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(72) NY 14534,

Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América.
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ANEXOS

Comprobante de pégo de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

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

Declaraciones
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de fa solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Copia del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

Arte Final 12X12.

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

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

Otros: Reporte de Busqueda Internacional, Publicacién, Opinién Escrita y Listado de Secuencias.

S

FIGURA CARACTERISTICA: _
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION.
SUFERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) No.* de soliitud BTy mtCr COTK 16124

(22) Fecha de solicitud: 28-01-09 (71)Solicitante(s) VACCINEX, INC.

(30) Prioridad  (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
60/835,107 03/08/06 US [(72) Inventor(es) SMITH, Emest, S. y WANG, Wei.

(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85)  Fechalimite inicio fase nacional: 03/03/09 (87 Publicacién internacional
(86)  Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 14/02/08
Fecha de presentacion de la solicitud: 03/08/07 N° publicacion: WO 2008/019061 A3

No. de solicitud PCT/US2007/017337

(54) Titulo: “ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-IL-6
Y USOS DE LOS MISMOS”

Resumen - Reivindicacion{es):

Reivindicacién nimero 1:

Un anticuerpo monoclonal aislado, el cual comprende:
(a) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende:

(i) una VH-CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52,
SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, y una secuencia de aminoacidos que es
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 51 a 55 excepto por 1 a 5 sustituciones de
aminoacidos;

(ii) una VH-CDR2 que comprende una secuencia de aminoéacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57,
SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:97, y una
secuencia de aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 56 a 61 6
97 excepto por 1 a 5 sustituciones de aminoacidos;

(ili) una VH-CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63,
SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID N0O:98,
y una secuencia de aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 62 a
73 6 98 excepto por 1 a 5 sustituciones de aminoacidos; y

(b) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende:

(i) una VL-CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75,
SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO: 79, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 74 a 79 excepto por 1 a
5 sustituciones de aminoacidos;

(i) una VL-CDR2Z que comprende una secuencia de aminoéacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:81,
SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:85, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 80 a 85 excepto por 1 a
5 sustituciones de aminoacidos;

(iii) una VL-CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:87,
SEQ ID NO:88, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:92, SEQ ID
NO:93, SEQ ID NO:94, SEQ ID NO:95, SEQ ID NO:96, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 86 a 96 excepto por 1 a
5 sustituciones de aminoacidos;

en donde este anticuerpo se enlaza especificamente a un antigeno de IL-
6.
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{21) N° de soficitud: (22) Fecha de solicitud: 28/01/09

21
(51) Clasificacion Internacional ; CO7K 16/24
(71)Solicitante(s) VACCINEX, INC.

(72) Inventor(es) SMITH, Emest, S. y WANG, Wei.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
." SUPERINTENDENCIA PATENTEDE INVENCION __ PCT X  MODELODE UTILIDAD ___ DISENO |NDUSTRIAI7 __
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 28/01/09

1) Clasificacion Internacional : CO7K 16/24

(51)
(71) Solicitante(s) VACCINEX, INC.
(72) Inventor(es) SMITH, Emest, S. y WANG, Wei.
(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
60/835,107 . 03-08-06 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 03-03-09 (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 14/02/08
Fecha de presentacion de la solicitud: 03/08/07 No. Publicacion : WO 2008/019061 A3
No. De solicitud PCT/US2007/017337 :

(54)

Titulo: “ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-IL-6 Y USOS DE LOS MISMOS”

(57)

Resumen:

Reivindicacién nimero 1:

@

Un anticuerpo monoclonal aislado, el cual comprende:

(a) una region va)rkable de cadena pesada (VH) que comprende:

o (i) una V¥ _,DR1 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52,
SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, y una secuencia de aminoacidos que es
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 51 a 55 excepto por 1 a 5 sustituciones de
aminoacidos;

. (ii) una VH-CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57;
SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:97, y una
secuencia de aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SE.Q ID NOs: 56 a 61 6
97 excepto por 1 a 5 sustituciones de aminoacidos;

el - (i) una VH-CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos
se|eccnonada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63,
SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:98,

y‘uh‘é‘é*eéu‘eh'ci'a“"de”amino—écidos que es idéntica-a cualq'u'iera de Ias'SEQ ID-NQOs: 62 a.

