay una identidad de
secuencia de nucledétidos en al menos aproximadamente 85%,

al menos aproximadamente 90%, y al menos aproximadamente
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95%, 96%, 97%, 98% o 99% de las bases de nucledtidos, tal
como se mide mediante cualquier algoritmo de identidad de
secuencia bien conocido, tales como FASTA, BLAST o Gap,
como se analizd con anterioridad.

[0048] Tal como se aplica a polipéptidos, La expresidn
“sustancial identidad” o “sustancial similitud” significa
que dos secuencias de aminodcidos, cuando se alinean
6ptimamente, tales como mediante los programas GAP o
BESTFIT mediante el uso de pesos de brechas predeterminados
tal como se provee en los programas, comparten al menos
70%, 75% o 80% de identidad de secuencia, con preferencia
al menos 90% o 95% de identidad de secuencia, y con mayor
preferencia al menos 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia. En ciertas formas de realizacidn, las posiciones
de los residuos que no son idénticos difieren por
sustituciones conservadoras de aminodcidos.

[0049] La expresidn “resonancia de plasmdédn de
superficie” se refiere a un fendmeno oéptico que permite el
andlisis de las interacciones bioespecificas de tiempo real
por deteccidén de alteraciones de las concentraciones de
proteinas dentro de una matriz de Dbiosensor, por ejemplo
mediante el uso del sistema BIACORE™ (Pharmacia Biosensor
AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, N. J.). Para ulteriores
descripciones, ver Johnsson U. et al., Ann. Biol. Clin.
51:19-26 (1993); Johnsson U. et al., Biotechniques 11:620-
627 (1991); Johnsson B. et al., J. Mol. Recognit. 8:125-131
(1995); vy Johnsson B. et al., Anal. Biochem. 198:268-277
(1991) .

[0050] Una *“cantidad terapéuticamente efectiva” se
refiere a la cantidad de un agente terapéutico que se
administra y que alivia en cierto grado uno o mas de los

sintomas del trastorno tratado. En referencia al
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tratamiento de artritis reumatoidea, una cantidad
terapéuticamente efectiva se refiere a 1la cantidad que
tiene al menos uno de los siguientes efectos: reducir el
dafio estructural de las articulaciones; inhibir (es decir,
frenar en cierto grado, con preferencia detener) la
acumulacidén de fluido en la zona de la articulaciédn; vy
aliviar en cierto grado (o, con preferencia, eliminar) uno
o mads sintomas asociados con artritis reumatoidea.

[0051] “Tratar”, “tratado” y “tratamiento” se refieren
a un método para aliviar o reducir un trastorno bioldgico
y/o sus sintomas accesorios.

[0052] E1 término “utiliza” con referencia a un gen
particular significa que la secuencia de aminodcidos de una
regién particular en un anticuerpo se derivé en Uultima
instancia de dicho gen durante la maduracidén de las células
B. Por ejemplo, la frase *“una secuencia de aminocdcidos de
una regidén variable de una cadena pesada que utiliza un gen
de la familia de Vyg—3 humana” se refiere a la situacidn en
la cual la regidén Vy del anticuerpo fue derivada de 1la
familia VH-3 de segmentos génicos durante la maduracién de
las células B. En las células B humanas hay méds de 30 genes
funcionales diferenciados de cadena pesada variable con los
cuales generar anticuerpos. El uso de un gen particular de
cadena pesada variable, en consecuencia, indica un motivo
de unidén de la interaccidén anticuerpo-antigeno con respecto
a las propiedades combinadas de la fijacidén del antigeno y
la actividad funcional. Tal como se apreciarad, el analisis
de wutilizacidén de genes provee sdélo una visidédn general
limitada de la estructura de los anticuerpos. A medida que
las células B humanas generan en forma estocdstica
transcripciones de cadenas pesadas V-D-J o cadenas livianas

V-J kappa, hay una cantidad de procesos secundarios dque
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ocurren, incluso sin limitacidén, hipermutacidn somdtica,
adiciones, y extensiones de CDR3. Ver, por ejemplo, Mendez
et al. Nature Genetics 15:146-156 (1997).

[0053] El1 término “vector”, tal como se usa en la
presente, significa una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro 4&cido nucleico al cual se ha unido. En
algunos casos, el vector es un plésmido, es decir una
porcidén de ADN circular bicatenario a la cual se pueden
ligar segmentos adicionales de ADN. Por ejemplo, el vector
es un vector viral, en donde se pueden ligar segmentos
adicionales de ADN al genoma viral. En otro caso, 1los
vectores son capaces de replicacién autdédnoma en una célula
huésped a la cual se introducen (por ejemplo, vectores
bacterianos que tienen un origen de replicacidén bacteriano
y vectores episomales de mamifero). En otro ejemplo, 1los
vectores (por ejemplo, vectores no episomales de mamifero)
se pueden integrar en el genoma de una célula huésped luego
de la introduccidén en la célula huésped, y asi se replica
junto con el genoma del huésped. Mas aun, ciertos vectores
son capaces de dirigir la expresidén de genes a los cuales
estdn ligados operativamente. Dichos vectores se refieren
en la presente como “vectores de expresidén recombinantes”
(o simplemente, “vectores de expresidén”).

[0054] Los términos “rdétulo” o *“rotulado” se refieren
a la incorporacién de otra molécula en el anticuerpo. Por
ejemplo, el rdétulo es una marca detectable, por ejemplo, la
incorporacién de un aminocdcido con rétulo radiactivo o la
adhesidén a un polipéptido de restos biotinilo que pueden
ser detectados mediante avidina marcada (por ejemplo,
estreptavidina que contiene un marcador fluorescente o una
actividad enzimatica que puede ser detectada mediante

métodos oépticos o colorimétricos). En otra forma de
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realizacién, el roétulo o marcador puede ser terapéutico,
por ejemplo, un conjugado de fdrmaco o toxina. En la
técnica se conocen y se pueden usar diversos métodos de
rotulado de polipéptidos y glucoproteinas. Los ejemplos de
rétulos para polipéptidos incluyen, sin limitaciones, 1los
siguientes: radioisdétopos o radionucleidos (por ejemplo,
3y, ¢, BN, g, Oy, %9rc, lrp, 1257, BTy rétulos
fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fésforos

lanténidos), rdétulos enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa

de rabano, f-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa
alcalina), marcadores gquimioluminiscentes, grupos
biotinilo, epitopos predeterminados de polipéptidos
reconocidos por informadores secundarios (por ejemplo,

secuencias de par de cierres de leucina, sitios de unidn
para anticuerpos secundarios, dominios fijadores de metal,
rétulos de epitopo), agentes magnéticos tales como quelatos
de gadolinio, toxinas tales como toxina pertussis, taxol,
citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina,
mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, 1l-deshidrotestosterona, glucocorticoides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina y
sus andlogos u homdélogos. En algunos casos, los rodétulos
estdn adosados mediante brazos espaciadores de diversas
longitudes a fin de reducir posibles impedimentos

estéricos.

Métodos de uso terapéutico

[0055] También se proveen métodos para inhibir la
actividad de IL-6 a través de la administracidédn de un

anticuerpo IL-6 a un paciente que lo necesite. Cualqguiera
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de los anticuerpos o sus porciones fijadoras de antigeno
correspondientes descritas en la presente se puede usar
terapéuticamente. En una forma de realizacidén preferida, el
anticuerpo IL-6 es un anticuerpo humano, gquimérico o
humanizado. En otra forma preferida de realizacidén, la IL-6
es humana y el paciente es un paciente humano.
Alternativamente, el paciente puede ser un mamifero que
exprese una IL-6 con al cual el anticuerpo IL-6 tiene
reacciones cruzadas. El anticuerpo se puede administrar a
un mamifero no humano que expresa los propdésitos de la IL-6
o como un modelo animal de enfermedad humana. Dichos
modelos animales se pueden usar para demostrar la eficacia
terapéutica de los anticuerpos.

[0056] Un anticuerpo IL-6 o su porcidén de anticuerpo
se puede administras a un paciente gque exprese niveles
anormalmente elevados de IL-6. El anticuerpo se puede
administrar una vez, o0 se puede administrar multiples
veces. El anticuerpo se puede administrar desde tres veces
al dia hasta wuna vez cada seis meses O mas. La
administracién puede ser segln un esquema tal como tres
veces diarias, dos veces diarias, una vez diaria, una vez
cada dos dias, una vez cada tres dias, una vez por semana,
una vez cada dos semanas, una vez por mes, una vez cada dos
meses, una vez cada tres meses y una vez cada seis meses.
El anticuerpo también se puede administrar continuamente a
través de una minibomba. El1 anticuerpo se puede administrar
por una via mucosa, bucal, intranasal, inhalable,
intravenosa, subcutédnea, intramuscular, parenteral, o
intratumoral. El anticuerpo se puede administrar una vez,
al menos dos veces o al menos durante el periodo hasta que
la condicién sea tratada, paliada o curada. El1 anticuerpo

generalmente se administra durante todo el periodo en que
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esté presente la condicidén. El1 anticuerpo generalmente se
administra como parte de una composicidédn farmacéutica tal
como se describe en la presente. La dosificacidén del
anticuerpo generalmente estard en el rango desde 0,1 hasta
100 mg/kg, 0,5 hasta 50 mg/kg, 1 hasta 20 mg/kg, y 1 hasta
10 mg/kg. La concentracidén sérica del anticuerpo se puede
medir por cualquier método adecuado.

[0057] También se proveen métodos para el tratamiento
de infiltracidén celular anormal en un mamifero, incluso un
humano, que comprende administrar al mamifero una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo IL-6 o su
porcidén fijadora de antigeno correspondiente, tal como se
describe en la presente, que sea efectiva para el
tratamiento de la infiltracidén celular anormal.

[0058] Los anticuerpos IL-6 o sus porciones fijadoras
de antigeno correspondientes se pueden usar para tratar
artritis reumatoidea. También se pueden usar para tratar
otras enfermedades en las cuales estd implicada la IL-6.
Los ejemplos de otras enfermedades que se pueden tratar
mediante el uso de los anticuerpos IL-6 o0 sus porciones
fijadoras de antigeno correspondientes incluyen
osteocartritis, particularmente el dolor asociado con
osteocartritis, enfermedad de Castleman, artritis Jjuvenil
idiopéatica, enfermedad de Still de inicio en el adulto,
osteoporosis, sepsis, mieloma multiple, carcinoma de
células renales, y enfermedad de Crohn.

[0059] Algunas de las enfermedades dgue se pueden
tratar con los anticuerpos o sus porciones fijadoras de
antigeno correspondientes se analizan a continuaciédn.

[0060] Artritis reumatoidea (RA) se considera una
enfermedad autoinmune e inflamatoria crdénica gque produce

articulaciones inflamadas, las cuales por uUltimo aumentan
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de tamafio, se tornan dolorosas, y experimentan degradacidn
del cartilago, el hueso, y los ligamentos de la
articulacidn. Una consecuencia de RA es la deformidad, la
inestabilidad, vy 1la rigidez de 1la articulacién vy la
cicatrizacidén dentro de la articulacidén. Las articulaciones
se deterioran a una velocidad muy variable. Muchos
factores, incluso la predisposicidén genética, pueden
influir sobre el patrdn de la enfermedad. Las personas con
artritis reumatoidea pueden tener un curso leve,
ocasionales brotes con largos periodos de remisiones sin
enfermedad, o una enfermedad con progresidén constante, que
puede ser lenta o rdpida. La artritis reumatoidea puede ser
de inicio repentino, en donde muchas articulaciones
presentan inflamacién al mismo tiempo. Con mayor
frecuencia, es de inicio insidioso, que gradualmente afecta
diferentes articulaciones. Usualmente, la inflamacidn es
simétrica, con afeccidn de las articulaciones de ambos
lados del cuerpo. Generalmente, se inflaman primero las
pequenas articulaciones de los dedos de las manos y de los
pies, las manos, los pies, las munecas, los codos, y los
tobillos, seguidas de las rodillas y las caderas.

[0061] ELl dolor de la artritis reumatoidea
generalmente es un dolor articular nociceptivo soméatico.
Las munecas tumefactas pueden pinzar un nervio y causar
insensibilidad o parestesias debido al sindrome del tunel
carpiano. Se pueden desarrollar quistes detrds de las
rodillas afectadas, los cuales se pueden romper Yy causar
dolor 'y tumefaccidén de las extremidades inferiores
distales.

[0062] La osteocartritis se caracteriza por la pérdida
del cartilago articular e hipertrofia del hueso. El inicio

de la osteocartritis usualmente es gradual, con dolor como
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sintoma temprano comun. A medida que progresa la
osteoartritis disminuye el movimiento de la articulacidn, y
se puede producir sensibilidad y sensaciones &asperas. La
osteoartritis cominmente afecta las manos, los pies, la
columna vertebral, y las articulaciones que soportan
grandes pesos, tales como las caderas y las rodillas. E1
diagndstico de osteocartritis generalmente se basa sobre los
sintomas o por rayos X, los cuales pueden mostrar el
estrechamiento del espacio articular, el aumento de la
densidad del hueso subcondral, la formacidén de osteofitos
en la periferia de las articulaciones, y la formacién de
seudoquistes en la columna subcondral. Se realizan pruebas
en sangre para excluir otras condiciones que pueden simular
la osteoartritis. Ademéas, para el diagndéstico de
osteoartritis se puede efectuar artrocentesis, por lo cual
se usa una aguja estéril para extraer liquido articular. E1
andlisis del liquido articular es util para excluir gota,
infeccidén, y otras causas de artritis. La osteocartritis
también ser denomina enfermedad degenerativa articular,
artritis degenerativa, u osteocartritis.

[0063] El1 sindrome de Reiter (artritis reactiva) es
una inflamacién de las articulaciones y las inserciones de
los tendones en las articulaciones, a menudo acompanada de
inflamacién de la conjuntiva ocular y de las membranas
mucosas, tales como las de la boca y el tracto
genitourinario, y por una erupcién diferenciada. E1
sindrome de Reiter también se denomina artritis reactiva
porque la inflamacidén articular parece ser una reaccién
contra una infeccidén que se origina en el intestino o el
tracto genital. Este sindrome es mds comin en varones de 20
a 40 anos de edad. Hay dos formas de sindrome de Reiter:

una ocurre con enfermedades de transmisidén sexual tales
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como a infeccidén por clamidias y la otra usualmente sigue a

una infeccién intestinal tal como shigellosis o)
salmonellosis. (La mayoria de las personas que tienen estas
infecciones no desarrollan sindrome de Reiter.) Las

personas que desarrollan sindrome de Reiter después de la
exposicidn a estas infecciones parecen tener una
predisposicidén genética a este tipo de reaccidn,
relacionada en parte con el mismo gen que se encuentra en
personas con espondilitis anquilosante.

[0064] La artritis infecciosa es una inflamacidén de
una articulacién que es el resultado de una infeccidn
bacteriana, fungica, o viral de los tejidos sinoviales o
periarticulares. Los factores de riesgo de artritis
infecciosa incluyen la edad avanzada (es decir, mayores de
60 afnos); alcoholismo; anemia; artrocentesis o cirugia;
enfermedad médica crénica (por ejemplo, enfermedad pulmonar
o hepédtica); diabetes; hemofilia; inmunodeficiencia,
incluso HIV; terapia inmunosupresora, incluso
corticosteroides; uso de drogas 1IV; enfermedades malignas;
implante de prdétesis articulares; insuficiencia renal;
artritis reumatoidea; enfermedad de células falciformes;
infecciones cutédneas; y lupus eritematoso sistémico. Los
pacientes con artritis reumatoidea estdn en situacidn de
riesgo particularmente incrementado de artritis bacteriana.
Las infecciones articulares pueden ser agudas, con inicio
repentino de dolor y tumefaccidén articular (por ejemplo,
dentro de ©pocas horas a pocos dias), o crénica, con
desarrollo 1insidioso de sintomas mds leves. La artritis
bacteriana aguda generalmente viene acompafada de dolor
articular moderado a severo, calor, sensibilidad vy
movilidad restringida. La artritis Dbacteriana crénica

generalmente es acompafiada de tumefaccidén gradual, calor
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leve, enrojecimiento minimo o nulo de la zona articular, y
dolor localizado, que puede ser leve.

[0065] La artritis psoridsica es una artritis
inflamatorio que afecta las articulaciones y aparece en una
minoria de los pacientes con psoriasis y en forma creciente
en algunos pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). La artritis psoridsica puede ser leve o
puede producir severas deformaciones articulares dque se
asemejan a los cambios articulares observados en la
artritis reumatoidea. Las articulaciones que pueden estar
afectadas por la artritis psoridsica incluyen las
articulaciones interfaldngicas distales (DIP) de los dedos
de las manos y de los pies, y comunmente el compromiso
asimétrico de las articulaciones grandes y pequefas tales
como el sacroiliaco y la columna vertebral. La psoriasis de
la piel o las unas puede preceder o seguir al compromiso
articular. El1l curso temporal de la artritis psoridsica se
caracteriza por las exacerbaciones y remisiones artriticas
que pueden o no coincidir con exacerbaciones y remisiones
cutédneas, y puede haber progresidén a artritis crédnica. E1
diagndéstico incluye un diagnéstico de psoriasis,
antecedentes familiares de psoriasis, hallazgos
radioldgicos que muestren compromiso de las articulaciones
DIP, compromiso de las articulaciones grandes asimétricas,
una prueba sanguinea negativa de factor reumatoide para
descartar artritis reumatoidea, y en algunos pacientes, la
presencia de antigeno HLA-B27, especialmente cuando hay
compromiso de la columna vertebral.

[0066] La poliartritis es cualquier tipo de artritis
que incluya cinco o mds articulaciones. La artritis de dos,
tres o cuatro articulaciones se denomina oligoartritis o

pauciartritis. La poliartritis es causada con mayor
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frecuencia por un trastorno autoinmune tal como artritis
reumatoidea, artritis psoridsica, o lupus eritematoso, pero
también puede ser causada por infecciones. La poliartritis
puede ser experimentada a cualgquier edad y no es especifica
de sexo.

[0067] La artritis juvenil es una artritis que
comienza antes de los 16 afos de edad. Hay varios tipos
diferentes de artritis Jjuvenil. El1 tipo mds comin es la
artritis reumatoidea Jjuvenil (JRA), también denominada
artritis Jjuvenil idiopédtica. JRA incluye JRA de 1inicio
sistémico, JRA pauciarticular, gue incluye menos de cinco
articulaciones, y JRA poliarticular, que afecta a cinco o
mas articulaciones. E1l diagndéstico de JRA implica
considerar los sintomas, tomar radiografias vy realizar
andlisis de sangre. Las pruebas especificas que un médico
puede usar para el diagnéstico de JRA incluyen recuento
sanguineo complete, cultivos sanguineos para infecciones,
exdmenes de médula O6sea, examen de la velocidad de
eritrosedimentacidén, determinacidén de anticuerpo de factor
reumatoideo, determinacidén de anticuerpo antinuclear, vy
barridos &seos.

[0068] La artritis reumatoidea juvenil es una
inflamacidén persistente o recurrente de las articulaciones
similar a la artritis reumatoidea, pero que comienza antes
de los 16 afos de edad y se caracteriza por inflamacidén de
las articulaciones o el tejido conectivo. Hay varios tipos
de artritis reumatoidea juvenil, los cuales se determinan
por los sintomas que desarrollan durante el primer mes de
la enfermedad y de la cantidad de articulaciones que estan
afectadas. Estos tipos incluyen artritis reumatoidea
pauciarticular juvenil, poliartritis, y enfermedad

sistémica (enfermedad de Still). En la artritis reumatoidea
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pauciarticular juvenil, estan afectadas cuatro o menos
articulaciones, usualmente las de la ©pierna. En la
poliartritis, estdn afectadas cinco o mas (a veces hasta 20
a 40) articulaciones. En la enfermedad sistémica
(enfermedad de Still), pueden estar afectadas cualquier
cantidad de articulaciones.

[0069] La artritis reactiva juvenil es una inflamacidn
persistente o recurrente de las articulaciones similar a la
artritis reactiva pero que comienza antes de los 16 anos de
edad.

[0070] La artritis psoridsica juvenil artritis
psoridsica que comienza antes de los l6afios de edad en un
paciente y se caracteriza por la presencia de artritis
crénica y psoriasis; o artritis crénica y al menos dos de
los siguientes: dactilitia, anomalias de las wuflas (por
ejemplo, formacidédn de fositas u onicolisis), y antecedentes
familiares de psoriasis en al menos un familia inmediato.
Al igual que en los adultos con artritisprosidsica, la
artritis puede preceder la condicidén cutdnea. El1 patrdn
predominante en el inicio de la artritis psoridsica juvenil
es una oligoartritis asimétrica de las pequefias y grandes
articulaciones, a menudo con dactilitia.

[0071] En un aspecto, el trastorno mediado por IL-6 se
caracteriza por fibrosis. El1 término “fibrosis” tal como se
usa en la presente se refiere a una condicidén patoldgica
caracterizada por el depdsito excesivo y el metabolismo de
material fibrdético (por ejemplo, matriz extracelular) en
respuesta a dafo del tejido. En muchos casos, la fibrosis
representa un proceso de reparacién normal (es decir la
curacién de heridas) desbocada debida a un ataque crdénico o
excesivo del tejido que conduce a la acumulacién de

fibroblastos o la activacidén y la proliferacidén de las
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células estrelladas, y la acumulacidén de coldgeno. Las
condiciones de fibrosis incluyen trastornos
fibroproliferativos asociados con enfermedades vasculares,
tales como enfermedad cardiaca, enfermedad cerebral, vy
enfermedad vascular periférica, asi como de todos 1los
tejidos principales y sistemas organicos tales como el ojo,
la piel, el rifién, el pulmén, el intestino y el higado
(Wynn, Nature Reviews 4:583-594 (2004); Bataller, R vy
Brenner, D., J. Clin. Invest. 115:209-218 (2005)). Otras
fuentes son los farmacos quimioterdpicos, la fibrosis
inducida por radiacién, y las lesiones y quemaduras. Aungque
las condiciones de fibrosis cubren un amplio grupo de
patologias, se cree que para la mayoria de estas
condiciones, los mecanismos generales conducentes a la
acumulacién de tejido fibrético pueden tener muchos
elementos en comin. A menudo, la condicidédn se inicia en
respuesta a un influjo de células inflamatorias y se
perpetla por las posteriores vias de senales de citoquina
entre las células infiltradas (por ejemplo, macréfagos,
células T) y las células residentes dentro del tejido (por
ejemplo, estrelladas, miofibroblastos, células de Kupffer).
Ademés, los pericitos con un tipo celular fibrogénico clave
que interviene en el desarrollo de esclerodermia y se ha
demostrado que los inhibidores de receptor de tirosina
quinasa PDGF (RTKI) frenan la proliferacidén de pericitos y
suprimen las lesiones <cutdneas en pacientes con esta
enfermedad progresiva. En el rifdn, la infiltracién
leucocitaria juega un papel importante en la mediacidén de
la inflamacidén tubulointersticial vy la fibrosis en la
enfermedad renal crénica.

[0072] Tal como se usa en la presente, el término

“fibrosis” también se usa como sindnimo de “acumulacidn de
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fibroblastos y depdsito de coldgeno”. Los fibroblastos son
células de tejido conectivo que estdn dispersas en el
tejido conectivo de todo el organismo. Los fibroblastos
secretan una matriz extracelular no rigida que contiene
coldgeno de tipo I y/o de tipo III. En respuesta a una
lesién de un tejido, los fibroblastos cercanos o las
células estrelladas migran hacia la herida, proliferan, vy
producen grandes cantidades de matriz extracelular
colagenoso. El1 coldgeno es una proteina fibrosa rica en
glicina y prolina que es uno de los principales componentes
de la matriz extracelular y el tejido conectivo, el
cartilago y el hueso. Las moléculas de coldgeno son
estructuras helicoidales tricatenarias denominadas cadenas
o, las cuales se arrollan una alrededor de la otra en una
hélice en forma de soga. El1 coldgeno existe de diversas
formas o tipos; de ellos, el tipo I es el mds comin y se
encuentra en la piel, los tendones y el hueso; y el tipo
III se encuentra en la piel, los vasos sanguineos, y 1los
6rganos internos. Los ejemplos de condiciones de fibrosis
incluyen sin limitaciones
(I) enfermedades pulmonares asociadas con fibrosis, por
ejemplo, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis
inducida por radiacidn, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), esclerodermia, fibrosis
pulmonar inducida por Dbleomicina, asma crdnico,
silicosis, fibrosis pulmonar inducida por asbesto,
lesidén pulmonar aguda y distrés respiratorio agudo
(incluso inducida por neumonia bacteriana, inducida
por traumatismo, inducida por neumonia wviral,
inducida por ventilador, inducida por sepsis no

pulmonar, e inducida por aspiracién) ;



37

(ITI) Neuropatias crdénicas asociadas con lesidén /fibrosis
(fibrosis renal), por ejemplo, lupus, diabetes,
esclerodermia, glomerulonefritis, esclerosis
glomerular focal segmentaria, nefropatia por Iga,
hipertensidén, aloinjertos, 1lupus, vy sindrome de
Alport;

(II1) Fibrosis intestinal, por ejemplo, esclerodermia,
y fibrosis intestinal inducida por radiacidn;

(IV) Fibrosis hepatica, por ejemplo, cirrosis, fibrosis

hepdtica inducida por alcohol, esteatohepatitis no

alcohdélica (NASH) , lesidn de los conductos
biliares, cirrosis biliar primaria, fibrosis
hepdtica inducida por infeccidén o viral (por

ejemplo, infeccidén crénica por HCV), vy hepatitis
autoinmune;

(V) Fibrosis de cabeza y cuello, por ejemplo, inducida
por radiacidn;

(VI) Cicatrizacién de la cdérnea, por ejemplo, LASIX™,
trasplante de cérnea, y trabeculectomia;

(VII) Cicatrizacidn hipertrdéfica y queloide, por
ejemplo, inducida por gquemaduras y quirurgica; vy
otras enfermedades fibréticas, por ejemplo,
sarcoidosis, esclerodermia, lesidén/fibrosis de la
columna vertebral, mielofibrosis, reestenosis
vascular, aterosclerosis, granulomatosis de
Wegener, enfermedad mixta del tejido conectivo, vy

enfermedad de Peyronie.

[0073] E1 término “fibromialgia” también se denomina
sindrome de fibromialgia. El1l criterio de clasificacidén del
American College de Rheumatology (ACR) de 1990 para

fibromialgia incluye antecedentes de dolor crénico
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ampliamente diseminado durante més de tres meses, vy la
presencia de dolor en 11 (o més) de 18 puntos sensibles al
examen fisico, en donde los puntos sensibles se encuentran
por encima y por debajo de la cintura y a ambos lados del
cuerpo (ver por ejemplo, Wolfe et al., Artritis Rheum.,
1990; 33:160-172) . Los pacientes con fibromialgia
generalmente presentan anomalias de la percepcidn del dolor
en la forma de alodinia (dolor en respuesta a un estimulo
normalmente no doloroso) e hiperalgesia (aumento de la
sensibilidad ante un estimulo doloroso). Los efectos en un
paciente humano se pueden evaluar mediante el uso de los
criterios de la ACR, una calificacidén total de un
cuestionario de indice de fibromialgias (FIQ), indices de
severidad del dolor (por ejemplo, escalas de dolor VAS o de
Likert) e interferencia, la cantidad de puntos dolorosos, o
una evaluacién del umbral del dolor.

[0074] Aunque el dolor crdénico ampliamente diseminado
es un sintoma de referencia de la fibromialgia, 1los
pacientes generalmente también exhiben otros sintomas,
incluso uno o mas de los siguientes: fatiga, alteraciones
del suefio, migrafia o cefaleas por tensidén, sindrome de

intestino irritable, cambios de 1la frecuencia wurinaria,

rigidez matutina, insensibilidad y parestesias,
dismenorrea, multiples sensibilidades a compuestos
quimicos, dificultad de concentracién, v problemas

circulatorios que afectan los pequefios vasos sanguineos de
la piel (fendémeno de Raynaud). Al igual gque con muchas
condiciones que causan dolor crdénico, los pacientes con
fibromialgia también pueden experimentar ansiedad,
depresidén o ambos inducidos por fibromialgia. En algunos

pacientes con fibromialgia, el clima frio, humedo, estrés
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emocional, exceso de ejercicio, y otros factores que
exacerban sus sintomas.

[0075] E1 dolor asociado con fibromialgia se refiere a
cualquier dolor asociado con sindrome de fibromialgia,
incluso el dolor crdénico ampliamente diseminado que es una
referencia de fibromialgia y dolor asociado con otros
sintomas de fibromialgia.

[0076] La espondilitis anquilosantes es una enfermedad
reumdtica que causa artritis de las articulaciones
vertebrales y sacroiliacas. Varia de episodios
intermitentes de dolor lumbar que aparece toda la vida a
enfermedad crénica severa que afecta la columna vertebral,
las articulaciones periféricas y otros oérganos del cuerpo.
Generalmente, los primeros sintomas son dolor frecuente y
rigidez 1lumbar inferior vy de las nalgas, dque avanza
gradualmente durante el curso de pocas semanas O meses. E1
dolor usualmente es sordo y difuso, en lugar de localizado.
La espondilitis anquilosante generalmente se diagnostica
mediante un exhaustivo examen fisico que incluye rayos X,
antecedentes médicos individuales, y antecedentes
familiares de espondilitis anquilosante, asi como
determinaciones sanguineas que incluyen una prueba de HLA-
B27.

[0077] La psoriasis es un trastorno inflamatorio
crénico de la piel que puede afligir a las personas de
todas las edades. Clinicamente, la psoriasis afecta con
mayor frecuencia la piel de 1los codos, rodillas, cuero
cabelludo, zonas lumbosacras, hendidura interglutea, o
glande del pene. La piel afectada por la psoriasis
generalmente contiene una o mas lesiones secas dJue
comprenden una placa bien demarcada, de color rosa a salmdén

cubierta por escamas de adhesidén laxa que se caracterizan
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por tener color blanco plateado. En aproximadamente 30% de
los pacientes «con psoriasis, las ufias también estéan
afectadas, por ejemplo, por formacién de fositas u
onicolisis. Todas las formas de psoriasis estéan
contempladas, incluso psoriasis anular y psoriasis anulada,
la cual también se denomina psoriasis circinada; psoriasis
artrépica; psoriasis difusa o psoriasis difundida;
psoriasis exfoliativa; psoriasis flexural; psoriasis
geografica; psoriasis girada; psoriasis numular; psoriasis
palmar; psoriasis punctata; vy una forma variante poco
frecuente denominada psoriasis pustular generalizada de
Zambusch o simplemente psoriasis pustular.
Morfoldgicamente, las lesiones establecidas de psoriasis
tienen caracteristicas histoldégicas bien conocidas tales
como engrosamiento de la epidermis y escamas
paraqueratdéticas. Patoldgicamente, en la actualidad se
piensa que la psoriasis es un trastorno autoinmune mediado
por células T. El inicio de 1la psoriasis usualmente es
gradual y el curso temporal caracteristico es de remisiones
y recurrencias crdénicas y, ocasionalmente, exacerbaciones
agudas. El diagndéstico de psoriasis se logra por evaluacidn
de los signos y sintomas clinicos del paciente y 1los
antecedentes familiares de psoriasis. El1 diagndéstico de
psoriasis por la inspeccidn visual de las lesiones cutaneas
de la piel del paciente rara vez presenta dificultad vy
usualmente es todo lo que se requiere para un diagndstico
completo. Sin embargo, en ocasiones se realiza el andlisis
histoldégico de una biopsia de piel para buscar signos de
psoriasis.

[0078] El1 lupus eritematoso sistémico (“SLE”), también
denominado lupus eritematoso diseminado, es un trastorno

inflamatorio crénico del tejido conectivo de causa
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desconocida que puede afectar las articulaciones, 1los
rinones, las superficies serosas, y las paredes de 1los
vasos, y que aparece predominantemente en mujeres jdévenes,
pero también en nifiocs. E1 90% de los casos de SLE ocurre en
mujeres. SLE puede comenzar abruptamente con fiebre que
simula una infeccidén aguda, o se puede desarrollar en forma
insidiosa durante meses o afos con episodios de fiebre vy
malestar. Los hallazgos 1niciales pueden ser cefaleas
vasculares, epilepsia o) psicosis. Pueden aparecer
manifestaciones que se pueden referir a cualquier sistema
orgdnico. Los sintomas articulares, que varian desde
artralgias intermitentes hasta poliartritis aguda, se
observan en aproximadamente el 90% de los pacientes vy
pueden existir durante afios antes de que aparezcan otras.
En la enfermedad prolongada, se pueden producir erosiones
de insercién capsular en las articulaciones
metacarpofaldngicas con marcada deformidad de la
articulacién secundaria, sin evidencias radioldgicas de
erosiones marginales obvias (artritis de Jaccoud). Sin
embargo, la mayoria de las poliartritis 1luUpicas son no
destructivas y no deformantes.

[0079] El1l lupus eritematoso sistémico es infrecuente a
edad inferior a 5 anos y la mayoria de los ninos con SLE
desarrollan la enfermedad durante 1la adolescencia. Los
signos y sintomas de SLE Jjuvenil son similares a los de
adultos. Sin embargo, los niflos tienen un nivel de
transicidén particularmente elevado desde la enfermedad
discoide a la sistémica.

[0080] La gota (también denominada artritis gotosa) es
una artritis recurrente aguda o crénica de las
articulaciones periféricas que resulta de la acumulacidn en

el organismo de demasiado &cido Urico, el cual forma
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cristales que se depositan en las articulaciones y causan
inflamacidn. Durante un ataque agudo de gota hay
tumefaccidn, inflamaciédn, v dolor extremo en una
articulacién, con frecuencia la del dedo gordo del pie. La
gota crdénica se puede establecer después de varios afios de
ataques, con daho permanente y deformacién de las
articulaciones y destruccidén de las células de los rifiones.
En la mayoria de los casos ocurre en varones y el primer
ataque rara vez ocurre antes de los 30 anos de edad.

[0081] E1 término espondiloartropatia indiferenciada
(USpA) se usa para describir los sintomas y signos de
espondilitis en las personas que no cumplen los criterios
para un diagndéstico definitivo de espondilitis anquilosante
o una enfermedad relacionada. En la familia de 1las
espondiloartropatias se incluyen gran cantidad de sindromes
bien establecidos, que incluyen espondilitis anquilosantes,
artritis psoridsica, la artritis de enfermedad inflamatoria
intestinal, el sindrome de Reiter, la artritis reactiva
crénica y la artritis juvenil relacionada con entesitis.
Con el tiempo, algunas personas con USpA desarrollan un
tipo bien definido de espondilitis tal como espondilitis
anquilosante.

[0082] La espondiloartritis de inicio juvenil (JSpA),
también denominada espondiloartropatia juvenil, es el
término médico para un grupo de enfermedades reumdticas de
la infancia que causan artritis antes de los 16 afios de
edad y que pueden llegar hasta la wvida adulta. Las
espondiloartropatias juveniles incluyen la
espondiloartropatia indiferenciada, la espondilitis
anquilosante juvenil, la artritis psoridsica juvenil, la
artritis asociada con enfermedad inflamatoria intestinal

(artritis enteropatogénica), artritis reactiva, (sindrome
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de Reiter como un tipo de artritis reactiva), y el sindrome
SEA (seronegatividad, enteropatia, artropatia). JSpA
generalmente causes dolor e inflamacidn en las
articulaciones en la parte inferior del organismo, por
ejemplo, la pelvis, las caderas, las rodillas vy 1los
tobillos. Otras =zonas del organismo también pueden estar
afectadas, tales como la columna vertebral, los ojos, la
piel y el intestino. También se pueden producir fatiga y
letargo.

[0083] La enfermedad de Crohn es wuna enfermedad
inflamatorio crdénica transmural no especifica que afecta
mds comunmente el ileon distal y el colon pero gque puede
ocurrir en cualquier parte del tracto GI. Los sintomas mas
comunes de enfermedad de Crohn son diarrea crénica con
dolor abdominal, fiebre, anorexia, pérdida de peso, y masa
o sensacidén de plenitud en el cuadrante inferior derecho.
Los sintomas menos frecuentes incluyen falta de apetito,
fiebre, sudoracidén nocturna, dolor rectal, y sangrado
rectal. La enfermedad de Crohn puede afectar el colon, el
recto, y el intestino delgado y, en casos infrecuentes,
también el estdémago, la boca, y el esdéfago. Los patrones
mas comunes de la patologia de la enfermedad de Crohn son
(1) inflamacidn caracterizada por dolor abdominal y
sensibilidad del cuadrante inferior derecho; (2)
obstruccidén recurrente parcial <causada por estenosis
intestinal y que conduce a cdlicos severos, distensidén
abdominal, constipacién, y vémitos; (3) yeyunoileitis
difusa, con inflamacidn y obstruccidén que causan
desnutricidén y debilidad crénica; y (4) fistulas y abscesos
abdominales, usualmente de desarrollo tardio, a menudo
causales de fiebre, masas abdominales dolorosas, Yy

deterioro generalizado. La enfermedad de Crohn debe
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sospecharse en un paciente con los sintomas inflamatorios o
obstructivos antes descritos y en un paciente sin sintomas
GI destacados pero con fistulas o abscesos perianales o
artritis no explicado de otra forma, eritema nodoso,
fiebre, anemia, o detencidén del crecimiento (en un nifio).
Los hallazgos de laboratorio son inespecificos y pueden
incluir anemia, leucocitosis, hipoalbuminemia, y niveles
incrementados de reactantes de fase aguda que se reflejan
en aumento de ESR, proteina C reactiva u orosomucoides. El
aumento de la fosfatasa alcalina y la Y-
glutamiltranspeptidasa que acompafan a una enfermedad
coldénica a menudo refleja colangitis esclerosante primaria.
El diagnéstico usualmente se realiza por rayos X.

[0084] En los casos avanzados, se puede detectar el
signo del corddn con marcadas estructuras ileales vy
separacién de las asas intestinales. En 1los casos
iniciales, en ocasiones el diagndéstico por rayos X puede
ser dificil, pero mediante enema <con aire en doble
contraste Yy enteroclisis se pueden detectar aftas
superficiales y ulceras 1lineales. La colonoscopia y la
biopsia pueden contribuir a confirmar el diagndstico de
colitis de Crohn y permiten la visualizacidén directa y la
biopsia del ileo terminal. La endoscopia GI superior puede
identificar el compromiso gastroduodenal de los pacientes
con enfermedad de Crohn con sintomas de GI superior.

[0085] La colitis ulcerativa es una enfermedad
crénica, inflamatoria, y ulcerativa que se origina en la
mucosa coldnica, con mayor frecuencia caracterizada por
diarrea con sangre. La diarrea con sangre de intensidad vy
duracidén variada intercalada con intervalos asintomdticos
son los sintomas mds comunes de colitis ulcerativa.

Usualmente el ataque comienza en forma insidiosa, con
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aumento de la urgencia por defecar, calambres leves del
abdomen inferior, vy sangre y mucus en las heces. Sin
embargo, un ataque puede ser agudo vy fulminante, con
diarrea subita violenta, fiebre elevada, signos de
peritonitis, y toxemia profunda. Algunos casos evolucionan
después de una infeccidén documentada (por ejemplo,
amebiasis, disenteria bacilar). Cuando la ulceracidén estad
confinada al rectosigmoides, las heces pueden ser normales
o duras y secas, pero con descargas rectales de mucus
cargado con gldébulos rojos y gldébulos blancos sanguineos
que acompaflan o gue ocurren entre los movimientos
intestinales. Los sintomas sistémicos son leves o estéan
ausentes. Si la ulceracidén se extiende en direccidn
proximal, las heces se tornan mas flojas y el paciente
puede tener > 10 movimientos intestinales /dia, a menudo
con calambres severos y tenesmo rectal molesto, sin respiro
por la noche. Las heces pueden ser acuosas, pueden contener
mucus, y con frecuencia consisten casi en su totalidad de
sangre y pus. Puede haber malestar, fiebre, anemia,
anorexia, pérdida de peso, leucocitosis, e hipoalbuminemia
con extensiva colitis ulcerativa activa. Los antecedentes
del ©paciente vy el examen de las heces permiten un
diagnéstico presuntivo de colitis wulcerativa que siempre
debe ser confirmado por sigmoidoscopia, la cual provee una
indicacién directa inmediata de la actividad de enfermedad.
En los casos iniciales, la membrana mucosa es finamente
granular y friable, con pérdida del patrdén vascular normal
y a menudo con zonas hemorrdgicas dispersas; traumatismos
minimos (friabilidad) causan sangrado en multiples puntos
puntuales. La mucosa pronto se rompe para dar una
superficie esponjosa roja manchada con muchas ulceras gue

exudan sangre y pus. A medida que progresa el compromiso de
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la mucosa, la inflamacidén y la hemorragia se extienden
hacia el interior del musculo intestinal. Las grandes
Ulceras de la mucosa con copioso exudado purulento
caracterizan la enfermedad severa. Los islotes de mucosa
inflamatoria relativamente normal o) hiperpldsica
(seudopdlipos) se proyectan por sobre las zonas de mucosa
ulcerada. Las biopsias pueden ser inespecificas y en
ocasiones no pueden excluir la colitis infecciosa aguda
(autolimitante); sin embargo, las propiedades que sugieren
el cardcter <crénico (por ejemplo, distorsién de 1la
arquitectura de las criptas, atrofia de las criptas, un
infiltrado inflamatorio crénico) avalan el diagndéstico de
colitis ulcerativa. Incluso durante los intervalos
asintomdticos, el aspecto sigmoidoscépico rara vez es
normal; casi siempre persiste cierto grado de friabilidad o
granularidad. Hay una pérdida del patrdén vascular normal, y
la biopsia muestra evidencias de inflamacién crénica. Los
rayos X simples del abdomen en ocasiones contribuyen a
juzgar la severidad y el grado proximal de la colitis al
mostrar pérdida de haustracidén, edema de mucosa, y ausencia
de heces formadas en el intestino enfermo. Mas tarde en el
curso de la enfermedad, sin embargo, se debe evaluar todo
el colon a fin de determinar el grado de compromiso. La
colonoscopia total es el método més sensible y ampliamente
usado, aunque el enema de bario puede dar informacidén. La
colonoscopia con Dbiopsia es obligatoria para evaluar la
naturaleza de una constriccién. La biopsia también puede
contribuir a distinguir la colitis ulcerativa de la
enfermedad de Crohn si la inflamacidén es altamente focal o
si se observa un granuloma.

[0086] El1 sindrome de intestino irritable (IBS) es un

trastorno de la motilidad gque incluye todo el tracto GI,
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causando sintomas recurrentes de GI superior e inferior,
incluso grados variables de dolor abdominal, constipacidn
y/o diarrea, y hinchazdén abdominal. La causa del sindrome
de intestino irritable (IBS) es desconocida. No se
encuentra una causa anatdmica. Los factores emocionales, la
dieta, los farmacos, o las hormonas pueden precipitar o
agravar la motilidad GI aumentada. Las caracteristicas de
IBS son dolor aliviado por la defecacidén, un patrodn
alternante de habitos intestinales, distensién abdominal,
mucus en las heces, y sensacidén de evacuacidén incomplete
después de la defecacidén. En general, el cardcter y la
localizacién del dolor, los factores precipitantes, y el
patrén de defecacidén son diferenciados en cada paciente.
Los pacientes <con IBS también pueden tener sintomas
extraintestinales (por ejemplo, fibromialgia, cefaleas,
dispareunia, sindrome de articulacidén temporomandibular).
Se han descrito dos tipos principales de IBS. En el IBS con
predominio de constipacidén, la constipacidén es comin, pero
los hébitos intestinales wvarian. La mayoria de 1los
pacientes tienen dolor al menos en una zona del colon,
asociado con constipacidn periddica alternada con
frecuencias de heces mds normales. Las heces a menudo
contienen mucus limpido o blanco. El dolor es cdélico, en
accesos, o un dolor sordo continuo; se puede aliviar con el
movimiento intestinal. Por lo general, el comer desencadena
los sintomas. También se puede producir hinchazdn,
flatulencias, ndusea, dispepsia, y pirosis. E1 IBS con
predominio de diarrea se caracteriza por diarrea
precipitada que ocurre al levantarse ¢ durante ¢
inmediatamente después de comer. La diarrea nocturna es
infrecuente. Son comunes el dolor, la hinchazdén, vy 1la

urgencia rectal y puede haber incontinencia. El1 diagndstico
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de IBS se basa en los patrones intestinales
caracteristicos, el tiempo y el cardcter del dolor, y la
exclusidén de otros procesos de enfermedad a través del
examen fisico y las pruebas de diagnéstico de rutina.
Debido a la falta de una anomalia estructural o bioquimica
fdcilmente identificable en este sindrome, la comunidad
médica ha desarrollado wuna definicidén vy <criterios de
consenso, denominados los criterios de Roma, para facilitar
el diagnéstico de IBS. De acuerdo con los criterios de
Roma, IBS estd indicada por dolor abdominal o molestia que
(1) se alivia con la defecacidén y/o (2) se asocia con un
cambio de la frecuencia o la consistencia de las heces, mas
dos o mds de los siguientes: alteracidn de la frecuencia de
las heces, alteracién de 1la formacidén de las heces,
alteracién del paso de las heces, pasaje de mucus, e
hinchazén o sensacidén de distensidén abdominal. La palpaciédn
del abdomen puede revelar sensibilidad, particularmente en
el cuadrante inferior izquierdo, por momentos asociada con
un sigmoide palpable y sensible. Se debe efectuar un examen
digital rectal de rutina en todos los pacientes, y un
examen pelviano en las mujeres.

[0087] La enfermedad de intestino irritable (IBD),
también denominada enfermedad de intestino inflamatorio, se

caracteriza por la inflamacidén crénica en diversos sitios

del tracto GI. IBD comprende dos subtipos clinicos
conocidos, la enfermedad de Crohn (CD) vy la colitis
ulcerativa (UC). Ciertas diferencias de los patrones de

enfermedad justifican distinguir entre enfermedad de Crohn
y colitis ulcerativa.

[0088] E1 dolor asociado con IBD e 1IBS se puede
presentar como dolor crénico o agudo. Por ejemplo, una

caracteristica de IBS es el dolor agudo que se alivia con
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la defecacién, mientras que el dolor abdominal crénico es
tipico de la enfermedad de Crohn. Mientras que el dolor
asociado con IBD e IBS puede ser extraintestinal o
extravisceral, generalmente estas dolencias producen dolor
visceral. El1 dolor visceral es dolor asociado con las
visceras, las cuales abarcan los oérganos de la cavidad
abdominal. Estos ¢érganos incluyen los oérganos sexuales, el
bazo, los intestinos, el colon, el recto y otros oérganos
del aparato digestivo. El1l dolor visceral tiene <cinco
caracteristicas clinicas importantes: (1) no es evocado
desde todas las visceras (6rganos tales como el higado, el
rifién, la mayoria de las visceras sdélidas, y el parénguima
pulmonar no son sensibles al dolor); (2) no siempre esta
ligado a lesidén wvisceral; (3) es difuso y poco localizado;
(4) se refiere a otras ubicaciones; y (5) se acompaha de
reflejos motores y autondmicos, tales como nduseas,
vémitos, y tensidén muscular lumbar baja que se observa en
el célico renal.

[0089] E1 dolor es un importante mecanismo protector
fisioldédgico disefiado para advertir sobre el peligro de
estimulos potencialmente dafhinos provenientes del ambiente
externo. El sistema opera a través de un conjunto
especifico de neuronas sensitivas primarias y es activado
por estimulos nocivos a través de mecanismos de
transduccidén periféricos (ver Millan, 1999, Prog.
Neurobiol., 57, 1-164 para la revisidén). Estas fibras
sensitivas se denominan nociceptores y se caracterizan por
tener axones de pequefio didmetro con bajas velocidades de
conduccidén. Los nociceptores codifican la intensidad, 1la
duracidén y la calidad del estimulo nocivo y, en virtud de
su proyeccidén organizada topograficamente hacia la columna

vertebral, la localizacidén del estimulo. Los nociceptores
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se encuentran en fibras nerviosas nociceptivas de las
cuales hay dos tipos principales, las fibras A-delta
(mielinicas) y las fibras C (no mielinicas). La actividad
generada por la entrada al nociceptor es transferida,
después de un complejo procesamiento en el asta dorsal, en
forma directa, o a través de los nucleos de relé del tronco
cerebral, al tdlamo ventrobasal y luego a la corteza, en
donde se genera la sensacidédn de dolor.

[0090] El1 dolor generalmente se puede clasificar como
agudo o crdénico. E1l dolor agudo comienza subitamente y es
de corta vida (usualmente doce semanas o menos). Usualmente
se asocia con una causa especifica tal como una lesidn
especifica y a menudo es intensa y severa. Es el tipo de
dolor que puede ocurrir después de lesiones especificas que
son consecuencia de una cirugia, operatoria dentaria,
distensién o esguince. El1 dolor agudo generalmente no da
por resultado una respuesta psicoldgica persistente. En
contraste, el dolor crdénico es un dolor a largo plazo, que
generalmente persiste durante mas de tres meses y que
conduce a significativos problemas psicoldégicos y
emocionales. Los ejemplos comunes de dolor crénico son el
dolor neuropatico (por ejemplo, la neuropatia diabética
dolorosa, la neuralgia posherpética), el sindrome del tunel
carpiano, el dolor lumbar, la cefalea, el dolor de cancer,
el dolor artritico y el dolor crdénico posquirurgico.

[0091] Cuando se produce sustancial daho del tejido
corporal, por enfermedad o traumatismo, se alteran las
caracteristicas de activacidén del nociceptor vy hay una
sensibilizacién en la periferia, localmente alrededor de la
lesién vy centralmente donde terminan los nociceptores.
Estos efectos conducen a un incremento de la sensacidén de

dolor. En el dolor agudo, estos mecanismos pueden ser
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utiles al promover los comportamientos protectores, los
cuales pueden facilitar que tengan lugar los procesos de
reparacién. La expectativa normal seria que la sensibilidad
vuelva a la normalidad una vez gque haya curado la lesiédn.
Sin embargo, en muchos estados de dolor crénico, la
hipersensibilidad supera en mucho el tiempo del proceso de
curacién y a menudo se debe a lesidn del sistema nervioso.
Esta lesidén a menudo conduce a anormalidades de las fibras
nerviosas sensitivas asociadas con la mala adaptacién y la
actividad aberrante (Woolf & Salter, 2000, Science, 288,
1765-1768) .

[0092] Clinicamente, se presenta el dolor cuando hay
molestia vy sensibilidad anormal entre los sintomas del
paciente. Los pacientes tienden a ser bastante heterogéneos
y se pueden presentar con diversos sintomas de dolor.
Dichos sintomas incluyen: 1) dolor espontdneo que puede ser
sordo, gquemante, o 1incisivo; 2) exageradas respuestas de
dolor a los estimulos nocivos (hiperalgesia); y 3) dolor
producido por estimulos normalmente inocuos (alodinia -
Meyer et al., 1994, Textbook of Pain, 13-44). Si bien los
pacientes que sufren de diversas formas de dolor agudo y
crénico pueden tener sintomas similares, los mecanismos
subyacentes pueden ser diferentes y en consecuencia,
requieren diferentes estrategias de tratamiento. En
consecuencia, el dolor también se puede dividir en diversa
cantidad de diferentes subtipos, de acuerdo con
fisiopatologias wvariables, incluso el dolor nociceptivo,
inflamatorio y neuropatico.

[0093] El1 dolor nociceptivo es inducido por daiflo
tisular o por estimulos intensos con la posibilidad de
causar lesiones. Los aferentes del dolor son activados por

transduccién de los estimulos por los nociceptores al sitio
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de lesidén y activan las neuronas de la médula espinal en el
nivel de su terminacidén. Luego son transmitidas por las
vias espinales hasta el encéfalo, donde se percibe el dolor
(Meyer et al., 1994, Textbook of Pain, 13-44) . La
activacién de los nociceptores activa dos tipos de fibras
nerviosas aferentes. Las fibras mielinicas A-delta
transmiten rapidamente y son responsables de las
sensaciones de dolor agudas e incisivas, mientras que las
fibras C no mielinicas transmiten a menor velocidad vy
transportan un dolor sordo o continuo. El1 dolor agudo
nociceptivo de moderado a severo es una caracteristica
prominente del dolor gque proviene de un traumatismo del
sistema nervioso central, distensiones/esguinces,
quemaduras, infarto de miocardio y pancreatitis aguda,
dolor posoperatorio (dolor que sigue a cualquier tipo de
procedimiento quirurgico), dolor postraumatico, cdlicos
renales, dolor por céancer y dolor lumbar. El dolor por
cancer puede ser un dolor crénico tal como el dolor
relacionado con el tumor (por ejemplo, dolor &éseo, cefalea,
dolor facial o dolor wvisceral) o dolor asociado con la
terapia del céncer (por ejemplo, sindrome posquimioterapia,
sindrome de dolor crénico posquirtrgico o sindrome
posradiacién). El1 dolor por cancer también puede aparecer
en respuesta quimioterapia, inmunoterapia, hormonoterapia o
radioterapia. El1 dolor lumbar puede deberse a hernias o
ruptura de discos intravertebrales o anomalias de las
facetas de las articulaciones lumbares, las articulaciones
sacroiliacas, los musculos paraespinales o el ligamento
posterior longitudinal. E1 dolor lumbar se puede resolver
naturalmente, pero en algunos pacientes, cuando dura mas de
12 semanas, se transforma en una condicidén crdénica que

puede ser particularmente debilitante.
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[0094] E1 dolor neuropatico se define actualmente como
dolor iniciado o causado por una lesidén primaria o
disfuncién del sistema nervioso. El1l dafio nervioso puede ser
causado por traumatismo y enfermedad, y en consecuencia, el
término “dolor neuropdtico” abarca muchos trastornos con
diversas etiologias. Estas incluyen, sin limitaciones,
neuropatia periférica, neuropatia diabética, neuralgia
posherpética, neuralgia del trigémino, dolor  lumbar,
neuropatia por céancer, neuropatia por HIV, dolor de miembro
fantasma, sindrome del tunel carpiano, dolor central
posaccidente cerebrovascular N dolor asociado con
alcoholismo croénico, hipotiroidismo, uremia, esclerosis
miultiple, lesién de la médula espinal, enfermedad de
Parkinson, epilepsia y deficiencia de wvitaminas. El1 dolor
neuropdtico es patoldgico dado gque no tiene ningun papel
protector. A menudo se presenta bastante después de que se
disipdé 1la causa original, comuinmente dura por afios, vy
reduce significativamente la calidad de vida de un paciente
(Woolf y Mannion, 1999, Lancet, 353, 1959-1964). Los
sintomas de dolor neuropatico son dificiles de tratar, dado
que a menudo son heterogéneos incluso entre pacientes con
la misma enfermedad (Woolf & Decosterd, 1999, Pain Sup., 6,
S141-35147; Woolf y Mannion, 1999, Lancet, 353, 1959-1964).
Incluyen dolor espontédneo, el cual puede ser continuo, vy
dolor paroxistico o anormalmente evocado, tal como
hiperalgesia (sensibilidad aumentada contra un estimulo
nocivo) y alodinia (sensibilidad a un estimulo normalmente
inocuo) .

[0095] El1 proceso inflamatorio es una serie compleja
de eventos bioquimicos y celulares, el cual se activa en
respuesta a lesidén tisular o la presencia de sustancias

extrafias, lo cual da por resultado tumefaccién y dolor
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(Levine y Taiwo, 1994, Textbook of Pain, 45-56). El1 dolor
artritico es el dolor inflamatorio mds comun. La enfermedad
reumatoidea es una de las condiciones inflamatorias
crénicas més comunes en paises desarrollados y la artritis
reumatoidea es una causa comun de discapacidad. Se
desconoce la exacta etiologia de la artritis reumatoidea,
pero hipdtesis actuales sugieren que pueden ser importantes
los factores genéticos y microbioldégicos (Grennan & Jayson,
1994, Textbook of Pain, 397-407). Se ha estimado que casi
16 millones de estadounidenses tienen osteocartritis
sintomdtica (OA) o una enfermedad degenerativa articular,
la mayoria de mds de 60 afios de edad, y se espera que esta
cifra aumente a 40 millones a medida que incremente la edad
de la poblacién, lo cual lo transformaria en un problema de
salud publica de enorme magnitud (Houge & Mersfelder, 2002,
Ann Pharmacother., 36, 679-686; McCarthy et al., 1994,
Textbook of Pain, 387-395). La mayoria de los pacientes con
osteoartritis buscan atencién médica debido al dolor
asociado. La artritis tiene significativo impacto sobre 1la
funcién psicosocial y fisica, y es sabido que es la causa
principal de discapacidad en afios posteriores. La
espondilitis anquilosante también es una enfermedad
reumdtica que causa artritis de la columna vertebral y las
articulaciones sacroiliacas. Varia desde episodios
intermitentes de dolor lumbar que aparecen durante la vida
hasta una enfermedad crénica severa que ataca la columna
vertebral, las articulaciones periféricas y otros o&érganos
del cuerpo.

[0096] Otro tipo de dolor inflamatorio es el dolor
visceral, el cual incluye el dolor asociado con enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD). El1 dolor visceral es el

dolor asociado con las visceras, 1las cuales abarcan 1los
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6rganos de la cavidad abdominal. Estos érganos incluyen los
6rganos sexuales, el bazo y parte del aparato digestivo. El
dolor asociado con las visceras se puede dividir en dolor
visceral digestivo y dolor visceral no digestivo. Los
trastornos gastrointestinales (GI) cominmente hallados que
causan dolor incluyen de trastorno de la funcidén intestinal
(FBD) vy enfermedad inflamatoria intestinal (IBD). Estos
trastornos GI incluyen un amplio rango de estados de
enfermedad que actualmente sélo estéan moderadamente
controlados, incluso, respecto de FBD, reflujo
gastroesofdgico, dispepsia, sindrome de intestino irritable
(IBS) y sindrome de dolor abdominal funcional (FAPS), vy
respecto de IBD, enfermedad de Crohn, ileitis y colitis
ulcerativa, todos los cuales regularmente producen dolor
visceral. Otros tipos de dolor visceral incluyen el dolor
asociado con dismenorrea, cistitis y pancreatitis y dolor
pelviano.

[0097] Cabe destacar que algunos tipos de dolor tienen
multiples etiologias y en consecuencia se pueden clasificar
en més de una zona, por ejemplo, el dolor lumbar y el dolor
por cdncer tienen ambos componentes nociceptivos y
neuropaticos.

[0098] Otros tipos de dolor incluyen:

e FE1 dolor resultante de trastornos musculoesqueléticos,
incluso mialgia, fibromialgia, espondilitis, artropatias
seronegativas (no reumatoides), reumatismo no articular,
distrofinopatias, glucogendlisis, polimiositis y
piomiositis;

® Dolor cardiaco y vascular, incluso el dolor causado por
angina, infarto de miocardio, estenosis mitral,
pericarditis, fendémeno de Raynaud, esclerodermia e

isquemia de musculo esquelético;
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® Dolor cefdlico, tales como migrafia (incluso migrafia con
aura y migrana sin aura), cefalea acuminada, cefalea de
tipo tensional, cefalea mixta y cefalea asociada con
trastornos vasculares; y

e Dolor orofacial, incluso dolor dental, dolor &tico,
sindrome de boca ardiente y dolor miofacial

temporomandibular.

[0099] Los anticuerpos de IL-6 o sus porciones
fijadoras de antigeno correspondientes se pueden usar en
combinacién con uno o mas de otros agentes terapéuticos.
Por ejemplo, un anticuerpo o sus porciones fijadoras de
antigeno correspondientes se pueden usar con un inhibidor
de COX-2, tales como celecoxib, para el tratamiento de
enfermedades tales como artritis reumatoidea, osteoartritis
y dolor. Los anticuerpos IL-6 o sus porciones fijadoras de
antigeno correspondientes y los demds agentes terapéuticos
se pueden administrar al paciente en la misma forma de
dosificacién o en diferentes formas de dosificacidédn. Més
aun, se pueden administrar al mismo tiempo o en diferentes
momentos. A continuacidén se presentan algunos ejemplos de
agentes terapéuticos que se pueden usar en combinacidédn con
los anticuerpos anti-IL-6 o sus porciones fijadoras de

antigeno correspondientes.

Artritis reumatoidea

[0100] Los anticuerpos IL-6 y sus porciones fijadoras
de antigeno correspondientes también se pueden usar en
coterapias. Los compuestos de coterapia antiinflamatorios
adecuados incluyen:
ciclosporina, acido zoledrdénico, efalizumab, alefacept,

etodolac, lornoxicam, OM-89, valdecoxib, tocilizumab,
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abatacept, meloxicam, etanercept, nambumetona, rimexolona,
153Sm-EDTMP, prosorba, salicilato de imidazol, oprelvekin,
adcido hialurédnico, naproxeno, piroxicam, diacereina,
lumericoxib, tacrolimus, aceclofenac, actarit, tenoxicam,
rosiglitazona, deflazacort, adalimumab, leflunomida,
risedronato de sodio, misoprostol y diclofenac, SK-1306X,
infliximab, anakinra, celecoxib, diclofenac, etoricoxib vy
felbinac, reumacon, golimumab, denosumab, ofatumumab,
anticuerpo 10rT1l, pelubiprofeno, licofelona, temsirolimus,
eculizumab, iguratimod, y prednisona. Otros
antiinflamatorios adecuados incluyen CP-481715, ABN-912,
MLN-3897, HuMax-IL-15, RA-1, paclitaxel, O0Org-37663, Org
39141, AED-9056, AMG-108, fontolizumab, pegsunercept,
pralnacasan, apilimod, GW-274150, AT-001, 681323 (GSK) K-
832, R-1503, ocrelizumab, DE-096, Cpnl0, THC+CBD (GW
Farmaa), 856553 (GSK), ReN-1869, inmunoglobulina, mm-093,
amelubant, SCIO-469, ABT-874, LenkoVAX, LY-2127399, TRU-
015, KC-706, amoxapinet y dipiridamol, TAK-715, PG 760564,
VX-702, ©prednisolona vy dipiridamol, PMX-53, Dbelimumab,
prinaberel, CF-101, tgAAV-TNFR:Fc, R-788, prednisolona vy
SSRI, CP-690550 y PMI-001.

Osteocartritis

[0101] Los anticuerpos IL-6 y sus porciones fijadoras
de antigeno correspondientes también se pueden
coadministrar para el tratamiento de osteocartritis con uno
o mas agentes utiles para tratar uno o mas indicios de
osteoartritis. Los ejemplos de agentes Utiles para tratar
uno o mas indicios de osteocartritis para usar en
combinacién con los anticuerpos anti-IL-6 o sus porciones
fijadoras de antigeno correspondientes incluyen inhibidores

de la metaloproteinasa de la matriz (MMP), inhibidores de
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agrecanasa, inhibidores inducibles de 6xido nitrico (iNOS),
inhibidores de 1la expresién o actividad de factor de
crecimiento simil insulina (IGF), inhibidores de la
expresién o actividad de factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), inhibidores de la expresidén o actividad
de CD 44, inhibidores de 1la expresién o actividad de
interleuquina (IL), inhibidores de la expresidén o actividad
de factor de necrosis tumoral alfa (ITNF-alfa), inhibidores
de la expresién o actividad de proteina 6 inducible por
factor de necrosis tumoral (TSG-6), inhibidores de 1la
expresidén o actividad de Bikunina, inhibidores de beta-
secretasa (BACE), inhibidores de PACE-4, inhibidores de 1la
expresidén o actividad de receptor nuclear rev-ErbA alfa
(NR1D1), inhibidores de la expresidén o actividad de
receptor 1 acoplado a proteina G endotelial de
diferenciacién de esfingolipidos (EDG-1), inhibidores de la
expresidén o actividad de receptor activado por proteinasa
(PAR), inhibidores de la expresidén o actividad de proteina
sensible a &cido retinoico derivado de cartilago (CD-RAP),
inhibidores de proteina quinasa C zeta (PKCz), inhibidores
de la expresidén o actividad de resistina, inhibidores de
una desintegrina y metaloproteinasa 8 (ADAM8), inhibidores
de la expresién o actividad de componente y subcomponente 1
de complemento (Cls), inhibidores de 1la expresidén o
actividad de péptido formilo simil receptor 1 (FPRL1).
[0102] Otros ejemplos de agentes Utiles en combinacién
con los anticuerpos IL-6 y sus porciones fijadoras de
antigeno correspondientes incluyen inhibidores de MMP -2, -
3, -9, o -13; inhibidores de agrecanasa -1 o -2;
inhibidores de la expresidén o actividad de IGF -1 o -2;

inhibidores de la expresidén o actividad de FGF -2, -18, o -
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9; vy inhibidores de la expresidén o actividad de IL -1, -4 o
-6.