73 6 98 excepto por 1 a 5 sustituciones de aminoacidos; y
(b) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende:

(i) una VL-CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consisie en ias: SEQ ID NOC:74, SEQ ID NO:75,
SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO: 79, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 74 a 79 excepto por 1 a
5 sustituciones .de.aminoacidos.;

RTINS

(ii) una VL-CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos .

seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:81,
SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:85, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a CJanu:era de las SEQ ID NOs: 80 a 85 excepto por 1 a
5 sustituciones de aminoéacidos:

(iii) una VL-CDR3 que comprende una secuencia de aminoéacidos

seleccionada a partir del grupo que consiste en las: SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:87,

SEQ ID NO:88, SEQ D NO:892, SEQ ID NO:90, SEQ.ID NO:91, .SEQ ID NO:92, SEQ.ID
NO:93, SEQ ID NO:94, SEQ ID NO:95, SEQ ID NO:96, y una schenbia de
aminoécidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 86 a 96 excepto por 1 a
5 sustituciones de aminoacidos;

en donde este anticuerpo se enlaza especificamente a un antigeno de IL-
6.
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PATENT COOPERATION TREA. .

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

To:

STERNE, KESSLER, GOLDSTEIN & FOX P.L.L.C.

Attn. Steffe, Eric K. E@EUVE

JUL 21 2008

1100 New York Avenue, N.W{||.

Washington, D.C. 206005-39
ETATS-UNIS D‘AMERIQUE

(=)

(PCT Rule 44.1)

, Kessler, Goldstein & Fox
Sterne, Kes P.L.LJ,C. - 7/& /05/
/Z«é’{’(/\ ) L‘(AM/ 7/‘,% | Date of mailing

(day/month/year)

15/07/2008
17874

Applicant's or agent's fite reference LI\—T-"‘7 7;;[ [yl{z
2521.001PCOL M FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below

lntemational appfication No.
PCT/US2007/017337

International filing date
(day/month/year)

03/08/2007

Applicant.

VACCINEX, INC.

1. I)_Ll The applicant is hereby notified that the intérnational search report and the written opinion of the International Searching
Authority have been established and are transmitted herewith. )
Filing of amendments and statement under Article 19:
The applicant is entitled, if he 50 wishes, to amend the claims of the International’Application (see Rule 46): -

When? The time fimit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittal of the
International Search Report.

Where? Directly to the International Bureau of WIPO, 34 chemin des Colombettes
~ 1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2. D The applicant is hereby notified that no international search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the International Searching Authority are transmitted herewith.

3. D With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the
applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

4. Reminders

Shortly after the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the
International Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the internationai
application, or of the priority claim, must reach the International Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectively,
before the completion of the technical preparations for international publication. -

The applicant may submit comments on an informal basis on the written apinion of the International Searching Authority to the
International Bureau. The International Bureau will send a copy of such comments to all designated Offices unless an
international preliminary examination report has been or is to be established. These comments would also be made available to
the public but not before the expiration of 30 months from the priority date.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority
date (in some Offices even later); otherwise, the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for entry into the national phase before those designated Offices. .

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months (or later) will apply even if no demand is fited within 19
months. :

See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the applicable time limits, Office by Office, see the PCT Applicant's
Guide, Volume 11, National Chapters and the WIPQO Internet site. y

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2

Name and mailing address of the International Searching Authority | Authorized officer CU&ML/G(WW@J@@//S 4

Fax: (+31-70) 340-3016

NL-2280 HV Rijswilk . Stefanie Biichler Aull 154 %}M &
. _0)) Tel. (+31-70) 32%1”2040, Tx. 31 651 epo nl, Tuleu / [ b?m‘égég U’/}?

Form PCT/ISA/220 (October 2005)

NACKETER O 2/3[oF
Uy U T\ E [ E U (See notes on accompanying sheet)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are intended to give the basic instructions concerning the filing of amendments under article 19. The

‘Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative-Instructions
- under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For more
detailed information, see also the PCT Applicant's Guide, a publication of WIPO. .