[0103] Otros ejemplos de agentes utiles en combinacidn
con 1los anticuerpos IL-6 y sus porciones fijadoras de
antigeno correspondientes incluyen los anticuerpos IGF -1 o
-2; antagonistas de receptor FGF -2 o -3, anticuerpos CD
44, anticuerpos IL -1, -4 o -6, anticuerpos TNF-alfa;
anticuerpos TSG-6; anticuerpos de bikunina; antagonistas de
NR1D1; antagonistas de EDG-1; antagonistas de PAR,
anticuerpos CD-RAP, anticuerpos de resistina, anticuerpos

Cls, y anticuerpos FPRL1.

Dolor

[0104] Los anticuerpos IL-6 o sus porciones fijadoras
de antigeno correspondientes se pueden administrar en
combinacién con uno o) mas de otros compuestos
farmacoldégicamente activos para el tratamiento del dolor.
Los compuestos se pueden administrar al mismo tiempo en una
unica forma de dosificacidén o por separado en formas de
dosificacidn que pueden ser iguales o) diferentes.
Alternativamente, los compuestos se pueden administrar en
secuencia. Las sales farmacéuticamente aceptables de 1los
compuestos farmacoldgicamente activos también se pueden
usare en las combinaciones.

[0105] Los ejemplos de compuestos que se pueden
administrar con anticuerpos IL-6 o sus porciones fijadoras

de antigeno correspondientes incluyen:

[0106] Inhibidores selectivos de <ciclooxigenasa-2
(COX-2) tales como celecoxib, rofecoxib, parecoxib,
valdecoxib, deracoxib, etoricoxib, y lumiracoxib;

analgésicos opioides tales como morfina, hidromorfona,

oximorfona, fentanilo, codeina, dihidrocodeina, oxicodona,
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hidrocodona, buprenorfina, tramadol, y nalbufina; fdrmacos
antiinflamatorios no esteroides (AINE) tales como aspirina,
diclofenac, diflunisal, ibuprofeno, fenoprofeno, naproxeno,
nepafenac, y acetaminofeno; Inhibidores de fosfodiesterasa
V (PDEV) tales como sildenafil; ligandos de alfa-2-delta
tales como gabapentina y pregabalina; y anestésicos locales
tales como benzocaina, 1lidocaina, ropivacaina, mentol,
alcanfor y salicilato de metilo.

[0107] Los ejemplos de otros tipos de compuestos vy
clases de compuestos que se pueden usar en combinacidén con
anticuerpos IL-6 y sus porciones fijadoras de antigeno
correspondientes incluyen: sedantes de barbiturato;
benzodiazepinas; antagonistas de histamina H; que tienen
accidn sedante; sedantes; relajantes del musculo
esquelético; antagonistas de receptor de &cido N-metiil-D-
aspartico (NMDA) ; alfa—-adrenérgicos; antidepresivos
triciclicos; anticonvulsivantes tales como carbamazepina;
antagonistas de taquicinina (NK) , particularmente
antagonistas de NK-3, NK-2 o NK-1; antagonistas de é&cido
muscarinico; neurolépticos; agonistas o antagonistas de
receptores vainilloides; beta—-adrenérgicos;
corticosteroides; agonistas o antagonistas de receptores de
serotonina (5-HT) tales como un antagonista de receptor 5-
HT1s/1p , 5-HTza, v 5-HTs; analgésicos colinérgicos
(nicotinicos) ; cannabinoides; antagonistas de receptor
metabotrépico de glutamato subtipo 1 (mGluR1l); inhibidores
de la recaptacidén de serotonina tales como sertralina;
inhibidores de la recaptacidn de noradrenalina
(norepinefrina) tales como reboxetina, en particular (S,S)-
reboxetina; inhibidores de la recaptacién dual de
serotonina—-noradrenalina tales como duloxetina; inhibidores

inducibles de 6xido nitrico sintasa (iNOS) tales como S—-[2-
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[(l-iminoetil)amino]etil]-L-homocisteina, S—-[2-[(1-
iminoetil)-aminoletil]-4, 4-dioxo-L-cisteina, S—-[2-[(1-

iminoetil)amino]letil]-2-metil-L-cisteina, 4&acido (2S,572)-2-

amino—-2-metil-7-[(l-iminoetil)amino] -5-heptenoico, 2-
[[(1R,3S)-3-amino-4- hidroxi-1-(5-tiazolil)-butil]tio]-5-
cloro-3-piridincarbonitrilo; 2-[[(1R,3S)-3-amino-4-hidroxi-
1-(5-tiazolil)butilltio]-4-clorobenzonitrilo, (2S,4R) -2—
amino—4-[[2-cloro-5-(trifluorometil)fenil]ltio]-5-

tiazolebutanol, 2-[[(1R,3S)-3-amino-4-hidroxi-1-(5-

tiazolil)butil]tio]-6—-(trifluorometil)—-3-

piridincarbonitrilo, 2-[[(1R,3S)-3- amino-4-hidroxi- 1 —-(5-
tiazolil)butil]tio]—-5-clorobenzonitrilo, N-[4-[2-(3-
clorobenzilamino)etil]fenil]tiofeno-2-carboxamidina, y
etildisulfuro de guanidino; inhibidores de

acetilcolinesterasa; antagonistas de prostaglandina E;
subtipo 4 (EP4) tales como N-[({2-[4-(2-etil-4,6-dimetil-
1H-imidazo[4,5-c]piridin-1-il)fenil]etil}amino)-carbonil]-
4-metilbencenosulfonamida o 4&acido 4-[(1S)-1-({[5-cloro-2-
(3—-fluorofenoxi)piridin-3-il]carbonil}tamino)etil]benzoico;
antagonistas de leucotrieno B4 tales como Aacido 1-(3-
bifenil-4-ilmetil-4-hidroxi-croman—-7-1il1)—
ciclopentanocarboxilico; inhibidores de 5-lipoxigenasa; vy

bloqueadores de los canales de sodio.

Sindrome de fibromialgia

[0108] Productos: analgésicos tales como
acetaminofeno, naproxeno sdédico, ibuprofeno, tramadol,
trazodona; ciclobenzaprina; aspirina, celecoxib,
valdecoxib, indometacina, y otros AINE; antidepresivos
tales como antidepresivos triciclicos e inhibidores
selectivos de 1la recaptacién de serotonina, por ejemplo

antidepresivos tales como amitriptilina, imipramina,
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nortriptilina, doxepina, fluoxetina, sertralina, y
paroxetina; relajantes musculares tales como
ciclobenzaprina; auxiliares del sueno tales como zolpidem.
[0109] Clases: inhibidores de la recaptacidén de
norepinefrina-serotonina (NSRI y SNRI); inhibidores de 1la
recaptacién de norepinefrina (NRI); inhibidores de 1la
recaptacién selectiva de serotonina (SSRI); antidepresivos
triciclicos; inhibidores selectivos de ciclooxigenasa-2
(COX-2); farmacos antiinflamatorios no esteroides (NSAID);

analgésicos.

Espondilitis anquilosantes

[0110] Productos: analgésicos tales como
acetaminofeno, naproxeno sdédico, ibuprofeno, tramadol,
aspirina, celecoxib, wvaldecoxib, indometacina, y otros
AINE; farmacos antirreumdticos modificadores de la
enfermedad (DMARD) tales como sulfasalazina o metotrexato;
corticosteroides; vy blogueadores de factor de necrosis
tumoral (TNF) tales como etanercept e infliximab.

[0111] Clases: analgésicos; AINE; inhibidores de COX-

2; DMARD; corticosteroides; blogqueadores de TNF.

Psoriasis

[0112] Productos: fototerapia, incluso terapia con
psoraleno ultravioleta A (psoraleno UVA o PUVA), terapia
con ultravioleta B (UVB) de Dbanda angosta, y terapia
luminica de combinacién; corticosteroides tépicos; andlogos
de vitamina D tales como calcipotrieno; antralina;
retinoides tdépicos (es decir, derivados de vitamina A)
tales como acitretina y tazaroteno; propionato de

clobetasol; metotrexato; azatioprina; ciclosporina;
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hidroxiurea; vy farmacos moduladores inmunes tales como
alefacept, efalizumab, y etanercept.
[0113] Clases: fototerapia; corticosteroides; analogos

de vitamina D; derivados de vitamina A.

Gota

[0114] Productos: AINE tales como acetaminofeno,
naproxeno sédico, ibuprofeno, tramadol, aspirina,
celecoxib, wvaldecoxib, e indometacina; y corticosteroides
tales como prednisona.

[0115] Clases: analgésicos; AINE; inhibidores de COX-

2; y corticosteroides.

Enfermedad de Crohn

[0116] Productos: analgésicos tales como
acetaminofeno, naproxeno sdédico, ibuprofeno, tramadol,
aspirina, celecoxib, valdecoxib, indometacina, y otros
AINE; fdrmacos antiinflamatorios; sulfasalazina,
mesalamina, balsalazida, y olsalazina; y corticosteroides
tales como prednisona y budesonida; farmacos
inmunosupresores tales como azatioprina, mercaptopurina,
bloqueadores de TNF tales como infliximab y adalimumab,
metotrexato, y ciclosporina; antibidéticos tales como
metronidazol y ciprofloxacina; antidiarreicos tales como
loperamida; y laxantes.

[0117] Clases: analgésicos; AINE; inhibidores de COX-
2; fadrmacos antiinflamatorios; blogueadores de TNEF';

antibidticos; antidiarreicos; y laxantes.

Colitis ulcerativa
[0118] Clases: analgésicos tales como acetaminofeno,

naproxeno sédico, ibuprofeno, tramadol, aspirina,
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celecoxib, valdecoxib, indometacina, y otros AINE; farmacos
antiinflamatorios; sulfasalazina, mesalamina, balsalazida,
y olsalazina; corticosteroides; farmacos inmunosupresores
tales como azatioprina mercaptopurina bloqueadores de TNF
tales como infliximab y adalimumab, metotrexato, y
ciclosporina; antidiarreicos tales como loperamida; vy
laxantes.

[0119] Clases: AINE; inhibidores de COX-2; féarmacos
antiinflamatorios; bloqueadores de TINF; corticosteroides;
inmunosupresores; inhibidores de Janus quinasa-3 (Jak-3);

bloqueadores de TNF; antidiarreicos; y laxantes.

Sindrome de intestino irritable

[0120] Productos: antidiarreicos tales como
loperamida; laxantes; fadrmacos anticolinérgicos;
antidepresivos tales como antidepresivos triciclicos e
inhibidores selectivos de la recaptacidén de serotonina, por
ejemplo antidepresivos tales como amitriptilina,
imipramina, nortriptilina, doxepina, fluoxetina,
sertralina, y paroxetina; alosetrona; y tegaserod.

[0121] Clases: antidiarreicos; laxantes; fédrmacos
anticolinérgicos; inhibidores de la recaptacién de
norepinefrina-serotonina (NSRI y SNRI); inhibidores de 1la
recaptacién de norepinefrina (NRI); inhibidores selectivos
de la recaptacién de serotonina (SSRIs); antidepresivos

triciclicos.

Composiciones farmacéuticas y administracidn

[0122] También se proveen composiciones farmacéuticas
para el tratamiento de infiltracién de células anormales en
un mamifero, incluso un humano, que comprenden una cantidad

de un anticuerpo IL-6 o su porcidén fijadora de antigeno
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correspondiente, tal como se describe en la presente, dque
es efectiva en el tratamiento de la infiltracidén celular
anormal, y un portador farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones proveen un beneficio terapéutico a los
pacientes con uno de mas de una variedad de enfermedades
inflamatorias y autoinmunes, tales como artritis
reumatoidea, aterosclerosis, enfermedades granulomatosas,
esclerosis multiple, asma y cancer.

[0123] Los anticuerpos IL-6 y sus porciones fijadoras
de antigeno correspondientes se pueden incorporar en
composiciones farmacéuticas adecuadas para la
administracidén a un sujeto. Generalmente, la composicidn
farmacéutica comprende un anticuerpo IL-6 o sus porciones
fijadoras de antigeno y un portador farmacéuticamente
aceptable. Tal como se usa en la presente, “portador
farmacéuticamente aceptable” significa cualquier solventes,
medio de dispersidn, cubierta, agente antibacteriano vy
antifungico, agente isotdénico y retardante de la absorcidn,
y similares que son fisioldgicamente compatibles. Algunos
ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables son
agua, solucidén fisioldgica, solucidén fisioldgica con buffer
fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como
sus combinaciones. En muchos casos, es preferible incluir
agentes isotdénicos, por ejemplo, azlUcares, polialcoholes
tales como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio en la
composicidén. Otros ejemplos de sustancias farmacéuticamente
aceptables son agentes humectantes o cantidades menores de
sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o
emulsionantes, conservantes o buffer, los cuales mejoran la
vida de depdsito o la efectividad del anticuerpo.

[0124] Las composiciones de la presente invencidn

pueden estar en una variedad de formas, por ejemplo, formas
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de dosificacidén liquidas, semisdlidas y sdélidas, tales como
soluciones ligquidas (por ejemplo, soluciones inyectables y
infusibles), dispersiones o suspensiones, comprimidos,
pildoras, ©polvos, liposomas y supositorios. La forma
depende del modo de administracién pretendido vy 1la
aplicacién terapéutica. Las composiciones tipicas estan en
la forma de soluciones inyectables o infusibles, tales como
composiciones similares a las usadas para la inmunizacién
pasiva de humanos. En un caso el modo de administracidén es
parenteral (por ejemplo, intravenoso, subcutéaneo,
intraperitoneal, intramuscular) . En otro caso, el
anticuerpo se administra por infusién o inyeccién
intravenosa. En otro caso, el anticuerpo se administra por
infusién o inyeccién intramuscular o subcutdnea. Las
formulaciones para inyeccidén se pueden presentar en formas
de dosificacidén unitarias, por ejemplo, en ampollas o en
contenedores de dosis multiples, con o sin conservador
agregado. Las composiciones pueden adoptar la forma de
suspensiones, soluciones, o emulsiones en vehiculos oleosos
0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacidén tales
como agentes de suspensién, estabilizacidén y/o dispersidn.
Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en
forma de polvo para la constitucidédn con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirdgenos,
antes de su uso. Las soluciones inyectables estériles se
pueden preparar mediante la incorporacién del anticuerpo
IL-6 en la cantidad requerida en un solvente apropiado con
uno o una combinacién de ingredientes enumerados con
anterioridad, tal como se requiera, seguido de
esterilizacidén por filtrado. En un caso, el anticuerpo se
administra en una formulacidén como solucidn acuosa estéril

que tiene un pH que varia desde aproximadamente 5,0 hasta
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aproximadamente 6,5 y que comprende desde aproximadamente 1
mg/ml hasta aproximadamente 200 mg/ml de anticuerpo, desde
aproximadamente 1 milimolar hasta aproximadamente 100
milimolar de buffer de histidina, desde aproximadamente
0,01 mg/ml hasta aproximadamente 10 mg/ml de polisorbato 80
o polisorbato 20, desde aproximadamente 100 milimolar hasta
aproximadamente 400 milimolar de un azlcar no reductor
seleccionado sin limitaciones de trehalosa o sacarosa,
desde aproximadamente 0,01 milimolar hasta aproximadamente
1,0 milimolar de EDTA disdédico dihidrato y opcionalmente
comprenden un antioxidante farmacéuticamente aceptable
ademds de un agente quelante. Los antioxidantes adecuados
incluyen sin limitaciones, metionina, tiosulfato de sodio,
catalasa, y platino. Por ejemplo, la composicidén puede
contener metionina en una concentracidén que varia desde 1
mM hasta aproximadamente 100 mM, y en particular, es de
aproximadamente 27 mM. En algunos casos, una formulacién
contiene 5 mg/ml de anticuerpo en un buffer de 20 mM de
citrato de sodio, pH 5,5, 140 mM de NaCl, y 0,2 mg/ml de
polisorbato 80. Cabe destacar que los valores de
dosificacidn pueden variar con el tipo y la severidad de 1la
condicién gque se busca aliviar. En el <caso de polvos
estériles para la preparacién de soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacidén adecuados incluyen
secado en vacio y secado por congelacidén gque produce un
polvo del ingrediente activo mds cualquier ingrediente
adicional deseado de wuna de sus soluciones previamente
esterilizadas por filtrado. La fluidez adecuada de una
solucidén se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de
una cubierta tal como lecitina, mediante el mantenimiento
del tamafio de particulas requerido en el caso de dispersidn

y por el wuso de agentes tensiocactivos. La absorciédn
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prolongada de composiciones inyectables se puede llevar a
cabo mediante la inclusidén en la composicidédn de un agente
que retrasa la absorciédn, por ejemplo, sales de
monoestearato y gelatina.

[0125] Los anticuerpos IL-6 o sus porciones fijadoras
de antigeno correspondientes se pueden administrar por
diversos métodos, aunque para muchas aplicaciones
terapéuticas, la via/el modo de administracién puede ser
subcutdneo, intramuscular, o infusidén intravenosa. Tal como
podra apreciar un experto en la técnica, la via y/o el modo
de administracién pueden variar segun los resultados
deseados.

[0126] En ciertos casos, las composiciones de
anticuerpo IL-6 se pueden preparar con un portador que
protege el anticuerpo contra la liberacidén rdpida, tal como
una formulacidn de liberacidn controlada, incluso
implantes, parches transdérmicos, y sistemas de suministro
microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables,
biocompatibles, tales como vinilacetato de etileno,
polianhidridos, acido poliglucdlico, coléageno,
poliortoésteres, y dcido polilédctico. Se pueden usar muchos
métodos para la preparacién de dichas formulaciones. Ver,
por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, 1Inc., Nueva
York, 1978, que se incorpora a la presente por referencia.

[0127] También se pueden incorporar a las
composiciones otros compuestos activos. En algunos casos,
un anticuerpo IL-6 inhibidos se coformula y/o se
coadministra con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales. Estos agentes incluyen, sin limitaciédn,
anticuerpos dque se fijan a otros objetivos, agentes

antitumorales, agentes antiangiogénicos, inhibidores de 1la
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transduccién de senales, agentes antiproliferativos,
agentes quimioterapéuticos, o andlogos de péptidos que
inhiben IL-6. Dichas terapias de combinacién pueden
requerir menores dosis del anticuerpo inhibidor IL-6 asi
como de los agentes coadministrados, por lo que se evitan
posibles toxicidades o complicaciones asociadas con las
diversas monoterapias.

[0128] Las composiciones pueden incluir una “cantidad
terapéuticamente efectiva” o una “cantidad preventivamente
efectiva” de un anticuerpo o porciones fijadoras de
antigeno. Una “cantidad terapéuticamente efectiva” se
refiere a una cantidad efectiva en las dosis y durante los
periodos necesarios para obtener el resultado terapéutico
deseado. Una cantidad terapéuticamente efectiva del
anticuerpo o las porciones fijadoras de antigeno puede
variar de acuerdo con factores tales como el estado de
enfermedad, la edad, el sexo, y el peso del individuo, y la
capacidad del anticuerpo o la porcidén de anticuerpo para
desencadenar una respuesta deseada en el individuo. Una
cantidad terapéuticamente efectiva también es una en la
cual cualgquier efecto téxico o en detrimento del anticuerpo
o las porciones fijadoras de antigeno estd compensado por
los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una *“cantidad
preventivamente efectiva” se refiere a una cantidad
efectiva, en las dosis y durante los periodos necesarios,
para obtener el resultado preventivo deseado. Generalmente,
dado que se usar una dosis preventiva en los sujetos antes
o en una etapa anterior de la enfermedad, la cantidad
preventivamente efectiva puede ser inferior a la cantidad
terapéuticamente efectiva.

[0129] Los regimenes de dosificacidén se pueden ajustar

para suministrar la respuesta o6ptima deseada (por ejemplo,
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una respuesta terapéutica o preventiva). Por ejemplo, se
puede administrar un unico bolo, se pueden administrar
varias dosis dividas en el tiempo o la dosis se puede
reducir o incrementar proporcionalmente tal como lo indican
las exigencias de la situacién terapéutica. Es
especialmente ventajoso formular las composiciones
parenterales en una forma de dosificacidén unitaria a fin de
facilitar la administracidén y la uniformidad de la dosis.
La forma de dosificacién unitaria tal como se usa en la
presente se refiere a unidades fisicamente separadas
adecuadas como dosis unitarias para los sujetos mamiferos a
tratar; en donde cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de anticuerpo IL-6 o su porcién fijadora de
antigeno correspondiente calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacidn con el portador
farmacéutico requerido.

[0130] Un ejemplo no limitante de rango de cantidad
terapéuticamente o) preventivamente efectiva de un
anticuerpo IL-6 o una porcidén de anticuerpo es 0,025 a 50
mg/kg, 0,1 a 50 mg/kg, 0,1-25, 0,1 a 10 6 0,1 a 3 mg/kg. En
un caso, el anticuerpo IL-6 o su porcidén de anticuerpo se
administra en una formulacién como solucidédn acuosa estéril
que tiene un pH gque varia desde aproximadamente 5,0 hasta
aproximadamente 6,5 y que comprende desde aproximadamente 1
mg/ml hasta aproximadamente 200 mg/ml de anticuerpo, desde
aproximadamente 1 milimolar hasta aproximadamente 100
milimolar de Dbuffer de histidina, desde aproximadamente
0,01 mg/ml hasta aproximadamente 10 mg/ml de polisorbato
80, desde aproximadamente 100 milimolar hasta
aproximadamente 400 milimolar de trehalosa, y desde
aproximadamente 0,01 milimolar hasta aproximadamente 1,0

milimolar de EDTA disdédico dihidrato. Cabe destacar que los
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valores redosificacién pueden variar con el tipo y la
severidad de la condicidén que se busca aliviar. También se
debe entender que para cualquier sujeto particular, 1los
regimenes de dosificacidén especificos se deben ajustar con
el tiempo de acuerdo con la necesidad del individuo y el
criterio profesional de la persona que administra o
supervisa la administracidén de las composiciones, y dichos
rangos de dosificacidén establecidos en la presente son sdélo
ejemplos y no pretenden limitar el alcance o la puesta en
prdctica de las composiciones reivindicadas.

[0131] Otro aspecto provisto en la presente son kits
que comprenden un anticuerpo IL-6 o las porciones fijadoras
de antigeno o una composicidén gque comprende dicho
anticuerpo o las porciones fijadoras de antigeno. Un kit
puede incluir, ademds del anticuerpo o la composicidn,
agentes de diagndéstico o terapéuticos. Un kit también puede
incluir instrucciones para el uso en un método de
diagnéstico o terapéutico. En un caso, el kit incluye el
anticuerpo o una composicidén que lo comprende y un agente
de diagndéstico gque puede ser usado en un método descrito en
la presente. En otro caso, el kit incluye el anticuerpo o
una composicidén que lo comprende y uno © mas agentes
terapéuticos que pueden ser usados en un método descrito en

la presente.

Métodos de uso diagndstico

[0132] Otro aspecto provisto en la presente son los
métodos de diagnéstico. Los anticuerpos anti-IL-6 o su
porcién fijadora de antigeno se puede usar para detectar
IL-6 en wuna muestra bioldgica in wvitro o in wvivo. Un
aspecto provee un método para diagnosticar la presencia o

la localizacidén de células que expresan IL-6 en un sujeto
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que lo necesite, que comprende las etapas de inyectar el
anticuerpo en el sujeto, determinar la expresidén de IL-6 en
el sujeto mediante la localizacidén en la cual se ha fijado
el anticuerpo, comparar la expresidén en el sujeto con la de
un sujeto normal de referencia o estandar, y diagnosticar
la presencia o localizacidén de las células. Los anticuerpos
anti-IL-6 también se pueden usar como marcadores de la
inflamacién y/o para la infiltracidén de células inmunes,
tales como monocitos y células T, en un tejido.

[0133] Los anticuerpos anti-IL-6 se pueden usar en
cualquier inmunoensayo adecuado, incluso sin limitaciones,
ELISA, RIA, citometria de flujo e inmunohistoquimica de
tejido, Western blot o inmunoprecipitacidén. Los anticuerpos
anti-IL-6 o su porcidén fijadora de antigeno correspondiente
se pueden usar para detectar IL-6 de humanos. En otro caso,
se pueden usar los anticuerpos anti-IL-6 para detectar IL-6
de monos cinomolgus, monos rhesus y roedores, tales como
ratones y ratas.

[0134] Los métodos para detectar IL-6 en una muestra
bioldégica generalmente comprenden poner en contacto la
muestra bioldédgica con un anticuerpo anti-IL-6 o sus
porciones fijadoras de antigeno correspondientes y detectar
el anticuerpo fijado. En un caso, el anticuerpo anti-IL-6 o
su porcién fijadora de antigeno correspondiente es rotulado
directamente con un rdétulo detectable. En otro caso, el
anticuerpo anti-IL-6 (el primer anticuerpo) no esta
rotulado y se rotula un segundo anticuerpo u otra molécula
capaz de fijarse al anticuerpo anti-IL-6. Se elige un
segundo anticuerpo capaz de fijarse especificamente a la
especie y clase particular del primer anticuerpo. Por
ejemplo, si el anticuerpo anti-IL-6 es un IgG humano,

entonces el anticuerpo secundario podria ser un IgG anti-
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humano. Otras moléculas que se pueden fijar a 1los
anticuerpos incluyen, sin limitacidén, la proteina A y la
proteina G, ambas disponibles en el comercio, por ejemplo,
de Pierce Chemical Co.

[0135] Los roétulos adecuados para el anticuerpo o
anticuerpo secundario se describen en la ©presente e
incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminescentes y materiales
radioactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen
peroxidasa de ré&dbano, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa,
o acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos de grupos
prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina vy
avidina/biotina; los ejemplos de materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbelliferona, fluoresceina,
isotiocianati de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilaminfluoresceina, cloruro de dansilo o
ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente
incluye luminol; vy los ejemplos de material radiactivo
adecuado incluyen, 131I, 353 o °H.

[0136] IL-6 también se puede analizar en una muestra
biolégica mediante un inmunoensayo de competencia que
utiliza estédndares de 1IL-6 rotulados con una sustancia
detectable y un anticuerpo anti-IL-6 no rotulado. En este
ensayo, se combinan la muestra bioldgica, los estéandares
IL-6 rotulados y el anticuerpo anti-IL-6 y se determina la
cantidad de estandar IL-6 rotulado fijado al anticuerpo no
rotulado. La cantidad de IL-6 en la muestra bioldgica es
inversamente proporcional a la cantidad de estdndar de IL-6
rotulado fijada al anticuerpo anti-IL-6.

[0137] Se pueden usar dichos inmunoensayos para varios
fines. Por ejemplo, los anticuerpos anti-IL-6 o sus

porciones fijadoras de antigeno correspondientes se pueden
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usar para detectar IL-6 en células cultivadas. En un caso,
los anticuerpos anti-IL-6 o sus porciones fijadoras de
antigeno correspondientes se usan ©para determina la
cantidad de IL-6 en la superficie de las célula gque han
sido tratadas con diversos compuestos. Este método se puede
usar para identificar compuestos gque modulan los niveles de
proteina IL-6. De acuerdo con este método, una muestra de
células se trata con un compuesto de prueba durante un
periodo, mientras que otra muestra se deja sin tratar. Si
se debe medir el total de la expresién de IL-6, se lisan
las células y se mide la expresidén total de IL-6 mediante
el uso de cualgquier inmunoensayo adecuado. La expresidén
total de IL-6 en las células tratadas versus no tratadas se
compara con el fin de determinar el efecto del compuesto de
prueba.

[0138] Los inmunoensayos para medir la expresidén de
total IL-6 incluye citometria de flujo e
inmunohistoquimica. Si se mide la expresién de IL-6 en la
superficie celular, las células no se lisan, y los niveles
de IL-6 en la superficie celular se miden mediante el uso
de uno de los inmunoensayos descritos con anterioridad. Un
inmunoensayo preferido para determinar los niveles de
superficie celular de IL-6 incluye las etapas de rotular
las proteinas de superficie celular con un roétulo

detectable, tal como biotina o 1257

, inmunoprecipitar el IL-
6 con un anticuerpo anti-IL-6 y luego detectar el IL-6
rotulado.

[0139] Otro inmunoensayo para determinar la
localizacién de IL-6, por ejemplo, los niveles de
superficie celular, consiste en usar inmunohistoquimica. Un

inmunoensayo para detectar los niveles de superficie

celular de IL-6 incluye fijar wun anticuerpo anti-IL-6



75

rotulado con un fluordéforo adecuado, tal como fluoresceina
o ficoeritrina, y detectar el anticuerpo primario mediante
el wuso de citometria de flujo. En otro ejemplo, el
anticuerpo anti-IL-6 no se rotula y se rotula un segundo
anticuerpo u otra molécula capaz de fijar el anticuerpo
anti-IL-6. Los métodos tales como ELISA, RIA, citometria de
flujo, Western Dblot, inmunohistoquimica, rotulado de
superficie celular de proteinas integrales de membrana e
inmunoprecipitacidén son bien conocidos en la técnica. Ver,
por ejemplo, Harlow y Lane. Ademds, los inmunoensayos se
pueden escalar para el anadlisis con alto rendimiento a fin
de estudiar wuna gran cantidad de compuestos para la
activacién o la inhibicién de IL-6.

[0140] El anticuerpo anti-IL-6s o sus porciones
fijadoras de antigeno correspondientes también se pueden
usar para determinar los niveles de IL-6 en un tejido o en
células derivadas del tejido. En algunos ejemplos, el
tejido es un tejido enfermo o una biopsia de tejido. El
tejido o la biopsia de tejido se pueden usar en un
inmunoensayo para determinar, por ejemplo, la expresidn
total de IL-6, los niveles de superficie celular de IL-6 o
la localizacidén de IL-6 por los métodos antes descritos.
Dichos métodos se pueden usar para determinar si un tejido
expresa niveles elevados de IL-6, lo cual podria indicar
que el tejido es un objetivo de tratamiento con anticuerpo
anti-IL-6.

[0141] Los anticuerpos IL-6 y sus porciones fijadoras
de antigeno también se pueden usar in vivo para identificar
tejidos y o6rganos que expresan IL-6. En algunos casos, 1los
anticuerpos anti-IL-6 se usan para identificar las células
que expresan IL-6. Los anticuerpos anti-IL-6 humanos se

pueden usar con seguridad in vivo sin generar una respuesta
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inmune sustancial contra el anticuerpo después de la
administracidén, a diferencia de los anticuerpos que no son
de origen humano o) con anticuerpos humanizados o)
quiméricos.

[0142] El1 método comprende las etapas de administrar
un anticuerpo anti-IL-6 con rdétulo detectable o una
composicidén que lo comprende a un paciente que necesite
dicha prueba de diagndéstico y someter al paciente a
andlisis por imdgenes a fin de determinar la localizacidn
de los tejidos que expresan IL-6. El andlisis por imdgenes
es bien conocido en la técnica médica, e incluye, sin
limitacidén, andlisis por rayos X, 1mégenes por resonancia
magnética (IRM) o tomografia computada (CT). El anticuerpo
se puede rotular con cualquier agente adecuado para las
obtencién de 1imégenes in vivo, por ejemplo un agente de
contraste, tal como bario, el cual se puede usar para el
andlisis por rayos X, o un agente de contraste magnético,
tal como un quelato de gadolinio, el cual se puede usar
para IRM o CT. Otros agentes rotuladores incluyen sin
limitacidén, radioisdtopos tales como ’Tc. En otro caso, el
antianticuerpo IL-6 no estd rotulado y se obtiene la imagen
al administrar un segundo anticuerpo u otra molécula gque es
detectable y que puede fijar el antianticuerpo IL-6. En un
ejemplo, se obtiene una biopsia del paciente a fin de
determinar si el tejido de interés expresa IL-6.

[0143] El anti-IL-6 con rdétulo detectable puede
comprender un fluordéforo. En ciertos casos, el fluordforo
es seleccionado del grupo dgue consiste de wuna tintura
fluorescente del infrarrojo cercano, dinitrofenilo,
fluoresceina o sus derivados, rodamina, los derivados de
rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-

ftaldehido y fluorescamina, rojo Texas, verde de rodamina,
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verde Oregon, azul cascada, ficoeritrina, CY3, CY5, CY2,
CY7, cumarina, 40 infrarrojo, MR 200, IRD 40, Alexa Fluor,
azul cascada, tetrametilrodamina, azul pacifico, SYBR, vy
BODIPI. En otro ejemplo, el fluordforo incluye uno de los
siguientes compuestos con su maximo de emisidén indicado nm
entre paréntesis, Cy2.TM. (506), GFP (Red Shifted) (507),
YO-PRO®-1 (509), YOYO®-1 (509), calceina (517), FITC (518),
FluorX® (519), Alexa® (520), rodamina 110 (520), b5-FAM
(522), Oregon Green® 500 (522), Oregon Green® 488 (524),
RiboGreen® (525), Rhodamine Green® (527), rodamina 123
(529), Magnesium Green® (531), Calcium Green® (533), TO-
PRO®-1 (533), TOTO®-1 (533), JOE (548), BODIPI® 530/550
(550), Dil (565), BODIPI® (568), BODIPI® 558/568 (568),
BODIPI® 564/570 (570), Cy3® (570), Alexa® 546 (570), TRITC
(572), Magnesium Orange® (575), ficoeritrina R&B (575),
rodamina falloidin (575), Calcium Orange® (576), Pironina Y
(580), rodamina B (580), TAMRA (582), Rhodamine Red® (590),
Cy3.5® (596), ROX (608), Calcium Crimson™. (615), Alexa®
594 (615), Texas Red.™. (615), Nile Red (628), YO-PRO®-3
(631), YOYO®-3 (631), R-ficocianina (642), C- ficocianina
(648), TO-PRO®-3 (660), TOTO®-3 (660), DiD DilC(5) (665),
Cy5.TM. (670), Tiadicarbocianina (671) y Cy5.5 (694).

[0144] En aun otro ejemplo, los anticuerpos anti-IL-6
también se pueden usar para determinar la reduccidén de la
expresidén de IL-6 de superficie celular sobre las células
por ejemplo, los linfocitos o monocitos.

[0145] Los anticuerpos anti-IL-6 humanos o sus
porciones fijadoras de antigeno correspondientes minimizan
las respuestas inmunogénicas y alérgicas intrinsecas a
anticuerpos monoclonales humanos o no humanos derivados

(Mabs), y en consecuencia incrementan la eficacia y la
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seguridad de los anticuerpos administrados o sus porciones
fijadoras de antigeno correspondientes.

[0146] Otro aspecto provee anticuerpos anti-IL-6
humanos codificados en parte por una secuencia de linea
germinal humana. Los genes Vg, Vg, V, se clasifican en
familias sobre la base de la homologia de secuencia. Dos
genes Vg, Vg, © V, pertenecen a la misma familia si
comparten la misma secuencia de nucledétidos en mas del 80%
de las posiciones. Un anticuerpo anti-IL-6 puede comprender
una cadena liviana kappa humana (Vg) o una cadena liviana
lambda humana (V,) o una secuencia de aminodcidos derivada
de ellas. En algunos casos que comprenden una cadena
liviana lambda, el dominio variable de la cadena liviana
(Vy) es codificado en parte por un gen de la familia V,1,
Va2, Va3, Va4, V)5, V6, V,7, V.8, V,9, o V,10 humana
(Williams S.C. et al. J. Mol. Bio. 264:220-232, 1996). En
algunos casos que comprenden una cadena liviana kappa, el
dominio variable de la cadena liviana (V;) es codificado en
parte por un gen de la familia VgI, VgII, VgIII, VIV, VgV,
o VgVI humano (Cox J. P. L., et al, Eur. J. Immunol 24:827-
836, 1994), con preferencia un gen de la familia VgI, VgIT,
VxkIII, o VkgIV, y con preferencia un gen de la familia VI o
VxgVI humana. En algunos casos, la secuencia de cadena
liviana de linea germinal se selecciona de las secuencias
de human VK que incluyen, sin limitaciones, Al, Al10, All,
Al4, A17, Al8, A19, A2, A20, A23, A26, A27, A3, A30, A5,
A7, B2, B3, L1, L10, L11, L12, L14, L15, Ll16, L18, L19, L2,
L20, L22, L23, L24, L25, L4/18a, L5, L6, L8, L9, 01, o011,
012, 014, 018, 02, 04 y 08. En ciertos casos, este marco de
linea germinar de cadena liviana humana se selecciona de
vi-11, v1-13, vi-16, V1-17, v1-18, v1-19, Vv1-2, Vv1-20, V1-
22, v1-3, vi-4, v1-5, v1i-7, v1-9, v2-1, Vv2-11, V2-13, V2-
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14, v2-15, v2-17, v2-19, Vv2-6, V2-7, V2-8, V3-2, V3-3, V3-
4, v4-1, v4-2, v4-3, v4-4, v4-6, V5-1, V5-2, V5-4 y V5-6.
Un anticuerpo anti-IL-6 puede comprender un dominio
variable de la cadena pesada (Vyg) codificado por un gen de
la familia de Vyl, Vg2, Vg3, Vg4, Vg5, Vg6 o Vy7 humana. En
ejemplos particulares, este marco de 1linea germinal de
cadena pesada humana se selecciona de VH1-18, VH1-2, VH1-
24, VH1-3, VH1-45, VH1-46, VH1-58, VH1-69, VH1-8, VH2-26,
VH2-5, VH2-70, VH3-11, VH3-13, VH3-15, VH3-16, VH3-20, VH3-
21, VH3-23, VH3-30, VH3-33, VH3-35, VH3-38, VH3-43, VH3-48,
VH3-49, VH3-53, VH3-64, VH3-66, VH3-7, VH3-72, VH3-73, VH3-
74, VH3-9, VH4-28, VH4-31, VH4-34, VH4-39, VH4-4, VH4-59,
VH4-61, VH5-51, VH6-1, y VH7-81. En casos particulares, la
regién variable de la cadena liviana y/o la regidén variable
de la cadena pesada comprenden una regidén de marco o al
menos una porcidén de una regidn de marco (por ejemplo, que
contiene 2 o 3 subregiones, tales como FR2 y FR3). En
ciertos casos, al menos FRL1, FRL2, FRL3, o FRL4 es
totalmente humano. En otros ejemplos, al menos FRH1, FRHZ,
FRH3, o FRH4 es totalmente humano. En algunos casos, al
menos FRL1, FRL2, FRL3, o FRL4 es una secuencia de linea
germinal (por ejemplo, una linea germinal humana) o
comprende secuencias de consenso humanas para el marco
particular (disponible facilmente en las fuentes de
secuencias de Ig humana descritas en la presente). En otros
ejemplos, al menos FRH1, FRH2, FRH3, o FRH4 es una
secuencia de linea germinal (por ejemplo, linea germinal
humana) o comprende secuencias de consenso humanas para el
marco particular.

[0147] La Vy del anticuerpo IL-6 puede comprender una
o0 mds sustituciones de aminodcidos relativas a la secuencia

de linea germinal de aminodcidos del gen humano. En algunos
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casos, la V; del anticuerpo IL-6 comprende 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 6 10 sustituciones de aminodcidos respecto de la
secuencia de linea germinal de aminoadcidos. En un ejemplo,
uno o mas de dichas sustituciones de la linea germinal esta
en las regiones de CDR de la cadena liviana. En un ejemplo,
las sustituciones de aminodcido relativas a la linea
germinal estdn en una o mads de las mismas posiciones que
las sustituciones relativas a la linea germinal en
cualquiera de una o méas de las Vy de los anticuerpos IgGl
9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S, IgG2 9C8 N68T T83S, IgGl
9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G N68T T83S, IgGl 9C8 I24Vv
N68T T83S, IgG2 9C8 1I24Vv N68T T83S e IgGl 22B5. Por
ejemplo, la Vy de un anticuerpo IL-6 puede contener una o
mds sustituciones de aminodcidos comparado con la linea
germinal hallada en la V, del anticuerpo IgGl 9C8. En
algunos casos, los cambios de aminodcidos estdan en una o
mas de las mismas posiciones, pero incluyen una sustitucién
diferente que en el anticuerpo de referencia.

[0148] En algunos casos, los cambios de aminodcidos
relativos a la linea germinar ocurren en una o mas de las
mismas posiciones que en cualquiera de las V, de los
anticuerpos IgGl 9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S, IgG2
9C8 N68T T83S, IgGl 9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G N68T
T83S, IgGl 9C8 1I24V N68T T83S, IgG2 9C8 I24V N68T T83S e
IgGl 22B5, pero los cambios pueden representar
sustituciones conservadoras de aminodcidos en dichas
posiciones respecto del aminodcido en el anticuerpo de
referencia. Por ejemplo si una posicién particular en uno
de estos anticuerpos se modifica respecto de la 1linea
germinal y es glutamato, se puede sustituir aspartato en
dicha posicién. De modo similar, si una sustitucidén de

aminodcido comparado con la linea germinal es serina, es
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posible sustituir conservadoramente treonina por serina en
dicha posicidn.

[0149] En algunos casos, la cadena 1liviana del
anticuerpo anti-IL-6 humano comprende la secuencia de
aminodcidos V; de anticuerpo IgGl 9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8
N68T T83S, IgG2 9C8 N68T T83S, IgGl 9C8 E31G N68T T83S,
IgG2 9C8 E31G N68T T83S, IgGl 9C8 I24V N68T T83S, IgGz 9C8
I24V N68T T83S e IgGl 22B5 o la secuencia de aminoacidos
que tiene hasta 1, 2, 3, 4, 5, &6, 7, 8, 9 &6 10
sustituciones conservadoras de aminocdcidos y/o un total de
hasta 3 sustituciones no conservadoras de aminodcidos. En
algunos casos, la cadena liviana comprende la secuencia de
aminodcidos desde el comienzo de CDR1 hasta el fin de CDR3
de cualquiera de los anticuerpos anteriores.

[0150] En algunos casos, la cadena liviana puede
comprender las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas
independientemente de la cadena liviana CDR1l, CDR2 y CDR3,
respectivamente, de la cadena liviana de anticuerpos IgGl
9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S, IgG2 9C8 N68T T83S, IgGl
9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G N68T T83S, IgGl 9C8 124V
N68T T83S, IgG2 9C8 1I24V N68T T83S e IgGl 22B5, o las
regiones CDR que tienen cada una menos de 4 o menos de 3
sustituciones conservadoras de aminocdcidos y/o un total de
tres o menos sustituciones no conservadoras de aminoacidos.
En algunos casos, la cadena liviana del anticuerpo anti-IL-—
6 comprende una cadena liviana CDR1, CDR2, y CDR3, cada una
de las <cuales se selecciona independientemente de las
regiones de la cadena 1liviana CDR1, CDR2 vy CDR3 de
anticuerpo monoclonal IgGl 9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T
T83S, IgG2 9C8 N68T T83S, IgGl 9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8
E31G N68T T83S, IgGl 9C8 I24V N68T T83S, IgG2 9C8 I24V N68T

T83S e IgGl 22B5. En ciertos casos, la cadena liviana del



82

anticuerpo anti-IL-6 comprende las regiones de la cadena
liviana CDR1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo que comprende la
secuencia de aminodcidos de la regidén Vy de un anticuerpo
seleccionado de IgGl 9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S,
IgG2 9C8 N68T T83S, IgGl 9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G
N68T T83S, IgGl 9C8 I24V N68T T83S, IgG2 9C8 I24V N68T T83S
e IgGl 22B5 o las regiones de CDR que tienen cada una menos
de 4 o0 menos de 3 sustituciones conservadoras de
aminodcidos y/o un total de tres o menos sustituciones no
conservadoras de aminodcidos.

[0151] En algunos casos, se codifica el dominio
variable (Vg), al menos en parte, mediante un gen humano.
En algunos cases, la secuencia Vi del anticuerpo IL-6
contiene una o mds sustituciones de aminodcidos, deleciones
o inserciones (adiciones) respecto de la secuencia de linea
germinal de aminodcidos. En algunos casos, el dominio
variable de la cadena pesada comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 6 17 mutaciones respecto
de la secuencia de linea germinal de aminodcidos. En
algunos casos, las mutaciones son sustituciones, deleciones
o inserciones, comparadas con secuencia de aminodcidos de
linea germinal. En algunos ejemplos, las mutaciones estéan
en las regiones CDR de 1la cadena pesada. En algunos en
ejemplos, los cambios de aminodcidos se realizan en una o
mas de las mismas posiciones que las mutaciones respecto de
la linea germinal en una cualquiera o mds de las Vy de los
anticuerpos IgGl 9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S, IgG2
9C8 N68T T83S3, IgGl 9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G N68T
T83S, IgGl 9C8 1I24V N68T T83S, IgG2 9C8 I24V N68T T83S e
IgGl 22B5. En otros ejemplos, los cambios de aminodcidos
estdn en una o mas de las mismas posiciones pero incluyen

una mutacidén diferente que en el anticuerpo de referencia.
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[0152] En algunos casos, la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos Vy de los anticuerpos IgGl 9C8,
IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S, IgG2 9C8 N68T T83S, IgGl 9C8
E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G N68T T83S, IgGl 9C8 I24V N68T
T83S, IgG2 9C8 1I24V N68T T83S e IgGl 22B5, en donde las
secuencias de aminodcidos Vy tienen hasta 1, 2, 3, 4, 6, 8
6 10 sustituciones conservadoras de aminoacidos y/o un
total de hasta 3 sustituciones no conservadoras de
aminodcidos. En algunos ejemplos, la cadena pesada
comprende la secuencia de aminodcidos del comienzo de la
CDR1 hasta el final de 1la CDR3 de cualquiera de los
anticuerpos anteriores.

[0153] En algunos casos, la cadena pesada comprende
las regiones de la cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 de los
anticuerpos IgGl 9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S, IgG2
9C8 N68T T83S, IgGl 9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G N68T
T83S, IgGl 9C8 124V N68T T83S, IgG2 9C8 I24V N68T T83S e
IgGl 22B5 o las regiones CDR que tienen cada una menos de
8, menos de 6, menos de 4, o menos de 3 sustituciones
conservadoras de aminodcidos y/o un total de tres o menos
sustituciones no conservadoras de aminodcidos.

[0154] En algunos casos, las regiones de 1la cadena
pesada CDR se seleccionan independientemente de las
regiones CDR de los anticuerpos IgGl 9C8, IgGz 9C8, IgGl
9C8 N68T T83S, IgG2 9C8 N68T T83S, IgGl 9C8 E31G N68T T83S,
IgG2 9C8 E31G N68T T83S, IgGl 9C8 I24V N68T T83S, IgG2z 9C8
I24V N68T T83S e IgGl 22B5. En otros casos, la cadena
pesada comprende regiones CDR seleccionadas
independientemente de dos o mads regiones Vy seleccionadas
de IgGl 9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S, IgG2 9C8 N68T
T83S, IgGl 9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G N68T T83S,
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IgGl 9C8 I24V N68T T83S, IgG2 9C8 I24V N68T T83S e IgGl
22B5.

[0155] En otros casos, el anticuerpo comprende una
cadena 1liviana y una cadena pesada. En otro ejemplo, la
cadena liviana de CDR y la cadena pesada de CDR provienen
del mismo anticuerpo.

[0156] Un tipo de sustitucidén de aminodcido que se
puede hacer consiste en cambiar una o mds cisteinas en el
anticuerpo, el cual puede ser quimicamente reactivo, a otro
residuo, tal como, sin limitacidn, alanina o serina. En un
ejemplo, hay una sustitucidén de una cisteina no candnica.
La sustitucidén se puede hacer en una regidén de CDR o de
marco de un dominio wvariable o en el dominio constante de
un anticuerpo. En algunos casos, la cisteina es candnica.

[0157] Otro tipo de sustitucidén de aminodcido que se
puede hacer consiste en cambiar cualquier posible sitio
proteolitico en el anticuerpo. Dichos sitios pueden
aparecer en una regién CDR o de marco de un dominio
variable o en el dominio constante de un anticuerpo. La
sustitucidén de los residuos de cisteina y la remocidén de
los sitios proteoliticos pueden disminuir el riesgo de
cualgquier heterogeneidad en el producto del anticuerpo y en
consecuencia incrementa su homogeneidad. Otro tipo de
sustitucidén de aminodcido consiste en eliminar los pares de
asparagina-glicina, los cuales forman posibles sitios de
desamidacidén, al alterar uno o ambos residuos.

[0158] En ciertos casos, las cadenas pesadas vy
livianas de los anticuerpos IL-6 opcionalmente pueden
incluir una secuencia sehal.

[0159] En algunos casos, el anticuerpo comprende las
variantes de cadenas pesadas y livianas de anticuerpos

monoclonales IgGl 9C8, IgG2 9C8, IgGl 9C8 N68T T83S, IgG2
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9C8 N68T T83S, IgGl 9C8 E31G N68T T83S, IgG2 9C8 E31G N68T
T83S, IgGl 9C8 1I24V N68T T83S, IgG2 9C8 I24V N68T T83S e
IgGl 22B5. Tal como se analizdé con mayor detalle en el
EJEMPLO 3, se realizaron numerosas variantes de mutaciones
de cadena pesada vy liviana para coincidir 1los de 1las
regiones CDR de la linea germinal. Los aminoacidos
especificos que se mutaron para obtener las versiones de la
linea germinal son aparentes para los expertos en la
técnica, al comparar las secuencias de la linea germinal
vs. un anticuerpo no de la linea germinal. Por ejemplo, una
sustitucidén de aminodcido se provee en la cadena pesada del
anticuerpo 9C8, en donde se cambia una isoleucina en el
residuo 24 a valina y se refiere como 9C8 I24V. Un segundo
ejemplo de sustitucidén de aminocdcido consiste en la cadena
liviana de anticuerpo 9C8, vy sustituye la 1lisina en el
residuo 92 por una asparagina y se refiere como 9C8 K92N.
[0160] Tal como se apreciara, el andlisis de
utilizacidén génica provee sdélo una visidén general limitada
de la estructura del anticuerpo. Dado que las células B
humanas generan estocdsticamente transcripciones de cadenas
pesadas V-D-J o cadenas livianas kappa V-J, hay numerosos
procesos secundarios que ocurren incluso sin limitacién,
hipermutacidén somdtica, adiciones, y extensiones de CDR3.
En consecuencia, para examinar mejor las estructuras de los
anticuerpos, se generaron secuencias de aminoacidos
previstas de los anticuerpos a partir de los cADN obtenidos
de los clones. Ademés, se obtuvieron secuencias de
aminodcidos N-terminales mediante determinacidén de las

secuencias de proteinas.
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Clases y subclases de anticuerpos anti-IL-6

[0161] La clase (por ejemplo, IgG, IgM, IgE, IgA, o
IgD) y la subclase (por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, o IgG4)
de anticuerpos IL-6 se pueden determinar por cualquier
método adecuado. En general, la clase y la subclase de un
anticuerpo se puede determinar mediante el uso de
anticuerpos que son especificos para una clase vy una
subclase especifica de anticuerpo. Dichos anticuerpos estan
disponibles en el comercio. La clase y la subclase se
pueden determinar por ELISA, o Western Blot, asi como otras
técnicas.

[0162] Alternativamente, la clase y la subclase se
pueden determinar mediante la determinacidén de secuencia de
la totalidad o una porcidén de los dominios constantes de
las cadenas pesadas vy/o livianas de los anticuerpos,
comparar sus secuencias de aminodcidos con las secuencias
de aminocdcidos conocidas de diversas clases y subclases de
inmunoglobulinas, y determinar la clase y la subclase de
los anticuerpos. Los anticuerpos IL-6 pueden ser una
molécula de IgG, de IgM, de IgE, de IgA, o de IgD. Por
ejemplo, los anticuerpos IL-6 pueden ser una IgG que es una
subclase de IgGl, IgG2, IgG3, o IgG4. En un ejemplo, 1los
anticuerpos IL-6 son de subclase IgG2. En otro ejemplo, los
anticuerpos IL-6 son de subclase IgGl.

[0163] En un aspecto, se proveen métodos para
convertir la clase o subclase de un anticuerpo IL-6 en otra
clase o subclase. En algunos casos, se aisla una molécula
de &cido nucleico que codifica una V, o Vy que no incluye
secuencias que codifican C; o Cy mediante el wuso de
cualquier método adecuado. La molécula de &cido nucleico

luego estd ligada operativamente a una secuencia de &acido
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nucleico que codifica una C;, o Cy a partir de una clase o
subclase de inmunoglobulina deseada. Esto se puede lograr
mediante el wuso de un vector o una molécula de é&acido
nucleico que comprende una cadena C;, o Cyz, tal como se
describidé con anterioridad. Por ejemplo, un anticuerpo IL-6
que originalmente era IgM se puede cambiar de clase a una
IgG. Ademéds, se puede wusar el cambio de clase para
convertir una subclase de IgG en otra, por ejemplo, de IgGl
a IgG2. Otro método para producir un anticuerpo que
comprende un isotipo deseado comprende las etapas de aislar
un 4&cido nucleico que codifica una cadena pesada de un
anticuerpo IL-6 y un acido nucleico que codifica una cadena
liviana de un anticuerpo IL-6, el aislamiento de la
secuencia que codifica la regién Vg, la ligadura de la
secuencia Vyz a una secuencia que codifica un dominio
constante de una cadena pesada del isotipo deseado, 1la
expresidén del gen de la cadena liviana y la construccidn de
la cadena pesada en una célula, y recolectar el anticuerpo

IL-6 con el isotipo deseado.

Afinidad de unién de los anticuerpos 1L-6 a IL-6

[0164] La afinidad de unidén y la tasa de disociacidn
de un anticuerpo anti-IL-6 a IL-6 se pueden determinar por
cualquier método adecuado. La afinidad de unidén se puede
medir por ELISA, RIA, citometria de flujo, y resonancia de
plasmén de superficie, tales como BIACORE™. La tasa de
disociacién se puede medir por resonancia de plasmén de
superficie. Se puede determinar si un anticuerpo tiene
sustancialmente la misma Kp como anticuerpo anti-IL-6

mediante el uso de cualquier método adecuado. El1 Ejemplo 7
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ejemplifica un método para determinar las constantes de

afinidad de los anticuerpos monoclonales anti-IL-6.

Identificacién de epitopos IL-6 reconocidos ©por 1los

anticuerpos anti-IL-6

[0165] Se puede determinar si un anticuerpo se fija al
mismo epitopo o compute en forma cruzada por la unidén con
un anticuerpo IL-6 mediante el uso de cualquier método
adecuado. En un ejemplo, se permite que un anticuerpo IL-6
se fije a IL-6 en condiciones de saturacién y luego se mide
la capacidad para estudiar el anticuerpo que se fija a IL-
6. Si el anticuerpo de prueba se puede fijar a IL-6 al
mismo tiempo que el anticuerpo IL-6, entonces el anticuerpo
de prueba se fija a un epitopo diferente al anticuerpo IL-
6. Sin embargo, si el anticuerpo de prueba no es capaz de
fijarse a IL-6 al mismo tiempo, entonces el anticuerpo de
prueba se fija al mismo epitopo, un epitopo superpuesto, o
un epitopo que estd en estrecha proximidad con el epitopo
fijado por el anticuerpo IL-6 humano. Este experimento se
puede realizar mediante el uso de ELISA, RIA, BIACORE™, o
citometria de flujo (FACS).

[0166] A fin de analizar si un anticuerpo IL-6 compite
en forma cruzada con otro anticuerpo IL-6, se puede usar el
método de competencia descrito en la presente en dos
direcciones, es decir, determinar si el anticuerpo de
referencia bloquea el anticuerpo de prueba y viceversa. En

un ejemplo, el experimento se realiza mediante ELISA.

Métodos para producir anticuerpos
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[0167] Los anticuerpos IL-6 o sus porciones fijadoras
de antigeno correspondientes se pueden producir por
diversas técnicas, incluso por metodologia convencional de
anticuerpos monoclonales, por ejemplo la técnica estéandar
de hibridacidén de células somdticas de Kohler y Milstein
(1975) Nature 256: 495. También se pueden emplear otras
técnicas para producir anticuerpos monoclonales tales como
transformacidén viral u oncogénica de los linfocitos B.

[0168] Un ejemplo de sistema animal para preparar
hibridomas es un sistema murino. Los protocolos de
inmunizacién y las técnicas para el aislamiento de los
esplenocitos inmunizados para la fusidén se conocen en la
técnica. También se conocen los compafleros de fusidn (por
ejemplo, células de mieloma murino) y los procedimientos de
fusidn.

[0169] Los anticuerpos quiméricos y humanizados se
pueden preparar sobre la base de la secuencia de un
anticuerpo monoclonal murino preparado tal como se
describidé con anterioridad. Los ADN que codifican las
cadenas pesadas y livianas de las inmunoglobulinas se
pueden obtener a partir del hibridoma murino de interés vy
se preparan por ingenieria para contener secuencias de
inmunoglobulina no murinas (por ejemplo, humanas) gue
utilizan técnicas estdndar de biologia molecular. Por
ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las regiones
variables murinas se pueden ligar a regiones constantes
humanas mediante el uso de métodos conocidos en la técnica
(ver por ejemplo, la patente de los Estados Unidos N.°
4.816.567 de Cabilly et al.). Para crear un anticuerpo
humanizado, las regiones CDR murinas se pueden insertar en
un marco humano mediante los métodos conocidos en la

técnica (ber por ejemplo, la patente de los Estados Unidos
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Nros. 5.225.539, y las patentes de los Estados Unidos Nros.
5.530.101; 5.585.089; 5.693.762; y 6.180.370).

[0170] En un caso, 1los anticuerpos anti-IL-6 son
anticuerpos monoclonales humanos. Dichos anticuerpos
monoclonales humanos dirigidos contra IL-6 se pueden
generar mediante el uso de ratones transgénicos o
transcromosémicos portadores de partes de un sistema inmune
humano mas que en sistema de ratédn. Estos ratones
transgénicos y transcromosdémicos incluyen ratones referidos
en la presente como HuMAb Mouse® y KM Mouse®,
respectivamente, y en conjunto se refieren en la presente
como “ratones Ig humanos”.

[0171] E1 HuMADb Mouse® (Medarex®, Inc.) contiene los
miniloci de genes de inmunoglobulina humana que codifican
las secuencias de inmunoglobulinas de cadenas pesadas (u y
Y) yv k¥ de cadena liviana no organizadas, Jjunto con
mutaciones dirigidas que inactivan los loci de cadenas u y
k enddégenos (ver por ejemplo, Lonberg, et al. (1994) Nature
368(0474): 856-859). En consecuencia, los ratones exhiben
la expresidén reducida de IgM o x murino, y en response a la
inmunizacidén, los transgenes de cadena pesada y de cadena
liviana humana introducidas sufren variacién de clase vy
mutacidén somdtica a fin de generar IgGk monoclonal humano
de alta afinidad (Lonberg, N. et al. (1994); revisado por
Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology
113:49-101; Lonberg, N. y Huszar, D. (1995) Intern. Rev.
Immunol. 13: 65-93, y Harding, F. y Lonberg, N. (1995) Ann.
N.Y. Acad. Sci. 764:536-546). La preparacién y el uso de
HuMAb Mouse®, y las modificaciones gendmicas portadas por
dichos ratones también se describen en Tailor, L. et al.
(1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et al.
(1993) International Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al.
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(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi et al.
(1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et al. (1993)
EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994) J. Immunol.
152:2912-2920; Tailor, L. et al. (1994) International
Immunology 6: 579-591; y Fishwild, D. et al. (1996) Nature
Biotechnology 14: 845-851, cuyos contenidos se incorporan
especificamente por referencia en si totalidad. Ver
también, las patentes de los Estados Unidos Nros.
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650;
5.877.397; 5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; y 5.770.429;
patente de los Estados Unidos Nros. 5.545.807;
Publicaciones de PCT Nros. WO 92/03918, WO 93/12227, WO
94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 y WO 99/45962; vy
publicacidén de PCT N.° WO 01/14424.

[0172] En otro aspecto, se pueden generar anticuerpos
anti-IL-6 humanos mediante el uso de un ratdén que porta las
secuencias de inmunoglobulinas humanas sobre los transgenes
y los transcromosomas, tales como un ratdédn gque porta un
transgén de cadena pesada humana y un transcromosoma de
cadena liviana humana. Dichos ratones, referidos en 1la

m", se describen en detalle en la

presente como “KM mice
publicacidén de PCT N.° WO 02/43478.

[0173] Mas aun, los sistemas alternativos de animales
transgénicos que expresan genes de inmunoglobulina humanos
estdn disponibles en la técnica y se pueden usar para
generar anticuerpos IL-6. Por ejemplo, se puede usar un
sistema transgénico alternativo referido como Xenomouse™
(Abgenix, Inc.); dichos ratones se describen, por ejemplo,
en las patentes de los Estados Unidos Nros. 5.939.598;
6.075.181; 6.114.598; 6.150.584; vy 6.162.963.

[0174] Méas aun, estan disponibles en la técnica

sistemas alternativos de animales transcromosdmicos que
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expresan genes de inmunoglobulina humana y se pueden usar
para generar anticuerpos IL-6. Por ejemplo, se pueden usar
los ratones portadores de una cadena pesada
transcromosdémica humana y una cadena liviana
trancromosdédmica humana, referidos como “ratones TC”; dichos
ratones se describen en Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 97:722-727. Ademds, se han descrito en la
técnica vacas portadoras de transcromosomas de cadenas
pesada y liviana humanas (Kuroiwa et al. (2002) Nature
Biotechnology 20:889-894) vy se pueden usar para gJgenerar
anticuerpos IL-6.

[0175] Los anticuerpos monoclonales también se pueden
preparar mediante el uso de ratones SCID en los cuales se
han reconstituido células inmunes humanas tales como una
respuesta de anticuerpo humano que se puede generar luego
de la inmunizacién. Dichos ratones se describen, por
ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos Nros.

5.476.996; y 5.698.767.

Inmunizacidén de ratones Ig humanos

[0176] Produccidn de anticuerpos y lineas celulares
productoras de anticuerpo

[0177] Después de la inmunizacidén de un animal con un
antigeno IL-6, se pueden obtener anticuerpos y/o células
productoras de anticuerpo del animal. En algunos casos, se
obtiene el suero que contiene anticuerpo IL-6 del animal
por sangrado o sacrificio del animal. El1 suero se puede
usar tal como se obtiene del animal, una fraccidén de
inmunoglobulina se puede obtener del suero, o los

anticuerpos IL-6 se pueden purificar del suero.
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[0178] En algunos casos, las lineas celulares
inmortalizadas productoras de anticuerpo se preparan de
células aisladas del animal inmunizado. Después de 1la
inmunizacién, el animal se sacrifica y las células B de los
ganglios linfdticos vy/o esplénicas se inmortalizan por
cualquier medio conocido en la técnica. Los métodos para
inmortalizar las células incluyen, sin limitaciones, su
transfeccidén con oncogenes, su infeccidén con un virus
oncogénico y cultivarlas en condiciones que seleccionan las
células inmortalizadas, someterlas a compuestos
carcinogénicos o mutantes, fusionarlas con una célula
inmortalizada, por ejemplo, una célula de mieloma, e
inactivar un gen supresor de tumor. Si se usa la fusidén con
células de mieloma, las células de mieloma con preferencia
no secretan polipéptidos de inmunoglobulina (una linea
celular no secretora). Las células inmortalizadas se
analizan mediante el uso de IL-6, una de sus porciones, o
una célula que expresa IL-6. En algunos casos, el andlisis
inicial se realiza mediante el uso de un inmunoensayo
ligado a enzima (ELISA) o un radioinmunoensayo. Un ejemplo
de andlisis por ELISA se provee en la publicacién de PCT
N.° WO 00/37504, incorporada en la presente por referencia.

[0179] Las células productoras de anticuerpo IL-6, por
ejemplo, hibridomas, se seleccionan, c¢lonan y luego se
analizan respecto de las caracteristicas deseables, incluso
crecimiento fuerte, elevada produccién de anticuerpo vy
caracteristicas de anticuerpo deseables. Los hibridomas se
pueden expandir in vivo en animales singeneicos, en
animales carentes de un sistema inmune, por ejemplo,
ratones desnudos, o en cultivos celulares 1in vitro. Los
métodos de seleccidn, clonacidén y expansidén de hibridomas

son bien conocidos por los expertos en la técnica.
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[0180] En un ejemplo, el animal inmunizado es un
animal no humano que expresa los genes de inmunoglobulina
humana y las células B esplénicas se fusionan a una linea
de células de mieloma proveniente de la misma especies como
animal no humano. Uno de dichos animales inmunizados es un
ratén Kirin TC Mouse™ y la linea celular de mieloma es un
mielona murino no secretor. En otro ejemplo, la linea
celular de mieloma es Sp2/0-Agl4 (American Type Culture
Collection (ATCC) CRL-1581).

[0181] También se proveen métodos para producir una
linea celular que produce un anticuerpo monoclonal humano o
sus porciones fijadoras de antigeno dirigidas a la IL-6 que
comprenden: (a) inmunizar un animal transgénico humano
descrito en la presente con IL-6, una porcidén de IL-6 o una
células o tejido que expresa I1-6; (b) permitir que el
animal transgénico monte una respuesta inmune a IL-6; (c)
aislar las células productoras de anticuerpo provenientes
del animal transgénico; (d) inmortalizar las células
productoras de anticuerpo; (e) crear poblaciones
monoclonales individuales de las células productoras de
anticuerpo inmortalizadas; vy (f) analizar las células
productoras de anticuerpo inmortalizadas a fin de
identificar un anticuerpo dirigido a IL-6.