In these Notes, "Article”, "Rule”, and "Section” refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative Instructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the international search report and the written opinion of the International

_ Searching Authority, one opportunity to amend the claims of the international application. It should however be emphasized

that, since all parts of the international application (claims,description and drawings) may be amended during the
international pretiminary examination procedure, there is usually no need to file amendments of the claims under Articte 19
except where, e.g. the applicant wants the latter to be published for the purposes of provisional protection or has another
reason for amending the claims before international publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional
protection is available in some States only (see PCT Applicant’s Guide, Volume I/A, Annexes B1 and B2)

The attention of the applicant is drawn to the fact that amendments to the claims under Article 19 are not allowed where
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no international search report would be
established (see PCT Applicant's Guide, Volume I/A, paragraph 296). :

What parts of the international application may be amended?
Under Article 19, only the claims may be amended.
During the international phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before the

International Prefiminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended under
Articie 34 before the International Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the international application may be amended under Article 28 or,
where applicable, Article 41.

When? Within 2 months from the date of transmittal of the international search report or 16 months from the priority date,
whichever time limit expires later. It should be noted, however, that the amendments will bs considered as having
been received on time if they are received by the International Bureau after the expiration of the applicable time
limit but before the completion of the technical preparations for international publication {Rule 46.1).

Where not to file the amendments?

The amendments may only be filed with the International Bureau and not with the receiving Office or the
International Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand for international preliminary examination has beenfis filed, see below.

How? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of one
or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on account of an amendment or
amendments, differs from the sheet originally filed.

All the claims appearing on a réplacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where a claimis
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In alt cases where claims are renumbered, they must be
renumbered consecutively (Section 205(b)). ‘

The amendments must be made in the language in which the international application is to be published.

What documents must/may accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)):
The amendments must be submitted with a fetter.

The letter will not be published with the international application and the amended claims. It should not be
confused with the "Statement under Article 19(1)" (see below, under "Statement under Article 19(1)").

The letter must be in English or French, at the choice of the applicant. However, if the language of the

international application is English, the letter must be in English; if the language of the international application

is French, the letter must be in French.

Notes to Form PCTNSA/220 (first sheet) (October 2005)
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PATENT COOPERATION TREAT .

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220

2521 001PCO1 ) ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. international filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US2007/017337 © 03/08/2007 - 03/08/2006
Applicant

VACCINEX, INC.

This international searcﬁ report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 6 sheets.
Itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the intemational search was carried out on the basis of:
the international appiication in the language in which it was filed

D a translation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

c

[

This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disciosed in the international application, see Box No. .

N
E,

Certain claims were found unsearchable (See Box No. 1)

[

* Unity of invention is lacking (see Box No II1)

4. With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows:

B

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings, .
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
D as suggested by the applicant
D aé selected by this Authofity, because the applicant failed to suggest a figure
: D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. none of the figures is to be published with the abstract '

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2007)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

1 International application No.

PCT/US2007/017337

Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

a. type of material

a sequence listing

I:I table(s) related to the sequence listing

b. format of material

on paper

in electronic form

¢.  time of filing/furnishing

3. Additional comments:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international a
invention, the international search was carried out on the basis of:

contained in the internationai application as filed
filed together with the international application in electronic form

|:| furnished subsequently to this Authority for the purpose of search

pplication and necessary to the claimed

2. In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the information'in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (Aprit 2005)
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INT NATIONAL SEARCH REPORT -

-ernational application No

| PCT/US2007/017337
A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
INV. CO7K16/24 A61K39/395  A61P35/00 A61P19/02

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPG

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

CO7K A61K A61P

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched
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This international search report has not been established in respect of certain claims under Articie 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.: :

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Although claims 81-87 are directed to a method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. I:l Claims Nos.:
j because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a)

Box No. il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers alisearchable
: claims.

2. l:l As all searchable daims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search reportcovers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in.the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest DThe additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

‘ I:lThe additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)

T



INT )NATIONAL SEARCH REPORT

lhformatlon on patent family members

Jternational application No

US 2005196755

| PcT/Us2007/017337
Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date
- DE 3939706 C1 21-03-1991 BR 9006128 A 24-09-1991
EP 0430193 Al 05-06-1991
JP 3232485 A 16-10-1991
EP 0312996 A 26-04-1989 Dt 3889062 D1 19-05-1994
. DE 3889062 T2 10-11-1994
JP . 2000488 A 05-01-1990
JP 2598666 B2 09~-04-1997