[0182] En otro aspecto, se proveen hibridomas que
producen un anticuerpo IL-6 humano. El anticuerpo IL-6
humano producido por el hibridoma puede ser un antagonista
de IL-6. Los hibridomas pueden ser producidos en una
especie no humana, no murina tal como, por ejemplo, ratas,
ovejas, cerdos, cabras, vacunos o caballos.

[0183] En un caso, las células productoras de
anticuerpo se aislan y expresan en una célula huésped, por

ejemplo células de mieloma. En aun otro ejemplo, un animal
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transgénico se inmuniza con IL-6, se aislan las células
primarias (por ejemplo, células de bazo o de sangre
periférica) de un animal transgénico inmunizado y se
identifican las células individuales productoras de
anticuerpos especificos para el antigeno deseado. El1 mARN
poliadenilado de cada célula individual se aisla y se
realiza la reaccidn de cadena de polimerasa de
transcripcidén inversa (RT-PCR) mediante el uso de cebadores
con sentido que se unen a las secuencias de regidn
variable, por ejemplo, cebadores degenerados gque reconocen
la mayoria o la totalidad de las regiones FR1 de los genes
de la regién variable de las cadenas pesadas y livianas
humanas vy los cebadores antisentido que se unen a las
secuencias de la regidén constante o de unidén. Luego se
clonan los cADN de los dominios variables de cadena pesada
y liviana y se expresan en cualquier célula huésped
adecuada, por ejemplo, una célula de mieloma, como
anticuerpos quiméricos con regiones constantes de las
respectivas inmunoglobulinas, tales como los dominios
constantes de cadena pesada y X o A. Ver Babcook, J. S. et
al. (19906) Proc. Natl. Acad. Sci. UsA 93: 7843-48,
incorporadas en la presente por referencia. Luego 1los

anticuerpos IL-6 se pueden identificar y aislar.

Métodos recombinantes para producir anticuerpos

[0184] Los anticuerpos IL-6 o sus porciones fijadoras
de antigeno correspondientes se pueden preparar por la
expresidén recombinante de los genes de las cadenas pesada y
liviana de inmunoglobulina en wuna célula huésped. Por
ejemplo, para expresar un anticuerpo en forma recombinante,
una célula huésped se transfecta con uno o mds vectores de

expresidén recombinantes portadores de fragmentos de ADN que
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codifican las cadenas pesadas y livianas de la
inmunoglobulina del anticuerpo de manera tal que las
cadenas pesadas y livianas se expresan en la célula huésped
y, con preferencia, son secretadas al medio en el cual se
cultivan las células huésped, a partir de los cuales se
pueden recuperar los anticuerpos. Se usan diversas
metodologias de ADN recombinante para obtener genes de las
cadenas pesadas y livianas del anticuerpo, a fin de
incorporar estos genes en vectores de expresidn
recombinantes y para introducir los vectores en células
huésped, tales como las descritas en Sambrook, Fritsch vy
Maniatis (eds), Molecular Cloning; A Laboratory Manual,
Segunda Edicidén, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel,
F. M. et al. (eds.) Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Associates, (1989) y en la patente de los
Estados Unidos N.° 4.816.397, cuyas descripciones se

incorporan en la presente por referencia.

[0185] Mutaciones y Modificaciones

[0186] Para expresar los anticuerpos IL-6, se pueden
obtener primero los fragmentos de ADN que codifican las
regiones Vy y V; mediante el wuso de cualgquiera de 1los
métodos analizados en la presente. También se pueden
introducir diversas mutaciones, deleciones, y/o adiciones
can en las secuencias de ADN que utilizan diversos métodos
adecuados. Por ejemplo, la mutagénesis se puede realizar
mediante el uso de métodos estandar, tales como mutagénesis
mediada por PCR, en los cuales los nucleétidos mutados se
incorporan en los cebadores de PCR tales como el producto
PCR contienen las mutaciones deseadas o la mutagénesis
dirigida a sitio. Un tipo de sustitucidén, por ejemplo, que

se puede hacer es el cambio de una o mas cisteinas en el
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anticuerpo, el cual puede ser gquimicamente reactivo, por
otro residuo, tal como, sin limitacidén, alanina o serina.
Por ejemplo, puede haber una sustitucidédn de una cisteina no
candénica o candnica. La sustitucidédn se puede hacer en una
regién CDR o de marco de un dominio wvariable o en el
dominio constante de un anticuerpo. Los anticuerpos también
se pueden mutar en los dominios wvariables de las cadenas
pesadas y/o livianas, por ejemplo, con el fin de alterar
una propiedad de unidén del anticuerpo. Por ejemplo, se
puede hacer una mutacidén en una o mas de las regiones CDR
para incrementar o disminuir la Kp del anticuerpo para IL-
6, a fin de incrementar o disminuir k.ss, O para alterar la
especificidad de unién del anticuerpo. Las técnicas en la
mutagénesis dirigida a sitio incluyen, por ejemplo,
Sambrook et al. y Ausubel et al., las cuales se incorporan
en la presente por referencia.

[0187] También se puede hacer una mutacidén en una
regién de marco o dominio constante para incrementar la
vida media de un anticuerpo IL-6. Ver, por ejemplo, la
publicacién de PCT N.° WO 00/09560, incorporada en la
presente por referencia. También se ©puede hacer una
mutacién en una regidén marco o dominio constante para
alterara la inmunogenicidad del anticuerpo, a fin de
proveer un sitio para la unidén covalente o no covalente a
otra molécula, o para alterar propiedades tales como
fijacién de complemento, fijacidén de FcR y citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC). Un
unico anticuerpo puede tener mutaciones en uno cualquiera o
mds de las regions CDR o de marco del dominio variable o en
el dominio constante.

[0188] En un proceso denominado “revestimiento

germinal”, ciertos aminodcidos de las secuencias Vy y Vp se
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pueden mutar para coincidir con los hallados naturalmente
en las secuencias Vg y V, de la 1linea germinal. En
particular, las secuencias de aminodcidos de las regiones
marco de las secuencias Vg y Vy se pueden mutar para
coincidir con las secuencias de lineas germinales fin de
reducir el riesgo de inmunogenicidad cuando se administra
el anticuerpo. Las secuencias de ADN de linea germinal para
los genes de Vyg y Vp humano se conocen en la técnica (ver
por ejemplo, la base de datos de la secuencia de 1linea
germinal “Vbase” humana; ver también Kabat, E. A., et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicién, Departamento de Salud y Servicios Humanos
de los Estados Unidos, Publicacién de NIH N.° 91-3242;
Tomlinson et al. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798; y Cox et
al. Eur. J. Immunol. 24:827-836 (1994); cuyos contenidos se
incorporan en la presente por referencia).

[0189] Otro tipo de sustitucidén de aminodcido que se
puede hacer consiste en extraer posibles sitios
proteoliticos en el anticuerpo. Dichos sitios pueden
aparecer en una regién de CDR o marco de un dominio
variable o en el dominio constante de un anticuerpo. La
sustitucidén de residuos de cisteina y la remocidn de sitios
proteoliticos puede reducir el riesgo de heterogeneidad en
el producto de anticuerpo y en consecuencia incrementar su
homogeneidad. Otro tipo de sustitucidén de aminodcido
consiste en eliminar los pares de asparagina-glicina, los
cuales forman posibles sitios de desamidacién, al alterar
uno o ambos residuos. En otro ejemplo, la lisina C-terminal
de 1la cadena pesada de un anticuerpo IL-6 puede ser
escindida. En diversos ejemplos, las cadenas pesadas vy
livianas de los anticuerpos IL-6 pueden incluir

opcionalmente una secuencia senal. En algunos casos, la
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lisina C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo anti-
IL-6 puede ser escindida proteoliticamente.

[0190] Una vez obtenidos los fragmentos de ADN dgue
codifican los segmentos Vy y Vi, estos fragmentos de ADN
también se pueden manipular mediante técnicas de ADN
recombinante estdndar, por ejemplo para convertir los genes
de la regidén variable en genes de cadena de anticuerpo de
longitud total, en genes de fragmento Fab, o a un gen scFv.
En estas manipulaciones, un fragmento de ADN que codifica
Vi, 0 Vy estd ligado operativamente a otro fragmento de ADN
que codifica otra proteina, tales como una regidén de
anticuerpo constante o un ligador flexible. La expresién
“ligado operativamente”, tal como se usa en este contexto,
pretende significar que los dos fragmentos de ADN se unen
de manera tal que las secuencias de aminodcidos codificados
por los dos fragmentos de ADN permanecen en el marco.

[0191] E1 ADN aislado que codifica la regidén Vy se
puede convertir en un gen de cadena pesada de longitud
total al ligar operativamente los ADN que codifican Vy con
otras moléculas de ADN que codifican regiones constantes de
cadena pesada (CH1, CH2 y CH3). Las secuencias de los genes
de la regidén constante de la cadena pesada se conocen en la
técnica (ver por ejemplo, Kabat, E. A., et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, guinta
Edicidén, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los
Estados Unidos, Publicacién de NIH N.° 91-3242) y
fragmentos de ADN que abarcan estas regiones se pueden
obtener mediante amplificacidén estdndar por PCR. La regidn
constante de la cadena ©pesada puede ser una regidn
constante de IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM o IgD,
pero con maxima preferencia es una regidn constante de IgGl

o IgG2. La secuencia de regidén constante de IgGl puede ser
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cualgquiera de diversos alelos o alotipos de los cuales se
sabe que ocurren entre diferentes individuales, tales como
Gm(l), Gm(2), Gm(3), y Gm(l7). Estos alotipos representan
la sustitucidén de aminodcidos naturales en las regiones
constantes de IgGl. Para un gen de cadena pesada de
fragmento Fab, el ADN que codifica Vy puede estar ligado
operativamente a otra molécula de ADN que codifica sdélo la
regién constante de la cadena pesada CHl1. La regidn
constante de la cadena pesada CHl1 se puede derivar de
cualqguiera de los genes de la cadena pesada.

[0192] E1 ADN aislado que codifica la regidén V; se
puede convertir en un gen de cadena liviana de longitud
total (asi como un gen de cadena liviana de Fab) a través
de la unidén operativa del ADN que codifica el Vy con otra
molécula de ADN que codifica la regidén constante de cadena
liviana, C;. Las secuencias de genes de regidn constante de
la cadena liviana humana se conocen en la técnica (ver por
ejemplo, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins
of Immunological Interest, quinta Edicién, Departamento de
Salud vy Servicios Humanos de los Estados Unidos,
Publicacién de NIH N.° 91-3242) y los fragmentos de ADN que
abarcan estas regiones se pueden obtener mediante
amplificacidén estandar por PCR. La regidn constante de la
cadena 1liviana puede ser una regidén constante kappa o
lambda. La regidén constante kappa puede ser cualquiera de
los diversos alelos conocidos por aparecer entre diferentes
individuos, tales como Inv(1l), Inv(2), y Inv(3). La regidn
constante lambda puede ser derivada a partir de cualquiera
de los tres genes lambda.

[0193] Para crear un gen scfFv, los fragmentos de ADN
que codifican Vi y Vi, estdn ligados operativamente a otro

fragmento que codifica un ligador flexible, por ejemplo,
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que codifica la secuencia de aminodcidos (Glus -Ser)s, de
manera tal que las secuencias Vg y Vi, se pueden expresar
como proteina de cadena uUnica continua, con las regiones Vi
y Vg unidas por el ligador flexible (ver por ejemplo, Bird
et al. Science 242:423-426 (1988); Huston et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); McCafferty et
al., Nature 348:552-554 (1990)). El1 anticuerpo de cadena
unica puede ser monovalente, si solo se usa una unica Vy y
Vi, bivalente, si se usan dos Vg y Vi, o polivalente, si se
usan mas de dos Vg y Vp. Se pueden generar anticuerpos
biespecificos o polivalentes que se fijan especificamente a
IL-6 y a otra molécula.

[0194] En otro caso, se puede preparar un anticuerpo
de fusién que comprende la totalidad o una porcidén de un
anticuerpo IL-6 ligado a otro polipéptido. En otro caso,
solo los dominios variables del anticuerpo IL-6 estén
ligados al polipéptido. En otros caso, el dominio Vy de un
anticuerpo IL-6 estd ligado a un primer polipéptido,
mientras que el dominio Vy de un anticuerpo IL-6 esté
ligado a un segundo polipéptido gque se asocia con el primer
polipéptido en wuna forma tal que los dominios Vy y Vi
pueden interactuar entre si para formar un sitio de
fijacidén de un antigeno. En otro caso, el dominio Vy estéa
separado del dominio Vi por un ligador de manera tal que
los dominios Vy y Vp pueden interactuar entre si. E1
anticuerpo Vy ligador de Vy luego se liga al polipéptido de
interés. Ademds, se pueden crear anticuerpos de fusidén en
los cuales dos (o més) anticuerpos de cadena uUnica estén
ligados entre si. Es Util si se desea crear un anticuerpo
divalente o polivalente en una cadena de polipéptido unico,

0 si se desea crear un anticuerpo biespecifico.
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[0195] En otros casos, se pueden preparar otros
anticuerpos modificados mediante el uso del anticuerpo IL-6
que codifica moléculas de 4&acido nucleico. Por ejemplo, se
pueden preparar los “cuerpos Kappa” (I1ll et al., Protein
Eng. 10: 949-57 (1997)), *“minicuerpos” (Martin et al., EMBO
J. 13: 5303-9 (1994)), “Diacuerpos” (Holliger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993)), o “Janusinas”
(Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659 (1991) y
Traunecker et al., Int. J. Cancer (Supl.) 7:51-52 (1992))
mediante el uso de técnicas bioldégicas moleculares
adecuadas segun las técnicas analizadas en la presente.

[0196] Los anticuerpos biespecificos o los fragmentos
fijadores de antigeno se pueden producir por diversos
métodos que incluyen la fusién de hibridomas o ligar 1los
fragmentos Fab. Ver, por ejemplo, Songsivilai & Lachmann,
Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990), Kostelny et al., J.
Immunol. 148:1547-1553 (1992). Ademds, se pueden formar
anticuerpos biespecificos como “diacuerpos” o *“Janusinas.”
En algunos casos, el anticuerpo biespecifico se fija a dos
epitopos diferentes de IL-6. En algunos casos, los
anticuerpos modificados descritos en la presente se
preparan mediante el uso de uno o més de los dominios

variables o las regiones CDR de un anticuerpo IL-6 humano.

Vectores y células huésped

[0197] Para expresar los anticuerpos IL-6 y sus
porciones fijadoras de antigeno correspondientes, los ADN
que codifican cadena pesadas y livianas de longitud parcial
o total, obtenidas tal como se describe en la presente, se
insertan en vectores de expresién tales como los genes
ligados operativamente a las secuencias control de 1la

transcripcidén y la traduccidén. En este contexto, el término
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“ligado operativamente” pretende significar que un gen de
anticuerpo estd ligado a un vector tal que las secuencias
control de transcripcidén y traduccidén dentro del vector
cumplen con su funcién pretendida de regular la
transcripcidén y la traduccidén del gen de anticuerpo. EIL
vector de expresidén y las secuencias de control de la
expresidén se eligen para ser compatibles con la expresidén
de la célula huésped usada. Los vectores de expresidn
incluyen, por ejemplo, plasmidos, retrovirus, adenovirus,
virus adenoasociados (AAV), virus vegetales tales como
virus mosaico de coliflor, virus mosaico de tabaco,
césmidos, YAC, y episdmeros derivados de EBV. El1 gen de
anticuerpo estd ligado a un vector de manera tal que las
secuencias control de la transcripcidén y la traduccidn
dentro del vector cumplen su funcidn pretendida de regular
la transcripcidén y la traduccién del gen del anticuerpo. E1
vector de expresidén y las secuencias de control de la
expresidén se eligen para ser compatibles con la expresidn
de la célula huésped usada. El1 gen de la cadena liviana de
anticuerpo y el gen de cadena pesada de anticuerpo se
pueden insertar en distintos vectores o ambos genes se
insertan en el mismo vector de expresién. Los genes del
anticuerpo se insertan en el vector de expresidén por
diversos métodos (por ejemplo, ligadura de sitios de
restriccidén complementaria en el fragmento de gen de
anticuerpo gene y vector, o ligadura de extremo romo ante
la ausencia de sitios de restriccidn).

[0198] Un vector conveniente es el que codifica una
secuencia funcionalmente completa Cqy o Cy de
inmunoglobulina completa, con sitios de restriccién
adecuados obtenidos por ingenieria de manera tal que

cualguier secuencia Vg o Vp se puede insertar o expresar
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con facilidad, tal como se describidé con anterioridad. En
dichos vectores, usualmente ocurre empalme entre el sitio
donante del empalme en la regidén J insertada y el sitio
aceptor del empalme que precede el dominio C humano, vy
también en las regiones de corte y empalme gue se
encuentran dentro de los exones Cy  humanos. Ocurre
poliadenilacién y terminacién de la transcripcidén en 1los
sitios cromosdémicos nativos corriente abajo respecto de las
regiones codificadoras. El vector de expresidén recombinante
también puede codificar un péptido sefial que facilita la
secrecién de la cadena del anticuerpo de una célula
huésped. E1 gen de la cadena del anticuerpo se puede clonar
en el vector de manera tal que el péptido sefal se liga
dentro del marco al terminal amino de la cadena de la
inmunoglobulina. El1 péptido sefal heterdlogo puede ser un
péptido senal de inmunoglobulina o un péptido senal (es
decir, un péptido sefial proveniente de una proteina no
inmunoglobulina) .

[0199] Ademés de los genes de la cadena del
anticuerpo, los vectores de expresidén recombinantes portan
secuencias reguladoras que controlan la expresidén de 1los
genes de la cadena del anticuerpo en una célula huésped. El
disefio del vector de expresidén, incluso la seleccidn de las
secuencias reguladoras puede depender de factores tales
como la eleccidén de la célula huésped que se transforma, el
nivel de expresidén de la proteina deseada. Las secuencias
reguladoras para la expresidén de la célula huésped de
mamifero incluye elementos virales que dirigen los niveles
elevados de la expresidén de proteinas en las células de
mamifero, tales como los promotores y/o mejoradores
derivados de LTR retrovirales, citomegalovirus (CMV) (tales

como el promotor/mejorador de CMV), el virus simiano 40
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(SV40) (tales como el promotor/mejorador de sv40),
adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio principal de
adenovirus (AdMLP)), promotores de polioma y de mamifero
fuertes tales como los promotores nativos de
inmunoglobulina y de actina. Para la ulterior descripcidn
de los elementos reguladores virales, y sus secuencias, ver
por ejemplo, la patente de los Estados Unidos N.°
5.168.062, la patente de los Estados Unidos N.° 4.510.245 vy
la patente de los Estados Unidos N.° 4.968.615,
incorporadas en la presente por referencia. Los métodos
para expresar los anticuerpos en plantas, incluso una
descripcién de los promotores y vectores, asi como la
transformacién de plantas son conocidos en la técnica. Ver,
por ejemplo, la patente de los Estados Unidos N.°
6.517.529, incorporada en la presente por referencia.

[0200] Ademéds de los genes de la cadena del anticuerpo
y las secuencias reguladoras, los vectores de expresidn
recombinantes pueden portar secuencias adicionales, tales
como las secuencias que regulan la replicacidén del vector
en las células huésped (por ejemplo, origenes de la
replicacién) y genes marcadores seleccionables. El1 gen
marcador seleccionable facilita la seleccidén de las células
huésped en las cuales se ha introducido el vector (ver por
ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nros.
4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, incorporadas en la
presente por referencia). Por ejemplo, generalmente el gen
del marcador seleccionable <confiere resistencia a 1los
fdrmacos tales como G418, higromicina o metotrexato, en una
célula huésped en la cual se ha introducido el vector. Los
genes marcadores seleccionables incluyen el gen de la
dihidrofolatoreductasa (DHFR) (para usar en células huésped

dhfr con seleccidén/amplificacidén de metotrexato), el gen de
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neomicinafosfotransferasa (para la seleccidén de G418), y el
gen de glutamatosintetasa.

[0201] Las moléculas de &acido nucleico que codifican
los anticuerpos IL-6 y los vectores que comprenden estar
moléculas de 4&cido nucleico se pueden usar para la
transfeccién de una célula huésped de un mamifero, planta,
bacteria o levadura adecuada. La transformacidn puede ser
cualquier método adecuado para introducir polinucledtidos
en una célula huésped. Los métodos para la introduccidén de
los polinucledétidos heterdlogos en células de mamifero
incluyen transfeccidén mediada por dextrano, precipitacidn
con fosfato de calcio, transfeccidén mediada por polibreno,
fusién de protoplasto, electroporacidn, encapsulacidén de
los polinucledétidos en liposomas, y microinyeccidén directa
del ADN en los nucleos. Ademds, se pueden introducir
moléculas de &cido nucleico en las células de mamifero
mediante vectores virales. Los métodos para transformar las
células son bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo,
las patentes de los Estados Unidos Nros. 4.399.216,
4.912.040, 4.740.461 vy 4.959.455, incorporadas en la
presente por referencia). Los métodos para transformar las

células vegetales son bien conocidos en la técnica,

incluso, por ejemplo, transformacidn mediada por
Agrobacterium, transformacién biolistica, inyeccién
directa, electroporacién y transformacidén viral. Los

métodos de transformacidén de células bacterianas vy de
levaduras también son bien conocidos en la técnica.

[0202] Las 1lineas celulares de mamifero disponibles
como huéspedes para la expresidén son bien conocidas en la
técnica e incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas
disponibles de American Type Culture Collection (ATCC).

Estas incluyen, por ejemplo, células de ovario de héamster
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chino (CHO), células NSO, células SP2, células HEK-293T,
células NIH-3T3, células Hela, células de rindén de hdmster
bebé (BHK), células de rifién de mono verde africano (COS),
células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep
G2), células A549, y numerosas otras lineas celulares. Las
lineas celulares de particular preferencia se seleccionan
por determinacidén de cudles lineas celulares tienen mayores
niveles de expresidén. Otras lineas celulares que se pueden
usar son lineas celulares de insectos, tales como células
Sf9 o Sf21. Cuando los vectores de expresidén recombinante
que codifican los genes de anticuerpo son introducidos en
las células huésped de mamifero, los anticuerpos se
producen por cultivo de las células huésped durante un
periodo suficiente para permitir la expresidn del
anticuerpo en las células huésped o, con mayor preferencia,
la secrecidén del anticuerpo al medio de cultivo en el cual
se cultivan las células huésped. Los anticuerpos se pueden
recuperar del medio de cultivo mediante el uso de diversos
métodos de purificacidén de proteinas. Las células huésped
bacterianas incluyen E. coli y especies de Streptomyces.
Las células huésped de levaduras incluyen
Schizosaccharomyces  pombe, Saccharomyces cerevisiae y
Pichia pastoris.

[0203] Ademéds, la expresién de los anticuerpos por
parte de las lineas celulares de produccién se puede
mejorar mediante el uso de cualquier técnica adecuada. Por
ejemplo, los sistemas de expresién de los genes de
glutaminasintetasa (el sistema GS) y de DHFR son enfoques
comunes para mejorar la expresidn en ciertas condiciones.
Los clones de las células de alta expresidén se pueden
identificar mediante el wuso de técnicas convencionales,

tales como clonacidén de dilucidén limitada y tecnologia de
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microgotas. El sistema GS se analiza en las patentes
europeas Nros. 0 216 846, 0 256 055, 0 323 997 y 0 338 841.

[0204] Es probable que los anticuerpos expresados por
diferentes 1lineas celulares o en animales transgénicos
tengan diferente glucosilacidén entre si. Sin embargo, todos
los anticuerpos codificados por las moléculas de 4&acido
nucleico provistas en la presente, o que comprenden las
secuencias de aminodcidos provistas en la presente son
parte de la presente descripcidén, con independencia de la

glucosilacidédn de los anticuerpos.

Bibliotecas de presentacidén de fagos

[0205] También se proveen métodos para producir un
anticuerpo IL-6 o sus porciones fijadoras de antigeno que
comprenden las etapas de sintesis de una biblioteca de
anticuerpos humanos en fagos, el andlisis de la biblioteca
con IL-6 o una de sus porciones, el aislamiento del fago
que se fija a IL-6, y la obtencidén del anticuerpo a partir
del fago. A modo de ejemplo, un método para preparar la
biblioteca de anticuerpos para el uso en las técnicas de
presentacidén de fagos comprenden las etapas de inmunizar un
animal no humano que comprenden los loci de inmunoglobulina
humana con IL-6 o una de sus porciones antigénica para
crear una respuesta inmune, extraer las células productoras
de anticuerpo del animal inmunizado; asilar el ARN que
codifica las cadenas pesadas y livianas de los anticuerpos
provenientes de las células extraidas, transcripcidn
inversa del ARN para producir cADN, amplificar el CcADN
mediante el uso de cebadores, e insercidén del cADN en un

vector de presentacidén de un fago de manera tal que los
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anticuerpos se expresen en el fago. Los anticuerpos IL-6
recombinantes se pueden obtener de esta manera.

[0206] Los anticuerpos IL-6 recombinantes humanos se
pueden aislar por andlisis de la biblioteca de anticuerpos
combinatorios recombinantes. Con preferencia la biblioteca
es una biblioteca de presentacidén del fago scFv, generado
mediante el uso de cADN Vy y Vy humanos preparados a partir
de mARN aislado de células B. Los métodos para preparar y
analizar dichas bibliotecas son conocidos en la técnica.
Los kits para generar las bibliotecas de presentacidén de
fagos estdn disponibles en el comercio (por ejemplo, el
Pharmacy Recombinant Fage Antibody System, catdlogo N.°.
27-9400-01; vy el kit de presentacién de fago Stratagene
SurfzAP", catdlogo N.° 240612). También hay otros métodos y
reactivos que se pueden usar en la generacidén y el andlisis
de bibliotecas de presentacidén de anticuerpo (ver, por
ejemplo, la patente de los Estados Unidos N.° 5.223.409;
publicaciones de PCT Nros. WO 92/18619, WO 91/17271, WO
92/20791, WO 92/15679, WO 93/01288, WO 92/01047, WO
92/09690; Fuchs et al., Bio/Technology 9:1370-1372 (1991);
Hay et al., Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85 (1992); Huse
et al., Science 246:1275-1281 (1989); McCafferty et al.,
Nature 348:552-554 (1990); Griffiths et al., EMBO J.
12:725-734 (1993); Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-
896 (1992); Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991);
Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3576-3580
(1992); Garrad et al., Bio/Technology 9:1373-1377 (1991);
Hoogenboom et al., Nuc. Acid Res. 19:4133-4137 (1991); vy
Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7978-7982
(1991), todos incorporados en la presente por referencia.

[0207] Para aislar y producir anticuerpos IL-6 humanos

con las caracteristicas deseadas, primero se usa un
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anticuerpo IL-6 humano para seleccionar secuencias de
cadenas pesadas y livianas humanas que tienen similar
actividad de unién para IL-6, mediante el wuso de los
métodos de impronta de epitopo descritos en la publicacidn
de PCT N.° WO 93/06213, incorporada en la presente por
referencia. Las Dbibliotecas de anticuerpo usadas en este
método con preferencia son bibliotecas de scFv preparadas y
analizadas tal como se describe en la publicacién de PCT
N.° WO 92/01047, McCafferty et al., Nature 348:552-554
(1990); vy Griffiths et al., EMBO J. 12:725-734 (1993),
todas incorporadas en la presente por referencia.

[0208] Una vez que se han seleccionado los Vp y Vg
humanos iniciales, se realizan experimentos de “mezclar vy
hacer coincidir”, en los cuales diferentes pares de los
segmentos inicialmente seleccionados V, y Vi son analizados
respecto de la fijacidén de IL-6 a fin de seleccionar las
combinaciones preferidas del par V./Vyz. Ademds, para
mejorar aun mas la calidad del anticuerpo, los segmentos Vi
y Vy de los pares V,/Vy preferidos se pueden mutar al azar,
con preferencia dentro de la regién de CDR3 de Vy y/o Vi,
en un proceso andlogo al proceso de mutacidén somdatico in
vivo responsable de la maduracidén por afinidad de 1los
anticuerpos durante una respuesta 1inmune natural. Esta
maduracién por afinidad in vitro se puede lograr al
amplificar los dominios Vy y Vi, mediante cebadores de PCR
complementarios a las Vy CDR3 o V; CDR3, respectivamente,
en donde los cebadores se han “incentivado” con una mezcla
aleatoria de 1las cuatro bases de nucledtidos en ciertas
posiciones de manera tal que los productos obtenidos por
PCR codifican los segmentos Vg y Vy, en los cuales se han

introducido mutaciones aleatorias en las regiones Vy y/o Vi
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CDR3. Estos segmentos mutados aleatoriamente Vy y Vi, se
pueden volver a analizar respecto de la fijacidén a IL-6.
[0209] Después del andlisis y el aislamiento de un
anticuerpo IL-6 proveniente de una biblioteca de
presentacidén de inmunoglobulina recombinante, se pueden
recuperar los &acidos nucleicos que codifican el anticuerpo
seleccionado del paquete de presentacidén (por ejemplo, del
genoma del fago) vy subclonarlo en otros vectores de
expresidén mediante técnicas estandar de ADN recombinante.
Si se desea, el acido nucleico también se puede manipular a
fin de crear otras formas de anticuerpo, tal como se
describe en la presente. A fin de expresar un anticuerpo
recombinante humano aislado por andlisis de una biblioteca
combinatoria, el ADN que codifica el anticuerpo se clona en
un vector de expresidén recombinante y se introduce en
células huésped de mamifero, tal como se describid con

anterioridad.

Anticuerpos desinmunizados

[0210] En otro aspecto, los anticuerpos IL-6 o sus
porciones fijadoras de antigeno correspondientes se pueden
desinmunizar a fin de reducir su inmunogenicidad mediante
el uso de las técnicas descritas, por ejemplo, en las
publicaciones de PCT Nros. WO098/52976 'y WO000/34317

(incorporadas en la presente por referencia).

Anticuerpos derivados y rotulados

[0211] Un anticuerpo IL-6 o sus porciones fijadoras de
antigeno se pueden derivar o ligar a otras moléculas (por
ejemplo, otro péptido o proteina). En general, los
anticuerpos o sus porciones fijadoras de antigeno se

derivan de manera tal que la fijacidén a IL-6 no es afectada
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adversamente por la derivacién o) el rotulado. En
consecuencia, los anticuerpos y las porciones fijadoras de
antigeno pretenden incluir formas intactas y modificadas de
los anticuerpos IL-6 humanos descritos en la presente. Por
ejemplo, un anticuerpo o las porciones fijadoras de
antigeno pueden estar ligadas funcionalmente (por
acoplamiento quimico, fusidén genética, asociacidén no
covalente o de otro tipo) a una o mas de otras entidades
moleculares, tales como otro anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo Dbiespecifico o un diacuerpo), un agente de
deteccidén, un rdétulo, un agente citotdxico, un agente
farmacéutico, y/o una proteina o péptido que puede mediar
la asociacién del anticuerpo o las porciones fijadoras de
antigeno con otra molécula (tal como una regidén nuclear de
estreptavidina o un rdétulo de una polihistidina).

[0212] Un tipo de anticuerpo derivado se produce por
entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos (del mismo tipo o
de diferentes tipos, por ejemplo, para crear anticuerpos
biespecificos). Los formadores de enlaces cruzados
adecuados incluyen 1los que son heterobifuncionales, due
tienen dos grupos reactivos diferenciados separados por un
espaciador adecuado (por ejemplo, éster m-maleimidobenzoil-
N-hidroxisuccinimida) o) homobifuncional (por ejemplo,
suberato de disuccinimidilo) . Dichos ligadores estan
disponibles de Chemical Company, Rockford, IL.

[0213] Otro tipo de anticuerpo derivado es un
anticuerpo rotulado. Los agentes de deteccidédn utiles con
los cuales se puede derivar un anticuerpo o las porciones
fijadoras de antigeno incluyen compuestos fluorescentes,
incluso, por ejemplo, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamin-1-

naftalen-sulfonilo, ficoeritrina, fésforos de lantdnido. Un
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anticuerpo también se puede rotular con enzimas gque son
utiles para la deteccidn, tales como, por ejemplo,
peroxidasa de rabano, f-galactosidasa, luciferasa,
fosfatasa alcalina, o glucosoxidasa. Cuando un anticuerpo
se rotula con una enzima detectable, se la detecta al
agregar reactivos adicionales que la enzima utiliza para
producir un producto de reaccidén gque se puede discernir.
Por ejemplo, cuando el agente de peroxidasa de rabano estéa
presente, la adicién de perdéxido de hidrdégeno v
diaminobencidina conduce a la formacidén de un producto de
reaccidén coloreado, el cual puede ser detectado. Un
anticuerpo también ser puede rotular con Dbiotina, y se
detecta a través de la medicidédn indirecta de la fijacidn de
avidina o estreptavidina. Un anticuerpo también se puede
rotular con un epitopo de polipéptido predetermineado que
es reconocido por un informador secundario (por ejemplo,
secuencias de par de cierre de leucina, sitios de uniédn
para anticuerpos secundarios, dominios fijadores de metal,
rétulos de epitopo). En algunos casos, los rdétulos estan
adosados mediante brazos espaciadores de diversas
longitudes con el fin de reducir los posibles impedimentos
estéricos. Un anticuerpo IL-6 también se puede derivar
mediante un grupo quimico tal como polietilenglicol (PEG),
un grupo metilo o etilo, o un grupo de hidratos de carbono.
Estos grupos son uUtiles para mejorar las caracteristicas
bioldégicas del anticuerpo, por ejemplo, para incrementar la
vida media sérica.

[0214] Los Ejemplos especificos establecidos en la
presente pretenden ilustrar aspectos particulares de la
descripcién y no pretenden limitar el alcance de las

reivindicaciones.
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EJEMPLO 1
Generacién de hibridomas productores de anticuerpo anti-IL-

6

[0215] Los ejemplos de anticuerpos de acuerdo con la
descripcién se preparan, seleccionan, y analizan como

sigue:

Cepas de ratones

[0216] Se prepararon anticuerpos monoclonales humanos
completos contra IL-6 humano mediante el uso de las cepas
de ratén transgénicas de Ig humana HCo7 y HCol2, asi como
la cepa de transcromosoma/transgénica humana, KM (Medarex,
Inc.). Todas estas cepas expresan anticuerpos humanos
completos gque no se pueden distinguir de los anticuerpos
aislados de los humanos.

[0217] Las tres cepas, tanto el gen de cadena liviana
kappa enddégena de ratdén como el gen de cadena pesada
enddégena de ratdén se alteraron en forma homocigoto tal como
se describe en Chen et al. (1993) EMBO J. 12:811-820 y en
el Ejemplo 1 de 1la publicacién de PCT WO 01/09187,
respectivamente. Ademds, los tres portan un transgén de
cadena liviana kappa humano, KCo5, tal como se describe en
Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851. En
contraste, las tres cepas se diferencian con respecto de
los genes de cadena pesada humana. La cepa HCo7 porta el
transgén de cadena pesada HCo7 humano tal como se describe
en las patentes de los Estados Unidos Nros. 5.545.806,
5.625.825, y 5.545.807; la cepa HCol2 porta el transgén de
cadena pesada HCol2 humano tal como se describe en el

Ejemplo 2 de la publicacidén de PCT WO 01/09187; y la cepa
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KM porta un minicromosoma humano tal como se describe en

Ishida et al., (2002), Cloning and Stem Cells, 4: 91-102.

Inmunizacidén con antigeno IL-6 y seleccidén de ratones HuMab

que producen anticuerpos monoclonales anti-IL-6

[0218] Los esquemas generales de inmunizacidén para
ratones HuMab se describen en Lonberg et al (1994) Nature
368 (6474) : 856-859; Fishwild et al. (19906) Nature
Biotechnology 14: 845-851 vy 1la publicacidén de PCT WO
98/24884. En el presente caso, un total de 81 ratones HuMab
de las cepas HCo7, HCol2 y KM se inmunizaron a partir de
las 6-16 semanas de edad con 5-25 npg de 1IL-6 humano
purificado en coadyuvante de Ribi. E1 IL-6 humano se aisléd
de una célula del estroma derivado de médula o6sea humana,
HS-5 (ATCC CRL-11882, Roecklein B. A. & Torok-Storb B.,
Blood 85: 997-1005, 1995), 1las cuales secretan en forma
enddégena IL-6 al medio. Los IL-6 humanos se purificaron a
partir de IL-6 que expresa medio HS-5, el cual se concentrd
por ultrafiltracidén seguido de la etapa de cromatografia
por intercambio anidénico de Q Sefarosa y una etapa de
cromatografia por afinidad mediante el uso de un anti-hIL-6
MAb antinmurino (R&D Systems, numero de catdlogo MAB2061,
clon 1936). La IL-6 purificada humana tenia una pureza de
aproximadamente 90% por SDS-PAGE. Las principales bandas se
extrajeron del gel de SDS-PAGE, se digirieron con tripsina
y los péptidos de tripsina extraidos del gel purificado se
analizaron por MALDI/MS en 4700 TOF/TOF Proteomics Analyzer
y se confirmaron como IL-6 humano. Alternativamente, se
pueden usar fuentes comerciales de IL-6 recombinante humano
(por ejemplo, Recombinant Human IL-6, catdlogo numero 206-

IL-6/CF. R&D  System  Inc. 614 Mckinley Place NE,
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Minneapolis, MN 55413). La administracién fue por inyeccidn
intraperitoneal, subcutdnea o en la almohadilla de la pata
con intervalos de 3-14 dias, hasta un total de 8
inmunizaciones. La respuesta inmune se monitored por

andlisis por ELISA, tal comos e describe mds adelante.

Seleccidén de ratones HuMab que producen anticuerpos anti-

IL-6

[0219] La sangre de los ratones transgénicos antes
descritos se obtuvo por sangrado retroorbital y se analizd
por ELISA para determinar la unidén especifica a la proteina
IL-6 recombinante humana purificada, tal como se describe
en Fishwild et al. (1996), Nature Biotechnology 14: 845-
851.

[0220] Brevemente, se recubrieron placas de
microtitulacidén mediante el uso de 50 upl/cavidad de una
solucién de IL-6 recombinante purificado que contiene 1 ug
/ml en PBS, y se incubdé durante la noche a 4 °C. Las
cavidades luego se blogquearon mediante el wuso de 200
pl/cavidad de 5% de suero de pollo en PBS/Tween (0,05%).
Diluciones de plasma proveniente de ratones inmunizados
para IL-6 se anadieron a cada cavidad y se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se
lavaron con PBS/Tween vy luego se incubaron con un
anticuerpo policlonal de cabra antihumano de IgG Fc
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después del lavado, las placas se
desarrollaron con sustrato ABTS (Moss Inc, producto #:
ABTS-1000 mg/ml) y se analizaron mediante espectrofotdmetro
a DO 415-495. Los ratones gque desarrollaron los mayores
titulos de anticuerpos anti-IL-6 (22 animales en total) se

usaron para las fusiones.
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Generacidn de hibridomas que producen anticuerpos

monoclonales human contra IL-6:

[0221] Los ratones seleccionados con anterioridad se
reforzaron por via intravenosa con IL-6 a los 3 dias vy
luego nuevamente a los 2 dias antes del sacrificio y la
extraccidén del bazo y/o los ganglios linfdticos. Se realizd
un total de 17 fusiones.

[0222] Los esplenocitos murinos y/o los lionfocitos de
los ganglios linfédticos aislados de los ratones HuMab o KM
inmunizados, se fusionaron a células de mieloma murino
SP2/0 no secretoras (ATCC, CRL-1581, ATCC American Type
Culture Collection, 1080 University Boulevard, Manassas, VA
20110-2209 EE.UU.) mediante electrofusidn (E-fusion,
tecnologia Cito Pulse™, Cito Pulse™ Sciences, Inc., Glen
Burnie, MD), de acuerdo con los protocolos estédndar o
recomendados por los fabricantes.

[0223] Brevemente, se prepararon suspensiones células
unicas de esplenocitos y/o linfocitos de ganglios
linfaticos a partir de ratones inmunizados y luego se
combinaron con una cantidad igual de células de mieloma
murino Sp2/0 no secretoras; luego se efectud la fusidn E.

[0224] Las células se plaquearon entonces a 2x10%
células /cavidad en una placa de titulacidén de fondo plano,
y se incubaron durante 10-14 dias en medio selectivo que
contiene 10% de suero fetal Dbovino, 10% de medio
acondicionado P388D1 (ATCC, CRL-TIB-63), 3-5% de (IGEN) en
DMEM (Mediatech, Herndon, VA, Cat. N.° CRL 10013, con
elevado contenido de glucosa, L-glutamina y piruvato de
sodio), 5 mM de HEPES, 0,055 mM de 2-mercaptoetanol, 50
mg/ml de gentamicina y 1x HAT (Sigma, Cat. N.° CRL -P-
7185) .
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[0225] Después de 1-2 semanas, se cultivaron las
células en medio en el cual HAT fue reemplazado por HT.
Aproximadamente 10-14 dias después del plaqueado de las
células, se analizdé el sobrenadante proveniente de
cavidades individuales respecto de la presencia de
anticuerpos gamma, kappa humanos. Los sobrenadantes que
calificaron positivos para gamma, kappa human luego se
analizaron por ELISA (mediante el uso del protocolo
descrito con anterioridad) para determinar anticuerpos IgG
monoclonales anti-IL-6 humanos. Los hibridomas secretores
de anticuerpo se transfirieron a placas de 24 cavidades, se
volvieron a analizar y en caso de confirmar positividad
para anticuerpos monoclonales IgG de anti-IL-6 humano, se
subclonaron al menos dos veces por dilucidén limitante. Los
subclones estables luego se cultivaron in vitro con el fin
de generar pequenas cantidades de anticuerpo en medio de

cultivo de tejido para su ulterior caracterizacidn.

Ejemplo 2

Determinacidén de la secuencia de anticuerpos IL-6

[0226] Los anticuerpos anti-IL-6 de longitud total se
clonaron y se verificé 1la secuencia respecto de 1los
hibridomas como sigue: se aisldé mARN Poli(A)" mediante el
uso de un RNeasy Mini Kit (Qiagen) y se amplificé el cADN
sintetizado a partir de mARN con el kit Advantage RT-for-
PCR (BD Biosciences) mediante imprimacidén por oligo(dT). El
cADN o0ligo(dT) cebado para el <clon 9C8 se amplificéd
mediante el uso de los cebadores degenerados listados en la

Tabla 1 respectivamente.

Tabla 1: Cebadores degenerados (5’ a 3’) para 9C8

VH4_5UTR_F CTTTCTGAGASTCMTGGAKCTCMTG SEQ ID NO:49
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G_3UTR_R TACGTGCCAAGCATCCTICGC SEQ ID NO:50

VKla_5UTR_F GSARTCAGWCICWVYCAGGACACAGC SEQ ID NO:51

K_3UTR_F AGGCTGGAACTGAGGAGCAGGTIG SEQ ID NO:52

[0227] Se logrd la amplificacidén mediante el uso de
High Fidelity Polymerase (Roche) y un PTC-200 ADN Engine
(MJ Research) para el siguiente ciclado: 2’ @ 95 °C; 25x
(20”7 @ 95 °c, 30” @ 52 °c, 2’ @ 72 °C); 10’ @ 72 °C. Se
clonaron amplicones por PCR en el pCR2.1 TOPO vy se
transformé en células quimicamente competentes TOP10
(Invitrogen) mediante el uso del protocolo estandar. Los
clones se verificaron respecto de la secuencia mediante los
compuestos quimicos de Grills 16" BDTv3.1/dGTP (Applied
Biosystems Inc) y un 3730x1 ADN Analyzer (Applied
Biosystems Inc). Todas las secuencias se analizaron
respecto de los alineamientos <con el ‘directorio de
secuencias de V BASE’ (Tomlinson, et al, J. Mol. Biol.,
227, 776-798 (1992); Hum. Mol. Genet., 3, 853-860 (1994);
EMBO J., 14, 4628-4638 (1995). Los usos de segmento génico
de linea germinal de los ejemplos de antianticuerpos IL-6

se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2:
Cadena
Clon Cadena pesada liviana Subtipo
Vi D A Vk Ik
9C8 4-34 - 3b L15 JK1 IgGl
22B5 4-34 - 3b L15 JK1 IgGl

Secuencias de 1longitud total del anticuerpo anti-IL-6
derivado de hibridomas

9Cs8
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Secuencia de ADN de cadena pesada proveniente de células de
hibridoma 9C8 (dominio variable en mayuscula)
CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCT
CACCTGCGCTATCTATGGTGGGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGC
CCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTAC
AACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCAACATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTC
CCTGAAGCTGACCTICTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTIGTATTACTGTGCGAGAGAGG
AATTAGATGATTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAgcctce
accaagggcccatcggtcttccceccecctggcecaccctectccaagagcacctectgggggeac
agcggccctgggctgcecctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtegtgga
actcaggcgccctgaccagcggcgtgcacacctteccecggctgtectacagtcecctcagga
ctctactccctcagcagecgtggtgaccgtgeccecctccagcagecttgggcacccagaccta
catctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagccca
aatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggga
ccgtcagtcttcecctcttcececceccecccaaaacccaaggacaccctcatgatectececcggaccecece
tgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaact
ggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtac
aacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggectgaatgg
caaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcecccecccatcgagaaaacca
tctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccccatcececcgg
gatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttcectatcccag
cgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgce
ctcccecgtgcectggactccgacggctecttcettectcectacagcaagctcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaa
ccactacacgcagaagagcctctccecctgtctccgggtaaa SEQ ID NO:1

Secuencia de proteina derivada (por traduccidén) de cadena
pesada proveniente de células de hibridoma 9C8 (dominio
variable en mayuUsculas)

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGETIFHSGSTNY
NPSLKSRVNISVDTSKNQFSLKLTSVTAADTAVYYCAREELDDEFDIWGQGTMVTVSSas
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tkgpsviplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssg
luslssvvtvpssslgtgtyicnvnhkpsntkvdkrvepkscdkthtcppcpapellgg
psvflfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreeqy
nstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpapiektiskakggprepgvytlppsr
deltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdk
srwgqgnviscsvmhealhnhytgkslslspgk SEQ ID NO:3

Secuencia de ADN de cadena liviana proveniente de células
de hibridoma 9C8 (dominio variable en mayusculas)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTICTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCAC
CATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAAC
CAGAGAAAGCCCCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCA
TCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAAAAGTTACCCTCGGACGTTCG
GCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAcgaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttce
ccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcecctctgttgtgtgectgctgaataa
cttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcecctcagcage
accctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcecctgcgaagtcac
ccatcagggcctgagctcgcccecgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt SEQ ID
NO:12

Secuencia de proteina derivada (por traduccidén) de cadena
liviana proveniente de células de hibridoma 9C8 (dominio
variable en mayuUsculas)
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYKSYPRTFGQGTKVEIKrtvaapsviif
ppsdeglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslss
tltlskadyekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec SEQ ID NO:14

Los dominios variables de 1los anticuerpos anti-IL-6 se

clonaron en vectores de expresién como sigue:
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[0228] Los dominios variables se amplificaron a partir
de cADN clonado por pCR2.1 mediante el uso de los cebadores
listados en la Tabla 3. Se realizé la amplificacidn
mediante el uso de la Pfx Platinumpolimerasa (Invitrogen) vy
un PTC-200 ADN Engine (MJ Research) con ciclado como sigue:
2’ @ 94 °C; 20 x (30" @ 94 °C, 45" @ 55 °C, 1’ @ 68 °C); b5’
@ 68 °C. Luego se clonaron los dominios wvariables en
vectores de expresidn que contienen los dominios constantes
del isotipo adecuado. Estos clones se verificaron en sus
secuencias mediante el uso de los compuestos quimicos de
Grills 16" BDTv3.1/dGTP (Applied Biosystems Inc) vy un
3730x1 ADN Analyzer (Applied Biosystems Inc).



123

Tabla 3: Cebadores de dominio variable (5’ a 3’) para 9C8

ttacagt GCGCGCACTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTGG
H4_34 SEQ ID NO:53

ttacagtGTGCACTCCGACATCCAGATGACCCAGTCTCC
K_012 SEQ ID NO:54

GAAGACCGATGGGCCCTTGG
Gl1/2_chl (ApaI)_R | SEQ ID NO:55

tatattccttaattaagttattctactcacGTTTGATTTCCACCTITGGTICC
JK1_R CT SEQ ID NO:56

Secuencias de longitud total de anticuerpos anti-IL-6

recombinantes de 9C8

Secuencia de ADN de cadena pesada de IgG2 recombinante de
9C8 (dominio variable en mayusculas)

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCT
CACCTGCGCTATCTATGGTGGGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGC
CCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTAC
AACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCAACATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTICTC
CCTGAAGCTGACCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGG
AATTAGATGATTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAgcctce
accaagggcccatcggtcttcceccecectggegecctgectccaggagcacctceccgagagecac
agcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccecccgaaccggtgacggtgtegtgga
actcaggcgctctgaccagcggcgtgcacacctteccecggctgtectacagtecctcagga
ctctactcccectcagcagecgtagtgaccgtgeccecctccagcaacttcggcacccagaccta
cacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttgagcgceca
aatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtctte
ctcttccccecccaaaacccaaggacaccctcatgatcectcececcggaccecctgaggtcacgtg
cgtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtccagttcaactggtacgtggacyg
gcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagcacgtte
cgtgtggtcagcgtcctcaccgtcgtgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaa
gtgcaaggtctccaacaaaggcctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaaacca

aagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecceccecceccatcccgggaggagatgacce
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aagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagcgacatcgecegt
ggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctccececatgetgg
actccgacggctccttcttectctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggecag
caggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacaca
gaagagcctctccctgtcteccgggtaaa SEQ ID NO:23

Secuencia de proteina derivada (por traduccidén) de cadena
pesada de IgG2 recombinante de 9C8 (dominio wvariable en
mayusculas)
QVOLOQOWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNY
NPSLKSRVNISVDTSKNQFSLKLTSVTAADTAVYYCAREELDDEFDIWGQGTMVTVSSas
tkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssg
luslssvvtvpssnfgtgtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvi
lfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstf
rvvsvltvvhgdwlngkeykckvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemt
kngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwg
ggnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk SEQ ID NO:24

Secuencia de ADN de cadena liviana Kappa recombinante de
9C8 (dominio variable en mayusculas)
GACATCCAGATGACCCAGTICTCCATCCTCACTGICTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCAC
CATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAAC
CAGAGAAAGCCCCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCA
TCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAAAAGTTACCCTCGGACGTTCG
GCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAcgaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttce
ccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcecctctgttgtgtgectgctgaataa
cttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagce
accctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcac
ccatcagggcctgagctcgcccecgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt SEQ ID
NO:25
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Secuencia de proteina derivada (por traduccidén) de cadena
liviana Kappa recombinante de 9C8 (dominio wvariable en
mayusculas)
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYKSYPRTFGQGTKVEIKrtvaapsviif
ppsdeglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslss
tltlskadyekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec SEQ ID NO:26
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Ejemplo 3

Mutagénesis de anticuerpo anti-IL-6:

[0229] Se efectuaron las variantes de sustituciones de
aminodcidos del anticuerpo anti-IL-6 9C8 en el dominio
variable de la cadena pesada en las posiciones 24 (I24V),
30 (R30S), 31 (E31G), 52 (F52N), 68 (N68T), 83 (T83S) en
forma Unica o en combinacidén en el contexto de un formato
de IgGl o de 1IgG2. Las variantes de sustitucidén de
aminodcido del anticuerpo anti-IL-6 9C8 en el dominio
variable de la cadena liviana se realizaron a 92 (K92N) en
formato de IgGl o de 1IgG2. Se prepararon variantes de
anticuerpos que tenian un dominio variable de la cadena
pesada y un dominio variable de la cadena liviana. Algunas
de las diversas combinaciones de mutacidén se muestran en la
Tabla 6a y 6b. La mutagénesis en las regiones Vy (I24V), Vg
(E31G), Vg (N68T), y Vy (T83S) del clon 9C8 se realizaron
con los cebadores presentados en la Tabla 4 (se muestran
las cadenas con sentido; el residuo objetivo se muestra en
negrita) y el kit QuickChange (Stratagene) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las variantes mutadas se
verificaron en su secuencia y se clonaron en vectores de

expresidén mediante procedimientos estandar.

Tabla 4: Cebadores mutagénicos (5’ a 3’) para 9C8

9C8_H_TI24V | CCTCACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCC SEQ ID NO:57

9C8_H_E31G | GGGTCCTTCAGGGGGTACTACTGGAGCTG SEQ ID NO:58

CCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACG SEQ ID
9C8_H_N68T | NO:59

9C8_H_T83S | CTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCC SEQ ID NO:60
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Secuencia de ADN de cadena pesada de IgG2 recombinante de
9C8 (N68T, T83S)
CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCT
CACCTGCGCTATCTATGGTGGGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGC
CCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTAC
AACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTICTC
CCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTIGTATTACTGTGCGAGAGAGG
AATTAGATGATTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCCTCAgecctce
accaagggcccatcggtcttcceccecectggegcecctgectccaggagcacctceccgagageac
agcggccctgggctgcecctggtcaaggactacttccecccgaaccggtgacggtgtegtgga
actcaggcgctctgaccagcggcgtgcacaccttceccecggctgtectacagtcecctcagga
ctctactccctcagcagecgtagtgaccgtgeccecctccagcaacttcggcacccagaccta
cacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttgagcgceca
aatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtctte
ctcttccccecccaaaacccaaggacaccctcatgatcectcececcggaccecctgaggtcacgtg
cgtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtccagttcaactggtacgtggacg
gcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagcacgtte
cgtgtggtcagcgtcctcaccgtcgtgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaa
gtgcaaggtctccaacaaaggcctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaaacca
aagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecceccceccatcececcgggaggagatgacce
aagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagcgacatcgecgt
ggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcececcatgetgg
actccgacggctccttcttectctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggecag
caggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgca
gaagagcctctccctgtctccgggtaaa SEQ ID NO:27

Secuencia de proteina derivada (por traduccidén) de cadena
pesada de IgG2 recombinante de 9C8 (N68T, T83S)

QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGETIFHSGSTNY
NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREELDDEFDIWGQGTMVTVSSas
tkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssg
luslssvvtvpssnfgtgtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvE
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lfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqgfnstf
rvvsvltvvhgdwlngkeykckvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemt
kngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwg
ggnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk SEQ ID NO:28

Secuencia de ADN de cadena pesada de IgGl recombinante de
9C8 (N68T, T83S)
CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCT
CACCTGCGCTATCTATGGTGGGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGC
CCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTAC
AACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTICTC
CCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGG
AATTAGATGATTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTICTCCTCAgecctce
accaagggcccatcggtcttcccecectggcaccctectccaagagcacctcectgggggeac
agcggccctgggctgcecctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtegtgga
actcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttecececggctgtectacagtecctcagga
ctctactcccectcagcagecgtagtgaccgtgeccecctccagcagecttgggcacccagaccta
catctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcecca
aatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcecccagcacctgaactecctgggggga
ccgtcagtcttcecctcttcecececcecccaaaacccaaggacaccctcatgatectecececggaccecce
tgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaact
ggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtac
aacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggectgaatgg
caaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcecccecccatcgagaaaacca
tctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacacecctgecceccatcecceccgg
gaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccag
cgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgce
ctccecgtgctggactccgacggcectecttettectcectatagcaagctcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaa
ccactacacgcagaagagcctctccctgtcteccgggtaaa SEQ ID NO:31
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Secuencia de proteina de cadena pesada de IgGl recombinante
de 9C8 (N68T, T83S)
QOVOLOQOWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNY
NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREELDDFDIWGQGTMVTVSSas
tkgpsviplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssg
luslssvvtvpssslgtgtyicnvnhkpsntkvdkkvepkscdkthtcppcpapellgg
psvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgvevhnaktkpreeqy
nstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpapiektiskakggprepgvytlppsr
eemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdk
srwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk SEQ ID NO:32

Secuencia de ADN de dominio wvariable de cadena pesada
recombinante de 9C8 (E31G, N68T, T83S)
CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCT
CACCTGCGCTATCTATGGTGGGTCCTTCAGGGGGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGC
CCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTAC
AACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTC
CCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGG
AATTAGATGATTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCCTCA SEQ
ID NO:33

Secuencia de proteina de dominio wvariable traducida de
cadena pesada recombinante de 9C8 (E31G, N68T, T83S)
QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAIYGGSFRGYYWSWIRQPPGKGLEWIGETIFHSGSTNY
NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREELDDEDIWGQGTMVTVSS
SEQ ID NO:34

Secuencia de ADN de dominio wvariable de cadena pesada
recombinante de 9C8 (I24V, N68T, T83S)

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCT
CACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCCTTCAGGGAGTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGC
CCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCTTTCATAGTGGAAGCACCAACTAC
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AACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTC
CCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGG
AATTAGATGATTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCCTCA SEQ
ID NO:36

Secuencia de proteina de dominio wvariable traducida de
cadena pesada recombinante de 9C8 (I24V, N68T, T83S)
QVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFREYYWSWIRQPPGKGLEWIGEIFHSGSTNY
NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAREELDDEDIWGQGTMVTVSS
SEQ ID NO:37

[0230] E1 promotor CMV que contiene los vectores de
expresidn se transfectd en células 293 Freestile
(Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del vendedor. Los
sobrenadantes de estas células se juntaron por
centrifugacidén y se purificaron por cromatografia estéandar
de afinidad con ©proteina A, a fin de aislar 1las
inmunoglobulinas recombinantes. Estas proteinas luego
fueron caracterizadas por SDS-PAGE, por dispersién de la
luz, y por espectrofotometria.

[0231] Las cadenas ©pesadas y livianas de 1los
anticuerpos anti-IL-6 indicadas en la Tabla 5 fueron
depositadas segun los términos de conformidad con el
Tratado de Budapest en el American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209. Se
asignaron a las cadenas pesadas y livianas los siguientes

nuimeros de acceso:
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Tabla 5
Anticuerpo | Designacién | Designacién | Designacidén | Fecha de
de clon de ATCC de depdsito | depdsito
de patente
Cadena E. coli; Uc25510 PTA-8013 Nov. 21,
pesada de | pCR2.1 TOPO 2006
IgGl de 9C8H (WT)
9Cs8
Cadena E. coli; UCc25511 PTA-8014 Nov. 21,
liviana de | pCR2.1 TOPO 2006
IgGl de 9C8L (WT)
9C8
Cadena E. coli; uc25512 PTA-8015 Nov. 21,
pesada de | pCR2.1 TOPO 2006
N68T, T83S | 9C8H(NT)hG2
de IgG2 de
9Cs8
Cadena E. coli; UCc25513 PTA-8016 Nov. 21,
liviana de | pCR2.1 TOPO 2006
N68T, de 9C8L (wt)hk
T83S de
IgG2 de
9Cs8
regioén E. coli; Ucz25514 PTA-8017 Nov. 21,
variable pCR2.1 TOPO 2006
de E31G, 9C8H (ENT)
N68T, T83S

de 9C8
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regioén E. coli; Uc25515 PTA-8018 Nov. 21,
variable pCR2.1 TOPO 2006
de I24vV, 9C8H (INT)

N68T, T83S

de 9C8

Cadena E. coli; Uuc25526 PTA-8019 Nov. 21,
pesada de | pCR2.1 TOPO 2006

N68T, T83S | 9C8H(NT)hG1L
de IgGl de
9Cs8

Ejemplo 4

Proliferacidén de TF-1

[0232] Se obtuvieron células humanas, células TF-1, de
American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, Va.), y
se mantuvieron en medio RPMI-1640 que contiene 10% de suero
fetal Dbovino inactivado ©por <calor (FBS) (Invitrogen,
Carlsbad, Ca.), con 2 ng/ml de GM-CSF recombinante humano.
Las células TF-1 se dividieron en 1-2x10° para el uso el
dia siguiente. Antes del plaqueado, las células se lavaron
tres veces con RPMI-1640, se contaron, y el volumen se
ajusté con medio de ensayo para obtener 2x10° células/ml. A

cada cavidad se agregdé 50 pl de las células lavadas y se

incubdé durante la noche a 37 °C con 5% de CO,. Todas las
condiciones se condujeron por triplicado en placas de 96
cavidades tratadas con cultivos de tejido (Corning,
Corning, NY). A cada cavidad se agregd 25 ng/ml o 2,5 ng/ml
de IL-6 en un volumen de 25 pl y se afnadidé anticuerpo de
prueba o control en diversas concentraciones en un volumen
de 25 pl en buffer fosfato de sodio (10 mM de fosfato de

sodio y 150 mM de cloruro de sodio, pH 7,4) hasta un
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volumen final de 100 pl. Los anticuerpos se analizaron

solos y con IL-6 humano. Las placas se incubaron durante 48

horas (h) a 37 °C con 5% de CO,. Después de 48 horas, se
afladié 10 pl/cavidad de 0,5 pCi de *H-timidina (Amersham
Biosciences, Piscataway, N.J.) y se pulsdé con las células
durante 3 h. A fin de detectar la cantidad de timidita de
incorporada, se cosecharon las células en placas de
filtrado de filtro 1unico prehumedecidas GF/C (Packard,
Meriden, Ct.) y se lavaron 10 veces con agua. Las placas se
dejaron secar durante la noche. Se agregaron sellos de
fondo a las ©placas de filtrado. A continuacidén se
anadieron, 45 pl de Microscint 20 (Packard, Meriden, Ct.)
por cavidad. Después de agregar un sello superior, se
contaron las placas en un contador de microbeta Trilux
(Wallac, Norton, Oh.) y los datos se informaron como CPM
(cuentas por minuto). Las Tablas 6a y 6b muestran IC50 en
el ensayo de proliferacidén de TF-1 del anticuerpo de 9C8 y
los diversos anticuerpos gque tienen sustituciones de
aminodcidos. Los resultados mostrados en la Tabla 6a y la

Tabla 6b son de ensayos efectuados en dos distintas

ocasiones.
Tabla 6a
Hc Lc IC50 promedio Veces de
(pg/ml) diferencia
9C8 9C8 0,0022 1,0
9C8 I24v 9C8 0,0071 3,3
9C8 R30S 9C8 0,0260 12,1
9C8 N68T 9C8 0,0028 1,3
9C8 T83S 9C8 0,0026 1,2
9C8 I24v, N68T, T83S 9C8 0,0145 6,7
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9C8 I24v, R30S, N638T, 9C8 0,2040 94,9
T83S
9C8 E31G 9C8 0,0051 2,4
9C8 F52N 9C8 1,3850 644, 2
9C8 9C8 0,0120 5,6
K92N
Tabla 6b
Hc Lc IC50 promedio Veces
(pg/ml) de
diferen
cia
9Cs8 9C8 0,0031 1,4
9C8 N68T, T83S 9C8 0,0030 1,4
9C8 E31G, N68T, T83S 9Cs8 0,0083 3,9
9C8 I24vV, E31G, N68T, 9C8 0,0528 24,5
T83S
9C8 N68T, T83S 9C8 9Cs8 0,0186 8,6
K92N
9C8 E31G, N68T T83S 9C8 0,1015 47,2
K92N
9C8 I24v, E31G N68T, 9Cs8 0,9670 449, 9
T83S K92N
Hc = cadena pesada, Lc = cadena liviana

Ejemplo 5

Proteina C reactiva proveniente de un estudio de monos LPS

[0233] La

conducida por

porcidn

Charles River

in wvivo

Laboratories

de este

estudio fue

Preclinical

Services en sus instalaciones de prueba de Worcester, MA.

Brevemente,

el estudio consistidé de

15 monos

cinomolgus
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machos (cinco grupos; 3 monos/grupo). El dia 1 los animales
del grupo 1 recibieron vehiculo; los animales de los grupos
2 y 3 recibieron en anticuerpo IgG; N68T T83S de 9C8 en
dosis de 0,5 y 5 mg/kg, respectivamente; y los animales de
los grupos 4 y 5 recibieron IgG, N68T T83S de 9C8 en dosis
de 0,5 yv 5 mg/kg, respectivamente. Todos los tratamientos
se administraron por inyeccidén IV en bolo con volumenes de
dosis de 1 mL/kg cada uno. Aproximadamente 2 horas después

del tratamiento, todos los animales fueron expuestos a 10

Wg/kg de lipopolisacdrido bacteriano (LPS) en un volumen de
1 mL/kg mediante inyeccidén IV lenta de bolo. E1l dia 1 se
obtuvo sangre de un vaso periférico en la linea de base
(antes del tratamiento) ; inmediatamente después del
tratamiento; 2 horas postratamiento (inmediatamente antes
de la administracién de LPS); y a los 30 minutos y 1, 2, 3,
4, 6, 8, y 22 horas después de la exposicién a LPS. Las
muestras de sangre también se extrajeron los dias 3, 4, 5,
6 y 7. Las muestras de sangre entera fueron procesadas para
obtener el suero, y las muestras de los sueros se
conservaron por congelamiento. Se midié la proteina C
reactiva (CRP) mediante el kit de ensayo de panel de lesidn
vascular humana II Multi—Spot® de Meso Scale Discovery
(MSD®), Gaithersburg, MD. Los ensayos se realizaron tal
como se resefa en las instrucciones del kit publicadas de

MSD. La Figura 2 muestra la CRP sérica total para el

anticuerpo IgG, N68T T83S de 9C8.