EP 0399429 A 28-11-1990  NONE
EP 0410813 A 30-01-1991 DE 69024871 D1 29-02-1996
DE 69024871 T2 14-08-1996
JP 2881311 B2 12-04-1999
JP 3061496 A 18-03-1991
WO 2004039826 A 13-05-2004 BR 0214168 A '14-09-2004
CN 1694894 A 09-11-2005
JdP 2007528691 T 18-10-2007
EP 1536012 A 01-06-2005 AU 2003261787 Al 19-03-2004
CA 2496523 Al 11-03-2004
CN - 1678744 A 05-10-2005
WO 2004020633 Al 11-03-2004
KR 20050058486 A 16-06-2005
_ US 2006240012 Al 26-10-2006
US 5856135 A 05-01-1999 AU 6808194 A 20-12-1994
WO 9428159 Al 08-12-1994
W 458985 B 11-10-2001
us 6121423 A 19-09-2000
ZA 9403778 A 21-02-1995
Al 08-09-2005 NONE

Form PCT/ASA/210 (patent family annex) (April 2005)

VA



(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization £
International Burcau

(43) International Publication Date
14 February 2008 (14.02.2008)

‘ O R

(10) International Publication Number

WO 2008/019061 A3

(51) International Patent Classification:
CO7K 16/24 (2006.01) AGIP 35/00 (2006.01)
AG1K 39/395 (2006.01) AGIP 19/02 (2006.01)

(21) International Application Number:
/ PCT/US2007/017337

(22) International Filing Date: 3 August 2007 (03.08.2007)
(25) Filing Language: English
(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:
60/835,107 3 August 2006 (03.08.2006)  US

(71) Applicant (for all designated Siates except US): VAC-
CINEX, INC. [US/US]; 1895 Mount Hope Avenue,
Rochester, NY 14620 (US).

2

(72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): SMITH, Ernest,
S. [US/US]; 328 Boston Road, Ontario, NY 14519 (US).
WANG, Wei [US/US]; 28 Wenham Lane, Pittsford, NY
14534 (US).

(74) Agents: STEFFE, Eric, K. et al.; Sterne, Kessler, Gold-
stein & Fox P1..1..C., 1100 New York Avenue, N.W., Wash-
ington, DC 20005-3934 (US).

(81) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AB, AG, AL, AM,

\, 1S, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK,
LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW,
MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL,
PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, 8V, SY,
TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,
IM, ZW.

(84

~—

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
7ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI,
FR, GB, GR, HU, TE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NI, PL,,
PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4.17:

— as to applicant’s entitlement 1o apply for and be granted a
patent (Rule 4.17(ii})

— asto the applicant’s entilement to claim the priority of the
earlier application (Rule 4.17(iii))

Published:

—  with international search report

—  with sequence listing part of description published sepa-
rately in electronic form and available upon request from
the International Bureau

(88) Date of publication of the international search report:
9 October 2008

087019061 A3 I DO 0 0 0O 0

(54) Title: ANTI-IL.-6 MONOCLONAL ANTIBODIES AND USES THEREOF

G (57) Abstract: The present invention provides novel monoclonal antibodies that bind specifically to IL- 6. The antibodies of the

=

invention comprise a variable heavy chain (VH) region selected from any of the VH regions disclosed herein as well as amino acid
variants thereof, and/or a variable light chain (VL) region selected from any of the VL regions disclosed herein as well as amino
acid variants thereof. The invention also provides methods of treating diseases and disorders associated with 11.-6 expression and/or
activity.

4



-

~ 'PATENT COOPERATION T. :ATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

T e PCT

| WRITTEN OPINION OF THE |
see form PCTASA220 - INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

- Date of mailing
(day/month/ear) see form PCTASAR10 (second sheet)

Applicant's or agent's file reference

FOR FURTHER ACTION

see form PCTASAR220 See paragraph 2 below
International application No. Intemnational filing date (daymonthiear) Pfiority date (day/monthiear)
PCTAUS2007/017337 03.08.2007 03.08.2006
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Applicant
VACCINEX, INC.

1. This opinion contains indications relating to the following items:

X Box No. ! Basis of the opinion

O BoxNo. Il Priority

0O Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicébility

[0 BoxNo. IV Lack of unity of invention

X Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such- statement

00 BoxNo. VI  Certain documents cited '

[J Box No. VIl Certain defects in the international application

&

Box No. VIl Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA”) except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered. : '

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months

from the date of mailing of Form PCTASA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires later.

For further options, see Form PCTASA220.