Ejemplo 6
Ensayo de pSTAT3 por citometria de flujo

[0234] Se condujeron ensayos in vitro en sangre entera

humana y células mononucleares de sangre periférica humana
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(PBMC) estimuladas con IL-6 recombinante humano (rhIL-6) a
fin de medir los niveles de STAT3 fosforilado (pSTAT3) en

presencia de anticuerpos anti-IL-6.

Ensayo en sangre entera

[0235] Se incubd sangre entera humana heparinizada
recién extraida con anticuerpo anti-IL-6 o vehiculo control
(volumen final 300 pL en tubos de polipropileno de 15 mL)
durante 15 minutos a 37 °C. Las muestras fueron estimuladas
con IL-6 recombinante human (rh) hasta una concentracidn
final de 25 ng/mL y se incubaron durante 10 minutos a 37
°C. Luego se lisaron los gldbulos rojos (RBC) con 4 mL de

buffer de 1lisado de RBC (Sigma), y las muestras se
mezclaron suavemente durante 10 minutos a 37 °C. Las

muestras se giraron a 400 X g durante 5 min para sedimentar
las células. Se extrajeron los sobrenadantes. Se afadieron
dos mililitros de Dbuffer de 1lavado (4% de BSA en PBS,
Gibco) a cada tubo, y luego se giraron las muestras a 400 X
g durante 5 min para sedimentar las células. Se extrajeron
los sobrenadantes, vy los sedimentos celulares se
resuspendieron en 200 pL de buffer precalentado (37 °C) de
permeabilizacidén (2% de formaldehido en PBS, Polysciences,
Inc.) y se incubaron a 37 °C durante 10 minutos. Se
afadieron tres mililitros de MeOH helado a cada muestra
para fijar las células. Las muestras se mezclaron y se
colocaron sobre hielo durante al menos 30 min. Las muestras
se giraron (400X g durante 5 min.) y se extrajeron 1los
sobrenadantes. Los sedimentos se lavaron una vez con buffer
de lavado. Luego se tifieron los sedimentos celulares con

anticuerpo anti- STAT3 fosforilado (Y705) conjugado Alexa
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Fluor 488 (BD Pharmingen) diluido en Dbuffer de lavado,
hasta un volumen final de 100 pL. Las muestras se incubaron
sobre hielo durante 30 minutos y luego se lavaron 2X en
buffer de 1lavado. Los sedimentos celulares finales se
resuspendieron en 400 pL de Buffer IF (solucidén fisioldgica
con buffer de Hank, 2% de suero fetal bovino, 10 mM de
Hepes, 0,2% de azida sdédica, Gibco). Se usdé un instrumento
FACSCalibur con software CellQuest (BD Biosciences) para
obtener vy analizar los datos. La Tabla 7 muestra los
niveles de pSTAT3 en presencia de anticuerpos anti-IL-6

medidos en sangre entera humana.

Tabla 7
Conc de IC50 de Ensayo #
IL-6 GB
Anticuerpo anti IL-6 ng/ml pg/ml
9C8 25 0.487 1
25 0,432 2
25 0,482 3
I24V,N68T, T83S 25 0,420 1
25 0,527 2
25 0,749 3
E31G,N68T, T83S 25 0,626 1
25 0,714 2
25 0,968 3
I124V,E31G,N68T,T83S 25 0,364 1
25 0,603 2
25 0,821 3

Ensayo de PBMC
[0236] Se aislaron células mononucleares de sangre

periférica (PBMC) de sangre entera human heparinizada
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recién extraida mediante columnas de Accuspin System-—
Histopaque 1077 de acuerdo con el protocolo del fabricante
(Sigma—-Aldrich A7054) y se colocaron en 0,1 % de penicilina
estreptomicina (medio Macrofage SFM, Gibco). Se incubaron

aproximadamente 2X10° PBMC con anticuerpo anti-IL-6 o

vehiculo control (vol. final 300 pL) d 15 min. a 37 °C. Las

PBMC se estimularon con rhIL-6 hasta wuna concentracidn
final de 25 ng/mL y se incubaron durante 10 min. a 37 °C.

Las muestras se giraron a 400 X g durante 5 min para
sedimentar las células. Se extrajeron los sobrenadantes. Se
afladieron 2 mL de buffer de lavado (4% de BSA en PBS) a
cada muestra. Las muestras se giraron a 400 x g 5 min para
sedimentar las células. Los sobrenadantes se extrajeron vy

las células sedimentadas se resuspendieron en 200 ul de

buffer precalentado (37 °C) de permeabilizacién (2% de

formaldehido en PBS, Polisciences, Inc.) y se incubaron a

37 °C durante 10 min. Se afiadieron 2 mililitros de MeOH
helado a cada muestra a fin de fijar 1las células. Las
muestras se mezclaron y se mantuvieron sobre hielo durante
al menos 30 min. Las muestras se giraron a 400 x g durante
5 min y se extrajeron los sobrenadantes. Los sedimentos
celulares se lavaron una vez con buffer de lavado, luego se
tifleron y se analizaron tal como se describe en el ensayo
en sangre entera. La Tabla 8 muestra los niveles de pSTAT3
en presencia de anticuerpos anti-IL-6 medidos en células

mononucleares de sangre periférica humana.

Tabla 8
Anticuerpo Conc. IL-6 PBMC IC50
anti IL-6 ng/ml ng/ml

9C8 25 0,210
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R&D MAB2061 25 0,580

Ejemplo 7

Afinidad de unidn

Preparacién de Chips BIAcore

[0237] E1 anticuerpo anti-IL-6 IgG2 N68T T83S de 9C8
fue inmovilizado sobre chips de BIAcore CM5 (GE Biosciences
- antes BIAcore Inc, Piscataway, NJ) mediante acoplamiento
de amina a carboximetilcelulosa (CM) adosada a la matriz de
dextrano del chip tal como se describe en L&6fas & Johnsson
(J. Chem. Soc. Chem. Commun. (1990); 21:ppl526-1528). E1
chip se tratd previamente con 1 M de NaCl y 50 mM de NaOH
antes del acoplamiento. El acoplamiento de amina se logrd
al combinar EDC (l1-eti1il-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida y NHS (N-hidoxisuccinimida)
y pasarlo a través del chip a fin de activar los grupos CM.
El ligando en 10 mM de buffer acetato pH 5 se pasd a través
de la superficie del chip y se unidé covalentemente al grupo
activado CM. Los grupos activos CM remanentes en la
superficie del chip se atemperaron por pasaje de 1M de
etanolamina pH 8,5 a través del chip. Se obtuvieron EDC,
NHS, y etanolamina como parte del kit de acoplamiento de
amina de GE Biosciences. El acoplamiento se 1llevdé a cabo
mediante el uso de Wizard de preparacién de superficie

incluido en el Software BiaControl V3.2.

Determinacidén de afinidad de uniodn

[0238] Todas las mediciones de SPR se realizaron en un

instrumento BIAcore 3000 (GE Biosciences, Piscataway, NJ).
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Se usédé software BIAcore -Software de Control BIAcore 3000
V3.2 para la operacidén y el control del instrumento BIAcore
3000. Se usd Software BiaEvaluation V4.1 para el analisis
de los datos de SPR provenientes del instrumento BIAcore
3000 y los datos se graficaron mediante el software Graf
Pad Prism Versidén 5. La afinidad de unidén de IL-6 a los
anticuerpos monoclonales (mAb) se midié en buffer HBS-EP
(10 mM de HEPES, 150 mM de NaCl, 3,4 mM de EDTA, 0,005% de
P20) a 25 °C. La tasa de flujo para el estudio de afinidad
era de 40 uL/minuto a fin de minimizar los efectos del
transporte de masa (Myszka, D. G., et al., Biophysical
chemistry. 64, 127-137, 1997). Se usdé IgGy humano como
ligando para la construccidén del canal de referencia del
chip. Se midié 1la fijacidén del analito (rhIL-6; R&D
Systems, Minneapolis, MN, 206-IL) al ligando inmovilizado
(IgG,N68T T83S de 9C8) por duplicado y la concentracidédn de
la IL-6 varidé desde 0 a 25 nM. El tiempo de inyeccidédn para
IL-6 fue de 6 minutos y el tiempo de disociacidén fue de 25
minutos. La superficie se regenerd entre los ciclos
mediante 10 mM de glicina pH 1,7 durante 30 segundos con
una velocidad de flujo de 30 uL/min. Las condiciones de
regeneracién se establecieron como O6ptimas después de un
estudio de regeneracidén (datos no mostrados). Los datos se
analizaron mediante el wuso de Kinetics Wizard vy 1los
programas de ajuste manual que se incluyen en el software
BiaEvaluation V4.1 mediante el uso del modelo 1:1 Langmuir
(Karlson R & Falt A., J. Immunol. Methods. 200: ppl21-133,
1997). Se demostrdé que la IgG, antianticuerpo IL-6 de 9C8
N68T T83S tenia k.= 9,95E+05 (Ms) ', kaq= 1,34E-04 s y Kp=
1,35E-10 M o 135 pM.
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SINTESIS DE LISTADO DE SECUENCIAS (las secuencias son
secuencias de aminodcidos excepto las indicadas con ‘n.a.’
por acido nucleico)
SEQ ID SECUENCIA SEQ ID SECUENCIA
NO: NO:
1 pesada IgGl 9C8 23 pesada IgG2 9C8
n.a. n.a.
2 Vg 9C8 n.a. 24 pesada IgG2 9C8
3 pesada IgGl9cCs 25 liviana IgG2 9C8
n.a.
4 Vy 9C8 26 liviana IgG2 9C8
5 Vy CDR1 9C8 277 pesada IgG2 9C8
N68T T83S n.a.
6 Vg CDR2 9C8 28 pesada IgG2 9C8
N68T T83S
7 Vg CDR3 9C8 29 Vy 9C8 N68T T83S
8 Vy FR1 9C8 30 Vy FR3 9C8 N68T
T83S
9 Vg FR2 9C8 31 pesada IgGl 9C8
N68T T83S n.a.
10 Vg FR3 9C8 32 pesada IgGl 9C8
N68T T83S
11 Vy FR4 9C8 33 Vg 9C8 E31G N68T
T83S n.a.
12 liviana IgGl 9C8 34 Vg 9C8 E31G N68T
n.a. T83S
13 Vi 9C8 n.a. 35 Vg CDR1 9C8 E31G
N68T T83S
14 liviana IgGl 9C8 36 Vg 9C8 I24V N68T
T83S n.a.
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15 V. 9C8 37 Vg 9C8 I24V N68T
T83S
16 Vy CDR1 9C8 38 Vg FR1 9C8 I24V
N68T T83S
17 Vi, CDR2 9C8 39 Vg 22B5 n.a.
18 Vi CDR3 9C8 40 Vg 22B5
19 Vi, FR1 9C8 41 Vy CDR3 22B5
20 Vi, FR2 9C8 42 Vi, 22B5 n.a.
21 Vi, FR3 9C8 43 Vi 22B5
22 Vi, FR4 9C8 44 Consenso 1 CDR3
45 Consenso 2 CDR3
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RESUMEN

Se proveen anticuerpos y sus porciones fijadoras de
antigeno correspondientes que se fijan a IL-6 humana.
También se proveen &acidos nucleicos que codifican dichos
anticuerpos y porciones fijadoras de antigeno, métodos para
preparar dichos anticuerpos y porciones fijadoras de
antigeno, composiciones que comprenden dichos anticuerpos o
porciones fijadoras de antigeno, y los usos de dichos

anticuerpos o porciones fijadoras de antigeno.
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LISTADO DE SECUENCIA

«120> ANTICUERFO3 CONTRA IL-6 ¥ S0 T30

<130> PC03

=160= &0

0394

<170> PatentIn wversion 3.5

<210= 1
<211 1338
=212>= ADN

=213= homo sapien

<400= 1
caggtgcage

acctgogcota
CCRgggaagy
cegtecetea
aagotgaccot
gatgattttg
ggoccatogyg
ctagggotges
gooctgacoa
ctocageageg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctottoocoe
gtggtggtag
gtggaggtgc
gtggteageg
aaggtotoca
cagocooogag

caggtoageo

Cacagcagtg
toetatggtgg
ggctggagtyg
agagtcgagt
ctgtgacege
atatctgggyg
tecttocoooct
tggtcaagga
goggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
catgococaca
caaaacccaa
acgtgagoca
ataatgccaa
toctocacogt
acaaagcoct
aaccacaggh

tgacctgect

gggcgcagga
gtocttcagyg
gattggggaa
caacatatoa
cgoeggacacg
coaaggygaca
ggcacoctoc
ctactteccce
caccttocoy
gocctocage
caccaaggtg
gtgoocagea
ggacaceocte
cgaagacoct
gacaaagoog
cctgeaccag
cocoagooooo
gtacaccctg

ggtcaaagge

ctgttgaage
gagtactact
atctttcata
gtagacacgt
gctgbgtatt
atggtcaccg
tccaagageoa
gaaccggtga
gebgtockac
agcttgggea
gacaagagayg
ccbgaactoo
atgatctococ
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccccecatoeoe

Etckakbocea

cbttoggagac
ggagctggat
gtggaagcac
coaagaacea
actgtgcgag
teoctocttcage
coretgggyg
cggtgtogtg
agtectcagg
coccagaccta
ttgagcoccaa
tggggggace
ggaccoctga
tcaactggta
agtacaacag
atggoaagga
ceabctoccaa
gggatgagct

gogacatoge

cetgteccte
cogccagooco
caactacaac
gttetecctyg
agaggaatta
ctccaccaag
cacagoggeco
gaactoagge
actctactee
catcbgeaac
atcttgtgac
gtcagtcttc
ggtecacatge
cgtggacgge
cacgtaccgt
gtacaagtge
agocaaaggg
gaccaagaac

cgtggagtay

360

4240

480

5440

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140



146

gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac aagaccacgce

ggcteooctict teoctotacag caagobcace gtggacaaga

gtcttetcat gotcogtgat goatgaggct otgcacaaco

tecctgtete cgggtaaa

=210=
<211=
<212=
=213=>

400>
caggtgcago

2
248
ADH

homo sapien

2

acctgcgcta

ctagggaagy

cogtococtoa

aagctgacct

gatgattttyg

<210=
<211
=213>
<213>

=400

Gln
1

Thr

Tyr

Gly

Ser

&5

Lys

val

Leu

Trp

Glu

50

Arg

Leu

446
PRT
homo

3

Gln

Ser

Ser

a5

Ile

Val

Thr

tacagcagtg
tctatggtgg
ggctggagty
agagtcgagt
ctgtgaccge

atatctgoyy

sapien

Leu

Leu
20

Trp

Fhe

Asn

Ser

Gln

Thr

Ile

His

Ile

Val
BS

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Txp

Ala

Gln

Gly

55

Wal

BEla

gggcgcagga
gtocttcagy
gattggggaa
caacatatca
cgoggacacy

ccaagggaca

Gly

Ile

Pro

40

Ser

Asp

ala

ctgttgaage

gagtactact

atcttteata

gtagacacgt

gotgtgtatt

atggtcaccyg

Ala

Tyr

25

Pro

Thr

Thr

RSP

Gly Leu

1o

Gly Gly

Gly Ly=

Asn Tyr

Ser Lys

Thr Ala
a0

cteoogtgot ggactcogac

gcaggtggca gcaggggaac

actacacgca gaagagocteo

ctteggagac
ggagctggat
gtggaagcac
cCaagaacca
actgtgcgag

btcocteottea

Leu Lys Pro

Ser Phe Arg
30

Gly Leu Glu
45

coctgteeocte
cogococagooc
caactacaac
gttctcocootg

agaggaaktta

Ser Glu
15

Glu Tyr

Trp Ile

Asn Pro Ser Leu Lvs

al

Asn Gln Phe

Val Tyr T¥r

Ser Leu

Cys Ala
a5

1200

1260

1320

1338

&80

180

240

300

348



Arg

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Cya

225

Glu

Lys

Lys

Leu
305

Glu

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Fhe

Val

Phe

Pro

220

Thr

Glu

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

135

Asp

BPro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

val

Leu

100

Lys

Tyr

Ser

180

Thr

Liya

Cys

Fro

Cy=

260

Trp

Glu

Lean

Rsp

Ala

Ser

FPhe

Gly

165

Len

TyT

Arg

Bro

Lysa

245

Val

Tyr

Glu

His

Esp

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln
310

Fhe

Thr

Ser

1315

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Fro

Lys

Wal

Asp

Tvr

285

Asp

Asp

Lysa

120

Gly

Pro

Thr

Val

Lsn

200

Fro

Glu

Bap

ABD

Gly

280

Asn

Trp

147

Ile

105

Gly

Gly

val

Phe

Val

185

Val

Lya

Leu

Thr

Val

265

Val

Ser

Lieu

Trp

Pro

Thr

Pro
170

Thr

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Gly
315

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Fro

Livs

ASp

220

cly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Pro

Ser

Asn
285

Val

Glu

Thr
110

Pro

Gly

Gln

Ser

130

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Met

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Liys

Ser

Lys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Lewn

Thr

Thr

Phu

240

Pro

Val

Thr

Val

Cya
320



Ly s

Lyvse

Ser

Lys

Gln

85

Gly

Gln

ABT

Val

ARla

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

=2210>
=211l>
<212
<213

400>

Gln
1

Thr

TyE

Gly

Ser

val

Leu

Trp

Glu

‘50

Arg

Ser

Lysa

AsD
358

Phe

Glu

Fhe

Gl

Tvr
435

4
11s
FRT
homo
4

Gln

Ser

Ser T

is

Ile

Val

Asn

Gly
340

Glu

Tyr

Asn

Fhe

Aan

420

Thr

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

sapien

Ll

Leu
20

Fhe

Asn

Gln

Thr

Ile

His

Ile

Ala

Pro

Thr

Ser

Tvr

390

Tyxr

Fhe

Lys

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Trp

Ala

Gln

Gly

55

Val

Pro

Glu

ASBTl

3al

Jle

Thr

Lys

Cys

Lieu
440

Gly

Il=

Fro

40

Ser

Asp

148

Ala

Pro

3458

Gln

Ala

Thr

Len

Ser

425

Ser

Ala

Tyr

25

Fro

Thr

Thr

Pro

i30

Gln

Val

Val

Pro

Thr

110

val

Leu

Gly

Gly

Gly

Asn

Ser

Ile Glu

Val Tyr

Ser Leu

3lu Trp

380

Pro Val

335

Val Asp

Met His

Ser Pro

Leu Leu

Gly Ser

Lys Gly

Tyr Asn

60

Lys Asn

Lys Thr

Thr Leu
as0

Thr Cys
365

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala
430

Gly Lys
445

Lys Pro

Phe Arg
30

Leu Glu
45

Fro Ser

Gln Phe

Ile

336

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Sar

15

Glu

Trp

Leu

Ser

Ser

Pro

val

Gly

Asp

400

Trp

His

zlu

Tyr

Ile

Lys

Leu



65

Lys Leu Thr

Arg Glu Glu

Thr Val Ser
115

<210 &
<211l 5
<212> PET
213> homo

400> 5

Glu Tyr Tyr
1

210> &
=211> le
<212= PRT

<213> homo

=400= &

3lu Ile Phe
1

<210= 7
<21l= B
«212> FPRT
«213= homo

=ad00= 7
Glu Glu Leu

1

210> B
=211= 30
<212> PRT
<213> homo

400> B

Gln Val Gln
1

149

70 75 80

Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tvr Cys Ala
B85 a0 95

Leu Asp Asp Phe Asp Tle Trp Gly Gln Gly Thr Met Val
100 105 110

Ser

sapien

Trp Ser

sapien

His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
5 10 15

gapien

Asp Asp FPhe Asp Tle
5

sapien

Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
5 10 15



Thr Leu Ser

<210=
=211>
212>
<213=

=400=

14
BRT
homo

Trp Ile Arg

1

<210=
=211l=
212>
=213>

=400

10
3l
PRT
homo

10

Arg Val Asn

1

Leu Thr Ser

=210= 11
<211l>= 11
212> PRT
=213>= homo
<400= 11
Trp Gly Gln
1

=210= 12
=211> 642
=212>= ADN
=213> homo
<400= 12
gacatccaga
aktcacttgte
gagaaagooo
aggttcageg

150

Leu Thr Cys Ala Ile Tyr Gly Gly Ser Phe Arg
20 25

sapien

30

Gln Pro Pro Cly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

5

sapien

10

Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Bsn Gln Phe Ser Leu Lys

5

10

15

Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Wal Tyr Tyr Cys Ala
20 25

sapien

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

5

sapien

tgacecagte tecatectea
gggegagbca gggtattage
ctaagtecct gatctatget

gcagtggatc tgggacagat

10

ctgtctgeoat
agcbagttag
gcabccagth

tbecactotea

30

ctgtaggaga cagagtcacc
cotggtatca goagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca

ccatcagtag cctgecagect

&80

120

180

240



gaagatttbg
gggaccaagg
tctgatgage
cccagagagy
gagagtgtaa
ctgagcaaag
ctgagctocgoe
210>
211>

212>
<21l3=

13
321
AN
homo

=400= 13
gacatccaga

atcacttgte
gagaaagcooo
aggttcagog
gaagabtbbg

gggaccaagq

=2210=
=21ll=
212>
213>

14
214
PRT
homo

400> 14

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
is

Tyr Ala Ala
50

caacttatta
tggaaatcaa
agttgaaate
ccaaagtaca
cagagoagga
cagactacga

cogtcacaaa

sapien

tgacccagte
gggcgaghbea
ctaagtocat
goagtggatc
caacttatta

tggaaatcaa

sapien

Met Thr Gln

5

Thr Ile Thr

20

Tyr Gln Gln

Ser Ser Leu

ctgooaacag
acgaactgtyg
tggaactgeoe
gtggaaggtg
cagcaaggac
gasaacacaaa

gagcttoaac

teocatoctea
gggtattage
gatctatget
tgggacagat
cbgccaacag

=

Ser Pro

Cys

Arg

Ero
40

Lys

Gln
55

Ser

151

tataaaagtt
gebgeaccat
tocgtbgtgt
gataacgcoc
agcacctaca
gtotacgeoot

aggggagagt

ctgtboctgcat
agctggttag
goatocagbh
ttcactctca

tataaaagtt

Ser Ser Leu

10

ARla Ser Gln

25

Glu Lys Ala

Gly WVal Pro

accctoggac
ctgtetibcakt
goctgotgaa
toccaatcggg
goctcagoag
gogaagteoac

gt

ctgtaggaga
cotggtatca
tgoaaagtgg
ccatcagtag

accoctocggac

Ser Ala

Gly Tle

i0

Fro Lys

45

sSer
a0

Arg

Ser

Ser

Ser

Phe

gtteggocaa
cbtoccgoea
caacttbotat
taactcoccag
caccctbgacg

ceatcagggc

cagagtcacc
goagaaacca
ggtocoatoa
cotgeagect

gttoggocaa

val
15

Gly
Ser Trp
Ile

Lien

Ser Gly

300

360

420

480

540

a0o0

642

60

120

180

240

300

321



152

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 an

Glu Asp Fhe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Lys Ser Tyr Fro Arg
ES S0 25

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cy¥s Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp &Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys RAsp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
1465 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
135 200 208

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 15
<211= 107
=212> PRT

<213= homo sapien
=400= 15
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 1a 1s

Bsp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Glyv Ile Ser Ber Trp
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lyas Ser Leu Ile
35 40 45



Tyr Ala Ala

50

Ser Gly Ser

a5

Glu Asp Fhe

Thr Fhe Gly

<210=
=211=>
=212>
c213x>

400>

ls
11

home

1a

Arg Ala Ser

22l0=
c2ll>
=212 =
=213=

=400

17

PRT
homo

17

Ala Ala Ser

1

=210=
<21ll=
212>
213>

=4 00>

13

ERT
homo

18

Gln Gln Tyr

1

=210=
c2dll=
cd1d >
<dl3>

=4 00>

19
23
FRT
homo

13

153

Ser Ser Leu Gln Ser Gly val Pro
55

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Tle
T0 T5

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
85 a0

Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

sapien

Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
5 1d

sapien

Ser Leu Gln Ser
5

sapien

Lys Ser Tyr Fro Arg Thr
5

sapien

Ser Arg
&0

Ser Ser

Lys Ser

Phe Ser Gly

Leu 3ln Pro
a0

Tyr Pro Arg
95



Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

=210=
<21ll=
<212=
<213=

<400

20
15
PRT
homo

20

Trp Tyr Gln

1

<210=>
211>
<2l2=
<213

<400=

21
iz
DRT
homo

21

Gly Val Pro

1

Leu Thr Ile

<210> 22
=211= 10
<212= PRT
<213> homo
2400= 22
Phe Gly Gln
1

<210= 23
<211= 1326
£212= Anp
213> homo
400> 23

154

Mer Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
5 10 15

Thr Ile Thr Cys
20

sapien

Gln Lys Pro Glu Lys Ala Fro Lys Ser Leu Ile Tyr
8 10 15

zapien

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
L1 10 15

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25 in
sapien
Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10
sapien

caggtgcage tacagcagbg gggegoagga ctgbtgaage ctteggagac cotgtoocteo

Acctocgota totatgotgg gtocttcagg gagtactact ggagohbggat cogocagooo

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcottteata gtggaagoac caactacaac

10

al

120

180



cogbecctea
aagctgacct
gatgattttg
ggcccakogg
ctgggctgoo
goboetgacea
ctcageageyg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagqg
gtgagccacyg
aatgccaaga
cteacegteog
aaaggocteo
ccacaggtgt
acctgoctgy
cagcoggaga
ctctacagca
teccgtgatge
ggtaaa
=210> 24
=211> 442
<212= PRT
=213> homo
<400=> 24
3Zln Val Gln

1

Thr Leu Ser

agagtocgagt
ctgtgaccgco
atatcbgggg
tebtooocoot
tggtcaagga
goggegtgea
tagtgacegt
agoccagoaa
cgkgoocage
acaccotoat
aagacoccga
caaagocacg
tgraccagga
cagccocoat
acaccctgee
toaaaggett
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctet

sapien

caacatatca
cgocggacacg
ccaagggaca
ggogooctgo
ctactteccec
caccttcoog
goececkacage
caccaaggty
accacctgtg
gatctocogy
ggtcoagtte
ggaggagcag
ctggotgaac
cgagaaaace
cccatcocogg
ctaccocage
gaccacacct
ggacaagagc

geacaaccac

155

gtagacacgt
goctgtgtatt
atggteaceg
tccaggagea
gaaccggtga
getgtectac
aacttoggea
gacaagacag
geaggacegt
accoctgagyg
aactggtacg
ttcaacagea
ggraaggagt
atctocaaaa
gaggagatga
gacatcgoog
cocatgotgg
aggtggcage

tacacacaga

ccaagaacca
actgtgcgag
tetetteoage
cotocgagag
cggtgtegtg
agtccteagg
cocagacota
ttgagcgcaa
caghtcttoct
toacgtgogt
tggacggcgt
cghtcocoghgt
acaagtgeoaa
cocaaagggoa
ccaagaacca
tggagtggga
actoccgacgg
aggggaacgt

agagcctote

gttctecctg
agaggaatta
ctocaccaag
cacagoggoo
gaactocaggco
actctacteo
cacctgoaac
atgttgtgte
ctteocccccea
gytggtggac
ggaggtgcat
ggtcagogtc
ggtctocaac
goococcgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggyg
ctocthotto
cttecteatge

coctgtetocg

Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Fro Ser Glu

5

10

15

Leu Thr Cys Ala Ile Tyxr Gly Gly Ser Phe Arg Glu Tyr

20

25

30

240

300

360

420

480

540

600

720

780

840

500

S&0

1020

1080

1140

1200

1260

1320

132e



Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

val

145

hla

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Lya

Val

Trp

Glu
50

Arg

Leu

Glu

Val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Pro

Val

Ser

as

Ile

Val

Thr

Glu

Ser

118

Ser

hsp

Thr

Gln
135

AEp

Ala

Lys

Val

Trp

Phe

Asn

Ser

Leu

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lya

Pro

Aup

Asp

Ile

His

Ile

Val

85

Rsp

Ala

Ser

Fhe

Gly

155

Leu

Ty

Thr

Pro

Thr

245

Val

Arg

Ser

Ser

TO

Asp

Ser

Thr

Fro

150

Val

Ser

Thr

Val

Val

230

Leu

Ser

Gln

Gly

55

Val

Ala

Fhe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Glu

215

Ala

Mat

His

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Asp

Lys

1z0

Glu

Pro

Thr

Val

ASn

200

ATy

Gly

Ile

Glu

156

Pro

Thr

Thr

Asp

Ile

105

Gly

Ser

val

Fhe

Val

185

Val

Lys

Pro

ger

hsp

Gly

Asn

Ser

Tre

Pro

Thr

Thr

Fro

170

Thr

RAsp

Cys

Ser

Arg
250

Pro

Lys

Ty

Lya

75

Gly

Ser

Rla

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Val

238

Thr

Glu

Gly

AED

&0

Azn

Val

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Val

220

FPhe

Pro

Val

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Gly

Fhe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Glu

Glu

Gln

Glu

Ser

Phe

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Fhe

Val

Fhe

Trp

Leu

Ser

Cys

a5

Met

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Asn

Pro

Pro

Thr

255

ABn

Ile

Lys

Leu

g0

Ala

val

Ala

Liau

Gly

160

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

240

Cya

Trp



157

260 265 270

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
275 280 285

Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val val Ser val Leu Thr val val
290 245 300

Hig Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Ren
305 310 315 320

Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly
325 330 335

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
340 345 350

Met Thr Lyvs hsn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
355 360 365

Pro Ser Asp Tle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
370 375 380

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Fro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser FPhe Phe
385 350 395 400

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
405 410 415

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
420 425 430

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440
<210> 25
=211> B4£2
<21l2= ADN

<213> homo sapien

=400= 25
gacatcoaga tgacccagto tocatoctca ctgtotgoat ctgtaggaga cagagbcaco 60
atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag cctggtatca gocagaaacca 120

13



gagaaagooc ctaagtooct gatcotatget

aggtbtcagog geagtggate tgggacagat

gaagattttg caacttatta ctgocaacag

gggaccaagy tggaaatcaa acgaactgtg

toctgatgage agttgaaatc tggaactgcc

CccCcagagagyg ccaaagbaca gtggaaggtyg

gagagtgbtca cagagcagga cagcaaggac

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa

ctgagctoge coghbcacaaa gagcottoaac

<210> 26

=211> 214

=212 PRT

<213> homo saplien

<400= 286

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Fro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser

50 55

S8er Gly Ser Gly Thr Asp Fhe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cyse

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100

Pro Ser WVal Phe Ile Phe Pro Fro

118 120

158

gcatccagtt
ttcactcteca
tatazaagtt
goctgocaccat
tctgttgtgt
gataacgcoe
agcacotaca

gtctacgcoct

aggggagagt

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Glu Lysa Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

20

YT

Glu
108

Ile Lys

Ser Asp Glu

14

tgcaaagtgg
coakbeagtag
accctoggac
ctgtetteat
goeotgebgaa
tocaatoggg
goctoagoag
gocgaagbcac

gt

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Gly

Pro Lys. Ser

45

Ser Fhe

&0

Arg

Ser Ser Leu

Lys Ser Tyr

Val
110

Arg Thr

Gln Leu

125

Lys

ggtcceatea
cocbgoagoot
gttocggocaa
cttocegoca
taacttctat
taactcoccag
caccctgacg

ccatcaggge

Val
15

Gly

Ser Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

BO

Pro
95

ATg
ABla

Ala

Ser Gly

180

240

300

3el

420

480

540

e00

B42



Thr Ala Ser
130

Lys Val Gln
145

Glu Ser Val

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu
185

Fhe Asn Arg
210

<210= 27

=211= 1326
«212> ADH
=213> homo

<400= 27

Val

Trp

Thr

Thr

1EB0

val

Gly

Val

Lys

Glu

1&65

Leu

Thr

Glu

sapien

Cys Leu Leu
1358

Val Asp Asn
150

Gln Asp Ser

Ser Lys Ala

Hig Gln Gly

200

Cys

caggtgcage tacagcaghbg gggcgcagga

accbtgeogeta tetatggbgg ghocttcagg

coagggaagy ggctggagtg gattggggaa

cogtoccocctca agagtcgagt éaccatatca

aagctgagct ctgtgaccge cgoggacacy

gatgattttg atatctgggg ccaagggaca

ggococategg tottococoot ggogooctgo

ctgogotgee tggteozagga ctacttocoo

gotetgacca goggegtgea cacctteceg

ctecageoagog tagtgaccgt gocctocago

gtagatcaca agcccagcaa caccaaggty

gagtgcccac cgbgoocago accacctgtg

aaacceaagy acacccteat gatctooccgg

159

Asn Asn Fhe

ARla Leu Gln
155

Lys Asp Ser
170

Rap Tyr Glu
185

Leu Ber Ser

ctgttgaage
gagéacta:t
atctttcata
gtagacacgt
getgtgtatt
atggtcaccg
toccaggagoa
gaaccgghtga
gctgtoctac
aactteggea
gacaagacag
gcaggaccgt

acccctgagy

15

Tyr Pro Arg
140

Ser Gly Aan

Thr Tyr Ser

Lya His Lys
190

Pxro Val Thr
208

cttoggagac
ggagctggat
gtggaagcac
coaagaaccoa
actgtgegag
tcteocteoage
cotecgagay
cggtgtogtg
agtcctcagg
cocagacata
ttgagocgoaa
cagtcttoct

tcacgtgogt

Glu Ala

Ser Gln
160

Leu Ser
175

Val Tyr

Lys Ser

cotgtoocke
cogocagooo
caactacaac
gttcteoectg
agaggaatta
ctocaccaag
cacagoggoo
gaactcaggc
actctactoro
cascLgeaac
atgtbtgtgtc
ctteococcoa

ggtggtggac

el

180

240

300

360

420

48]

T20

TEQ



gtgagccacg
aatgocaaga
crcacogtayg
aaaggcchbooc
ccacaggtgt
acctgectgy
cagcoggaga
ctctacagea
tecgtgatge
ggtaaa
<210>

=211=

=213
213>

2B
4432
PRT
homo
«400= 2B

Gln
1

val Gln

Thr Leu Ser

Ser
35

Tyr Trp

Glu
50

Gly Ile

Ser Val

33

Arg

Lys Leu Ser

Glu Glu

hrg

Thr Val Ser

aagaccocoga
caaagocacy
rtgcaccagga
cagoccoooat
acacoctgoe
tcaaaggett
acaactacaa
agctcacogt

atgaggotet

sapien

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Ile

Fhe His

Ile

Thr

Val
=5

Ser

Leu
100

Asp

Ser Ala

GEln

Cys

Arg

Ser

Ser

Ta

Thr

Asp

Ser

ggtccagtte
ggaggagcag
ctggotgaac
cgagaaaace
cocatooogg
ctaccocage
gaccacacct
ggacaagagc

goadaacoac

Trp Gly

Ala Ile

Ala

Tyr

160

aactggtacg
ttcaacagea
ggcaaggagt
atctoccaaaa
gaggagatga
gacatecgeocg
cocatgotgy
aggtggcagc

tacacgcaga

Gly Leu

10

Gly Gly

25

Gln Pro

40

aly
55

Ser
Val Asp
Ala Ala
Phe

Asp

Thr Lys

Fro

Thr

Asp

Ile

105

Gly

Gly Lys

Asn Tyr

Ser Lys

Thr Ala

aq

Trp Gly

Pro Ser

16

tggacggegt
cgttcogtgt
acaagtgcaa
CCanagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgy
aggggaacgt

agageckete

Leu Lys

Ser Fhe

30

Leu
45

Gly

Asn
60

Fro
Asn Gln
Val Tyvr
Gln

Gly

Val Fhe

Pro

Arg

Glu

Ser

Fhe

Tvr

Thr

110

Pro

ggaggtgcat
ggtcagogte
ggtetooaac
goocccgagaa
ggtcagoctg
gagcaatggyg
ctocttettao
cttcteocatgo

ceétgtebeeg

Ser Glu

15

Glu Tyr

Trp Ile
Leu

Lys

Leu
BO

sSer
Cys Ala
Val

Met

Leu

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1326



Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Lys

Val

TyTr

Glu

His

i0s

Lys

Gln

Cys

130

Lysa

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Pro

Val

val

Gln

1y

Pro

115

Ser

hsp

Thr

Tyr

Gln

135

Asp

Ala

Lys

Val

Bsp

275

Phe

App

Len

AYg

Arg

Tyxr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

hsp

Asp

260

Gly

ABN

Trp

Pro

Glu
340

Ser

Phe

Gly

155

Leu

TyY

Thr

Pro

Thr

245

Val

val

Ser

Leu

Ala

325

Fro

Thr

Pro

180

Val

Ser

Thr

Val

Val

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

3140

Fro

Gln

Ser

135

Glu

His

Ser

Cye

Glu

215

Ala

Met

His

val

Phe

235

Gly

Ile

Val

120

Glu

Pro

Thr

val

A=n

200

hrg

Gly

Ile

Glu

His

280

Lys

Glu

Tyr

16l

Ser

Val

Phe

val

185

Val

Pro

Ser

Aop

265

han

Val

Glu

Lys

Thr
345

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Ser

Rryg

250

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

330

Leu

Ala

Val

155

Ala

val

His

Cys

val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lya

215

Ile

Pro

17

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lysg

val

220

Fhe

Fro

Val

Thr

Val
300

Cys

Ser

Pro

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Fro

205

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Gly

hsn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Fhe

Val

Fhe

270

Pro

Thr

val

Thr

Arg
350

Cys

sSer

Ser

178

han

Asn

Pro

Prao

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ber

Lys

335

Zlu

Leu

Gly

160

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Val

han

320

Gly

3lu



Met

Pro

aszn

385

Leu

Val

Gln

Thr Lys
355

Ser Asp
370

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser

Lys Ser
435

=210= 23
<21l 116
212> PRT

=213

homo

400> 29

Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

Lys=

Wal Gln

Leu Ser

Trp Ser
35

Glu Tle
50

Arg Val

Leu Ser

han

Ile

Thx

Lys

Cys

430

Leu

Gln

Ala

Thr

Leu

405

Ser

Ser

sapien

Leu

Leu
20

Trp

Fhe

Thr

Gln

Thr

Ile

His

Ile

Ser Val

a5

val

Val

Pro

350

Thr

Val

Leu

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

T0

Thr

162

Ser Leu Thr

Glu

375

Pro

Val

Met

Ser

Trp

2la

Gln

Gly

55

Val

Ala

3ed

Trp

Met

hAsp

His

Fro
440

Gly

Ile

Pro

a0

Ser

Asp

Ala

Glu

Lenu

Lys

Glu

425

Gly

Ala

Tyr

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Cys

Ser

Asp

Ser

410

Ala

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Rsn

Ser

Thr
=

Leu

Asn

Ser
395

Arg

Leu

Leu

Gly

Lys

Ty

Lys

75

Ala

18

val

Gly

380

Bap

Trp

Leu

Ser

Gly

hsn

a0

Asn

Val

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Lys

Fhe

Leu

45

Pro

Tyr

aly

Pro

Ser

Gln

His
430

Pro

ATg

20

Elu

Ser

Fhe

Tyr

Fhe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Ser
15

Glu

Trp

Leu

Ser

Cys
85

YT

Asn

Fhe

400

Asn

Thr

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala



Arg Glu Glu

Thr Val Ser
115
<210= 30
<211= 32
<212> PBRT

<213> homo
<400> 30
Arg Val Thr
1

Leu Ser Ser

=210= 31

<211=- 1338
=212=  ADM
213> homo

=400 31
caggtgeage

acctgcgcta
ccagggaagg
cogtocctoa
aagctgaget
gatgattttg
ggcccatogy
ctgggotgee
goocctgacca
ctcagocageg
gtgaatcaca
aaaactcaca

ctotboaooo

gtggtggtgg

163

Leu Asp Asp Fhe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met val

100

ser

sapien

105

110

Ile Ser Val Asp Thy Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys

5

10

15

Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20

sapien

tacagecagtyg
tcratggtgyg
ggctggagty
agagtegagt
ctgtgacege
atatctggag
tettocooot
tggtcaagga
geggogtgoa
tagtgaccgt
agoocageaa
catgcococacco
caaaacccaa

acgtgagcca

gggcgoagga
gtecttcagg
gattggggaa
caccatatca
cgoggacacg
coaagggaca
ggcaccctoe
ctacttoceoce
caccttooog
gooctacago
caccaaggtg
gtgoccagea
ggacacocke

cgaagaccct

25

ctgttgaage
gagtactact
atecttteata
gtagacacgt
gotgtgtatt
atggtcaccg
tocaagagea
gaaccggtga
gctgtoctac
agcbbgggea
gacaagaaag
cotgaacteo
atgatcteoce

gaggtcaagt

19

30

cbtoggagac
ggagctggat
gtggaagcac
ccaagaacca
actgtgogag
toctocteage
ccteobggggg
cgatgtogtyg
agtcoteagy
cocagaccta
ttgagrocaa
tggggggace
ggaccoctga

tcaactggta

ccbgteceocte
cogocagoec
caactacaac
gtbctooctg
agaggaatta
ctocaccaag
cacagoggeoc
gaactcaggc
actctactoo
catctgcaas
atcttgtgac
gtocagtetbe
ggtcacatgc

cgtggacggc

Y]

1z0

180

240

0o

360

420

480

540

600

ea0

T20

780

840



gtggaggtgc
gtggtecageg
aaggtctaca
cagocccogag
caggtoagee
gagagcaatyg
ggctocttet
gtctteoteat
tecoctgteke
32

445

PRT
homo

«210>
211>
=212
=213>
400> 32

Gln Val Gln

Leu Ser

Ser

35

Tyr Trp

Glu
50

Gly Ile

Ser Wal

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Glu Glu

Thr Val Ser

115

ataatgccaa
tectcacogt
acaaagoocht
aaccacaggt
tgacctgoct
ggcagcogga
tocctoctatag
gotoogtgat

cgggtaaa

saplen

Leu Gln

Lew Thr

20

Trp Ile

Phe His
Thr

Ile

Val
85

Ser

Leu
140

Rap

Ser Ala

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Rsp

Ser

gacaaagccg
cotgoaccag
cocagoocaa
gtacacoctg
ggtcaaagge
gaacaactac
caagctcacc

goatgagget

Trp Gly

2la

Ala

Tyr

164

cgggaggagc
gactggetga
atcgagaaaa
cccocateoo
ttctatcceoa
aagaccacgc
gtggacaaga

ctgoacaaco

Gly Leu

10

Gly Gly

25

Gln Pro

40

Gly ESer

55

Val Asp

Rla

Ala

Phe Asp

Fro

Thr

Thr

nep

Ile

Gly Lys

Asn

Ser Lys

75

Thr
20

Ala

Trp Gly

105

Thr Lys

120

Gly

Fro Ser

20

agtacaacag
atggcaagga
ccatctoccaa
gggaggagat
gogacatoge
ctoceghgek
gcaggtggca

actacacgca

Leu Lys Pro

Ser Fhe Arg

0

Leu Glu

45

Gly

Pro
60

Asn Gln Phe

val Tyr

Gln Gly

110

Phe
125

val Fro

Sar

Thr

cacgtacegt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
goaggggaac

gaagagocte

Ser Glu

15

Glu

Tyr

Trp

Lys

Leu
80

Ser

Ala

Cys
95

Met Val

Leu Ala

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1338



Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cye

225

Leu

Glu

Lys

Lvs

Len

305

Lys

Liys

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

250

Thr

Val

Ala

Ser

Rsp

Thr

Tyr

Gln

198

Asp

Pro

Fro

Thr

Len
275

Arg

Val

Ser

Lys

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

A3n

Gly
340

Ser

Phe

Gly

165

Leu

TyT

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

328

Gln

Thr

Pro

150

val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Fro

val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Bro

sSer
135

Glu F

His

Ser

cys

Glu

215

Fro

Lys

val

Asp

Tyr

295

hsp

Leu

Arg

Gly

val

ASD

200

Pro

Glu

ABp

hep

Gly

280

Lsn

Trp

Pro

Glu

165

Gly Thr

Val

Fhe

Val

185

val

Lys

Leu

Thr

val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Pro
345

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

250

ser

Glu

Thr

Asn

Pro

3zo

Gln

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cye

Gly

235

Met

His

Val

Tyx

Gly

3ls

Ile

YVal

21

Ala

1490

Ser

Val

Fro

Lys

hep

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lye

Glu

Tvr

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lya

Pro

Ser

REp

Asn

2B5

Val

Glu

Lys

Thr

Gly

han

Gln

Ser

120

ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

TyE

Thr

Leu
350

Cys

Ser

Ser

175

Ser

han

Hig

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro



166

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lyas Asn Gln Val Ser
155 160
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
370 375
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Fro
385 3%0 385
Gly Ser Phe FPhe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
405 410
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 425
ksn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440
=210= 33
«=211= 348
=212> ADN
213> homo sapien
<400= 33
caggtgecage tacagcaghtg gggeogeoagga ctgttgaage
accbtgogeta tetatggtgg gtectteagg gggtactact
ceagggaagyg ggotggaghtg gattggggaa atctttcata
cogtoccctoca agagbcgagt caccatatca gtagacacgt
aagctgaget ctgbtgacoge cgoggacacg gotgtgtatt
gatgabttty atatctgggg ccoaagggaca atggtcaccyg
=210= 34
«211l> 116
<212> FRT
213> homo saplien
<400= 34

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Cys Leu Val

Ser hesn Gly

Bsp Ser Asp
400

Ser Arg Trp
41§

hla Leu His
430

Lys

ctbteggagac ccbgtecote

ggagctggat cogocageocco

gtggaagcac caAactacaac

ccaagaacca gttoetocotyg

actgtgogag agaggaatta

teoctococtea

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

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Tyr Gly Gly Ser FPhe Arg Gly Tyr

20

25

22

30

60

120

180

240

300

348



Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Glu Ile Phe His Ser Gly Ser
50 55
Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
65 T0
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
BS
Arg Glu Glu Leu Asp Asp Phe Asp
100
Thr Val Ser Ser
115
=210= 35
=211= &5
<212> PRT
<213> homo sapien
<400=> 35
Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5
<210= 36
<211> 348
«<212> ADN
<213> homo sapien
<400= 36
caggtgragc tacagcagtg
acctgegetg totatggtgg
ccagggaagyg ggctggagtg gattggggaa
cocgtcocteoca agagtogagt
aagotgagelh ctgtgaccge cgoggacacg
gatgattttg atatctgggg ccaagggaca
<210= 37
<211> 116

167

Pro Gly Lys

Gly Leu Glu Trp Ile
45

Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys

Thr Ser Lys
75

Asp Thr Ala
g0

Ile Trp Gly
105

gggcogeagga chgttgaage

gtocettcagg gagtactact

atcttteocata

caccatartca gtagacacgt

gobgtgtatt

atggtcacog

&0

Asn Gln Phe Ser Leu
a0

Val Tyr Tyr Cys Ala
35

Gln Gly Thr Met WVal
114

cttoggagac cctgteccte
ggagctggat cocgocageooe
gtggaagcac caactacaac
coaagaacca gttetocctg
acbgbgogag agaggaatta

totbecetea

60

180

240

3oo

348



168

<212> PFRT

=213> homo sapien

400> 317

Gln Val Gln Leu Gln <ln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Fhe Arg Glu Tyr
20 25 30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Phe His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 50

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 B8O

Lys Leu 8er Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 S0 95

Arg Glu Glu Leu Asp Asp FPhe Asp Ile Trp Gly Gln 31y Thr Met Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser

118
<210= 38
211> 30
<212> PRT

<213> homo sapien
=400= 3B
Gln Val Glep Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser FPhe Arg

20 25 30
=210= 39
<211l> 348
<212=  aDN

=213>= homo sapien

24



<4 00>
caggtgcagc

39

acctgcecgotg

ccaggaaagg

cogbecctea

aaactgaggt

gatgattttg

<210>
211>
212>
<213>

<400

40
1le
FET
homo

40

Gln Val Gln

1

Thr

Tyr

Gly

Ser

33

Lys

Arg

Thr

Lew

Glu

50

Arg

Leu

Glu

val

210>
<21l=
=212=
<213

Ser

Ser
35

Ile

Val

Arg

Asp

Ser

115

41

FRT
homa

tacagcagtg gggcgcagga

tetatogtag gtcattcaga

ggctggagty gattggggaa

agagtcgagt caccatatca

ctgtgaccge cgoggacacg

atatctgggg ccaagggaca

sapien

Leu

Leu
20

Trp

Fhe

Thr

Ser

Ile

100

Ser

Gln

Thr

Ile

His

Ile

val

85

Asp

sapien

Gln Trp Gly

Cys Ala Val

Arg Gln Pro
40

169

ctgttgaagc

ggttactact

atctttcata

gtagacacgt

gotgtgtatt

atggtcaccyg

RAla

Tyx
25

Fro

Ser Gly Ser Thr

Ser Val Asp Thr

70

Thr Ala Ala Asp

Asp Phe Rsp

Ile
105

Gly

10

Gly

Gly

AsST

Ser

Thr

20

Trp

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

25

cttoggagac
ggagctggat
gtggaagcac
CCAagaacca
actgtgogayg

totettcea

Leu Lys Pro

Ser Phe RArg
30

Gly Leu Glu
a5

hsn Pro Ser
&0

Asn Gln Fhe

Val Tyr Tyr

Gln Gly Thr
110

cotgtocete
cogocagocd
caactacaac
gttectoceta

agaagatatt

Ber
15

Gly

Trp

Leu

Ser

Cys

55

Met

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

1]

Rla

Val

300
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<400 41

3@lu Asp Ile Asp Asp Phe Asp Ile

1 5
<210=> 42

«211= 321

<212= ADN

<213> homo sapien

;:ggzcciga tgaccocagte teocateoccteoa ctgbotgeoat ctgtaggaga cagagtcace &0
atcacttgbe gggogagtca gggtattage agotggttag cctggtatca gocagaaacca 120
gagaaagcoe ctaagbtccoct gatctatgeot gratccagtt tgraaagbtgg ggtoccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactotca ccatecageag ccotgoagoct 240
gaagacttbtg caacttatta ttgcocaacag tataagagtt accctoggac gttoggocaa 300
gggaccaagyg tggaaatcas a 321
=210= 43

<211> 107

<212> PRT

<213> homo sapien
<400= 43

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Aszp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Tle Ser Ser Trp

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
as 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Fhe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Lys Ser Tyr Pro Arg
B5 20 L

26



171

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210= 44
=211= 9
<212= ERT

<213> homo sapien

=220=
<221> MISC FEATURE
=222= (2)..()

<223> X =D, E, N, o Q

220>

<221> MISC FEATURE
«222= (2} ..(2)

=223 X =D, E, N, o Q

=220

<221> MISC_FEATURE
«222> (3} ..(3)

«223x X =1, L, V, a M

=400> 44

Glu Xaa Xaa Leu Asp Asp Phe Rsp Ile
1 5

<210> 45
<21ll> 3
<212= FPRT

=213> hcomo sapien

220>

€221 MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
223> X=Do B

<220=

=221> MISC_FEATURE
=222 (3)..03)
<223» X =I o L

=400= 45&

Blu Xaa Xaa Leu Asp Asp Phe Rsp Ile
1 5

=210= 48
=211= 112
«212= PRT

=213> homo sapien

27



=400=

48

Gln Val Gln

1

Thr

Tvr

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Leu

Trp

Glu
50

Rrg

Leu

Ala

<210=
<211>
212>
<213=

<4 00>

Ser

Ser
is

Ile

Val

Ser

Fhe

47
107
FRT
home

47

Asp Ile Gln

1

AS]':I-

L

Tyxr

Ser
65

ATg

Ela

Rla

50

Gly

Val

Trp

35

Rla

Ser

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Thr

Ser

Asp
100

Gln

Thr

Ile

His

Ile

Val

85

Ile

sapien

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile

Gln

Ber

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

TIp

Gln

Thr

Gln

Ly

Asp

Trp

Ala

3ln

Gly

55

val

Ala

Gly

Ser

Cys

Gln
55

Fhe

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Gln

Pro

Pro
a0

Ser

Thr

Ala

Tyr

25

Pro

Thr

Thr

Aap

Gly
105

Ser

Ala

25

Glu

Gly

Lieu

172

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

20

Thr

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Met

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

28

Leu

Ser

Gly

ABD

&0

Asn

Val

Val

Ser

Gly

Pro

Ser

&0

Ser

Lys

Fhe

Lt

45

Pro

G31ln

Tyr

Thr

Ala

Ile

Lvs

45

Arg

Ser

Prao

Ser

ERY]

Glu

Ser

Fhe

Tyr

Val

110

Ser

Ser

30

Ser

Fhe

Leu

Ser

15

Gly

Tre

Leu

Ser

Cys

a5

Ser

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Ser

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro



Glu Asp FPhe

Thr Phe Gly

210>
=211l=
c21l2>
=213>

300>

48
212
PRT
homo

4B

Met Asn Ser

1

Gly

Gly

Ser

Ser

65

Ser

Glu

Val

Leu

Met

145

Leu

Leu

Glu

Ser

50

Ala

Lys

Lys

Lys

Gln

120

Ser

BEp

Leeu

RED

Glu

Leu

Glu

Asp

Ile

115

Asn

Thr

Ala

173

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tvr Pro Trp

a5

=l ]

Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100

gapien

Phe

Leu

20

ser

Arg

Arg

Ala

Gly

100

Ile

Arg

Lys

Ile

Ser

Val

Lys

Ile

Lya

Leu

BS

Cys

Thr

Fhe

Val

Thr

Thr

Leu

ASP

Asp

Glu

T0

Ala

Fhe

Gly

Glu

L1

150

Thr

Ser

Pro

Val

Lys=

55

Thr

Glu

Gln

Ser
135

Ile

Pro

hla

Ala

Ala

40

Gln

Cys

Aan

Ser

Leauy

120

Ser

Gln

Asp

105

FPhe

Ala

25

Ala

Ile

Asn

Asn

Gly

105

Glu

Glu

FPhe

Fro

Gly

10

FPhue

Pro

Arg

Lys

Leu

a0

FPhe

FPhe

zlu

Leu

Thr

Pro Val

Pro Ala

Hiz Arg

Tyr Ile
60

Ser Asn
75

Asn Leu

Asn Glu

Glu Val

Gln Ala
140

Gln Lys
155

Thr Asn

29

Ala

Pro

Gln

45

Leu

Met

Pro

Glu

Tyr

125

Arg

Lys

Ala

Phe

Val

30

Pro

Rsp

Cys

Lys

Thr

114

Leu

Ala

Ala

s5er

95

Ser

15

Pro

Leu

Gly

zlu

Met
35

Cys

Glu

Val

Lys

Leu

Lzu

Pro

Thr

Ile

Zer

a0

Ala

Leu

Tyr

Gln

Asn

160

Leu
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1e5 170 175

Thr Lys Leu Gln Ala Gln Asn Gln Trp Leu Gln Asp Met Thr Thr His
180 185 120

Leu Ile Leu Arg Ser Phe Lya Glu Phe Leu Gln Ser Ser Leu Arg Ala
185 200 205

Leu Arg Gln Met

210
=210= 49
=211= 25
<212= ADN

2213> Secuencia artificial

<220
223> Cebador de secuencia

400> 49
ctttotgaga steomtggake tombg 25
210> 50
=211= 20
212> ADN

=213> Zecuencia artificial

<220>
€223> Cehador de secuencia

<400= 5O
tacgtgocaa goatcctoge 20
=210 51
<211= 2&
=212 ADN

=213> Secuencia artificial

<220
<223> (Cebador de secuencia

=400= &1
gsartcagwc Yowvycagga cacagc 26
<210 &2
=211= 23
<212> ADN

=212= 3Secuencia artificial

220>

30
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<223> [ehador de secushcia

<400 52

aggctggaac tgaggageag gtg k]
<210 53

211> 39

«212>  ADN

<213> Secuencia artificial

220>
223> (Cebador de clonacidn

400> 53
ttacagtgeg cgcactcoca ggtgoagota cagcagtgg is
<210= G54
=211> 39

«212= ADM
=213> 3Zecuencia artificial

=220=
<223> Cebador de clonacidn

400> 54

ttacagtgtg cactcegaca tocagatgac coaghtctod 33
<210= 55

<211= 20

=212=  ADMN

«213> Secuencia artificial

<220>
«223= Cebador de clonacidn

<400> &5

gaagaccgat gggccoccttgg 20
<210> =1

<211 51

=212=  ADM

z213is

Jecuencia artificial

=220>
«223= Cehador de clonacidn

=400> 58

tatattcott aatraagtta ttctactcac gtttgatttc caccttggtec C 51
=210=> 57

211> 28

=212> ADM



<213> Secuencia artificial

<220=
=223> [Cehador de nutagénesis

<400> &7
actoacctgc gobgtotatyg gtgggteo

<210= 58
=211= 29
212> ADN

=213> Secuencia artificial

220>
«223> (Cebador de mutagénesis

<400> 58
gggtocttea gggggtacta ¢tggagetg

210> 59
c2ll> 34
«212> ADN

<213> JSecuencia artificial

<220=
«223> Cebador de wutagénesis

<400> 5Z

cotcaagagt ogagbocacca tatcagtaga cacg

<210= 60
«=211l= 28
2212= ADN

=213> Secuencia artificial

<220=
£2923- Cebador de mutagénesis

<400= &0
ctecectgaag ctgagebotyg tgaccgoeco

176

28

29

34

28

32
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Figura la

Regidn WVH 22ZB5 de anti-ILG

Linea germinal @ V@ LQ QWG AGLLEPSETLSLICAVYGGSFSOCYYWEWIRQEPETP

22B5 VH - I - e e - - I -

Linea germinal F X G LEWIGEINHSGS TNYNPSLESRVTISVDTSKNQFGSLEKL

2285 VH - e e e e a e T - - e e - . e e e e e o oo

Linea gerninal 8 s VT AAD TAV Y YO AR# $ $FAFDIWGQGTM VY TV S 5 SEQ ID NO:46

22B5 VH R------- - e e e e - EDIDD-=~-- -+ - -~ I
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Figura 1b

Regidn VE 2ZB5 de Anti-TIL6

Linea germinalp T oM TO S8 PSS LSASVEDRVTITCRASOQGISEWLAWYQOR

22B5 VE2 T A I T N R R

LineagerminalPEKAPKSLIYAHSSLQSGVPSRFSGSGSGTBFTLTISSL

22B5 VK2 =« = = = = = = = o= == === omomomomom= o= - oo oo oo oo

Jdnes germinal PEDFATY YCQQYNSYEREWTFGQGTHKVYETIEK SEQ ID HO:47

22B5 VK2 - = = = = = = = - - = s - K- - -R----====&==-=



Figura 1lc

Anti- IL-6 9CB Wy

Linea germinal @ ¥V @ L Q Q W

ace

Linea germinal

9ca

Linea germinal

9c8

KLSSVTHA
SEQ ID NO:46

- - T -

179

SCYY¥YW
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Figura 1d

Anti- IL-6 S9C8 Vy

Linea germinal D IQMTQ S PSS LEASVGEDRVTITCRASQGISESWLAWYQQETP

- S s = -

Lines germinal E K A P K S LIYAASSLOSGVPEPESRFEGSGESETDFTLTISSLOE

9cs - - - = - e i R R

Linea gqerminal ED FATY Y CQOQ YN SYPWTFGQGTEKWYETEK BED ID HO:47

1o K- -=R-=-----+--+ -+
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Figura le
Anti-TL-6 9CB WE8T, TB3S Wy
Linea germinald VOLQQWGEAGLLEPSETLSLTCAVYGGS FSGEYYWSWIRQPE

9CBNEETTB3S - - - - - T « T = = == =2oRE-===== = - - -

LineagerminalPGI{GLEHIGEIHHSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKHQFSL

9CBN68TTBIS - - - - - - - - - - - F--- === R L T R

Linea germinalk LS S VT AADTAVYYCAR#4FAAFDIVNGQGTMVTVSES
SEQ ID NO:46

9CEN6TTE3S - - - - - - - . EELDD - - - - - = e e - -
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Figura 1f
Anti-IL-6 9C8 W68T, TB3IS Vi

LineagerminalDIQMTQSPSSLSHSVGDRVTITCRASQGISSWLIAWEQQKP

GCBNEBTTBAE - - - - = = = = = = = = = = = = = = — = © & = = = = = & == .- - .-

Linea germinal E K AP X3 LIYAAS SLO3CGVPSRFSEGSEESETDFTLTISELAQP

QCBNGATTBAS - - - - - - - = = = = = = = = = & & D e e = === o- - - - - oo s e -

LineagerminalEDFATYYCQQYNSYPWTFGQGTKVEIKSEQIDND:H

GCBNG8TT83S - - - - - - = = = - - K- - =R = - -~ -~ - -~~~
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== Vehiculo

Tiempo (h)
-= 9,5 mgkg -+ 5mglkg



Expediente No. 11-004.914
Solicitud Divisional A

P2010/000146A
CAPITULO REIVINDICATORIO
(Solicitud Divisional A)
1. Un anticuerpo monoclonal o una porcién fijadora de antigeno del mismo, que

comprende un dominio variable de cadena pesada (Vy) y un dominio variable de cadena
liviana (Vi), donde las secuencias de aminodcidos Vg CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden
las secuencias de aminodcidos Vg CDR1, CDR2, y CDR3 de la SEQ ID NO: 40 y las
secuencias de aminodcidos Vi CDRI1, CDR2, y CDR3 comprenden las secuencias de
aminodcidos Vi, CDR1, CDR2, y CDR3 de la SEQ ID NO: 43, y donde dicho anticuerpo

se une especificamente a IL-6 humana.

2. El anticuerpo monoclonal o una porcién fijadora de antigeno de acuerdo con la
Reivindicacién 1, donde las secuencias de aminodcidos Vy FRI1, FR2, FR3 y FR4,
comprenden las secuencias de aminodcidos Vg FR1, FR2, FR3 y FR4 de la SEQ ID NO: 40
y las secuencias de aminodcidos Vi FR1, FR2, FR3 y FR4 comprenden las secuencias de

aminodcidos Vi, FR1, FR2, FR3 y FR4 de la SEQ ID NO: 43.

3. El anticuerpo monoclonal o una porcién fijadora de antigeno de acuerdo con la
Reivindicacion 1, donde los dominios Vg y VL del anticuerpo comprenden las SEQ ID
NOs: 40 y 43, respectivamente, y donde dicho anticuerpo se une especificamente a IL-6

humana.

4. El anticuerpo monoclonal o una porcién fijadora de antigeno de acuerdo con
cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, donde el anticuerpo monoclonal es una molécula

IgG, IgM, IgE, IgA, o IgD.

5. El anticuerpo monoclonal o una porcién fijadora de antigeno de acuerdo con
cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, donde el anticuerpo monoclonal es una molécula

IgGl1, 1gG2, 1gG3, 6 1gG4.

6. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o una porcién
fijadora de antigeno de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5 y un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Una linea celular aislada que produce el anticuerpo o una porcién fijadora de
antigeno de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5 o la cadena pesada o la

cadena liviana de dicho anticuerpo o dichas porciones fijadoras de antigeno.
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Expediente No. 11-004.914
Solicitud Divisional A
P2010/000146A

8. Una molécula aislada de 4cido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica la cadena pesada o una porcién fijadora de antigeno de la
misma, 6 la cadena liviana o una porcién fijadora de antigeno de la misma, o ambas, de

un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5.

9. La molécula de acido nucleico de la Reivindicacion 8, donde la secuencia del

nucleétido es al menos una de las SEQ ID NO: 39 6 42.

10.  Un vector que comprende la molécula de 4cido nucleico de acuerdo con la
Reivindicacién 8, en donde el vector opcionalmente comprende una secuencia de control

de expresion ligada operativamente a la molécula de 4cido nucleico.

11.  Una célula hospedera que comprende el vector de acuerdo con la Reivindicacién 10

6 la molécula de acido nucleico de acuerdo con la Reivindicacién 8.

12.  Una célula hospedera que comprende una molécula de 4cido nucleico que codifica
la cadena pesada o una porcién fijadora de antigeno de la misma, y una molécula de dcido
nucleico que codifica la cadena liviana o una porcion fijadora de antigeno de la misma, de

un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5.

13.  Una célula hospedera que comprende una molécula de 4cido nucleico que codifica
la cadena pesada o una porcién fijadora de antigeno de la misma y la cadena liviana o una
porcion fijadora de antigeno de la misma, de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de

las Reivindicaciones 1 a 5.

14.  Un método para producir un anticuerpo monoclonal humano o su porcién fijadora
de antigeno que se une especificamente a IL-6 humana, que comprende cultivar la linea
celular de acuerdo con la Reivindicaciéon 7 o la célula hospedera de acuerdo con las

Reivindicaciones 12 6 13 y recuperar el anticuerpo o su porcion fijadora de antigeno.

st sfe s sfe sfe sk sk sk sk ke sk
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