3. For further details, see notes to Form PCTASA220.

Name and mailing address of the |SA: Date of completion of Authorized Officer v
_— this opinion S
European Patent Office f 3 ; "'i
.0))) D-80298 Munich ;.eC?TAOS"Xm 0 Pérez-Mato, isabel H 0)) H
—— Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d %,
Fax: +49 89 2399 - 4465 Telephone No. +49 89 2393-2128 sy asss
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WRITTEN OPINION OF THE L " International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY - PCTAUS2007/017337

Box No.l Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
X - the international application in the language in which it was filed

0 atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the -
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. 00 This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With-regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
X asequence listing
0 table(s) related to the sequence listing

b. format of material:

. on paper

X in electronic form

c. time of filingfurnishing:
B4 contained in the international abplication as filed.
X filed together with the international application in electronic form.
{1 furnished subsequently to this Aufhority for the purposes of search.

4. K In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andlor table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 4 PCTUS2007/017337

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement :

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 20-25.67-80.86-88
: No: Claims 1-19.26-66.81-85,89-93
Inventive step (IS) Yes: Claims .
' No: Claims 1-93
Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-93
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. VIII_Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or.on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE Ny : International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING |
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/017337

Summary |

The present application relates to antibodies specific for IL-6 and uses of said antlbodles in
therapy of diseases mediated by this cytokine.

Reference is made to the following documents:

D1:

D2:

D3:
D4:
D5:

D6:

D7:
D8:

D9:

D10:

DE 39 39 706 C1 (CENTRE REGIONAL DE TRANSFUSION SANGUINE,
BESANCON, FR; BIOTEST PHARMA) 21 March 1991 (1991-03-21)

WIJDENES J ET AL: "Human recombinant dimeric il-6 binds to its receptor as
detected by anti-il-6 monoclonal antibodies” MOLECULAR IMMUNOLOGY,
ELMSFORD, NY, US, vol. 28, no. 11, 1 January 1991 (1991-01-01), pages 1183-
1192, XP002974189 ISSN: 0161-5890 '

EP-A-0 312 996 (KISHIMOTO TADAMITSU [JP]) 26 April 1989 (1989-04-26)
EP-A-0 399 429 (TORAY INDUSTRIES [JP]) 28 November 1990 (1990-11-28)
EP-A-0 410 813 (FUJIREBIO KK [JP]; KISHIMOTO TADAMITSU [JP]) 30 January
1991 (1991-01-30)

SHIMAMURA T ET AL: "ANALYSIS OF INTERLEUKIN 6 (IL- 6)/IL 6 RECEPTOR
SYSTEM USING MONOCLONAL ANTI-IL-6 ANTIBODIES" MOLECULAR
IMMUNOLOGY, ELMSFORD, NY, US, vol. 28, no. 11, 1 November 1991 (1991-11-
01), pages 1155-1161, XP000764448 ISSN: 0161-5890 ,

WO 2004/039826 A (CENTOCOR INC [US]) 13 May 2004 (2004-05-13)

EP-A-1 536 012 (JURIDICAL FOUNDATION [JP] CHEMO SERO THERAPEUT

'RES INST [JP)) 1 June 2005 (2005-06-01)

US-A-5 856 135 (TSUCHIYA MASAYUKI [JP] ET AL) 5 January 1999 (1999-01-05)
US 2005/196755 A1 (ZAUDERER MAURICE [US] ET AL) 8 September 2005 (2005-
09-08) cited in the application

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE - International abplication No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/017337

Re ltem V
Novelty, inventive step'and industrial applicability

1. The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because
the subject-matter of claims 1, 2, 7, 26, 54, 81, 82, 84 and 89-91 is not new in the
sense of Article 33(2) PCT. '

D1 and D2 disclose three mouse monoclonal antibodies (mAbs) specific IL-6,
capable of inhibiting IL-6-dependent cell proliferation (over 80%, tested in cell lines
B9 and U266). Also disclosed in D1 is the use of these antibodies in the treatment
of autoimmune diseases and cancer (including multiple myeloma). No CDR
sequences are provided.

D3 discloses five anti-IL-6 mAbs, and the use of these for treatment of rheumatoid
arthritis and cancer such as myeloma. The CDR sequences of these antibodies are
 not provided. : ’

D4 discloses an anti-IL-6 mAb which has a strong neutralizing activity against the
biological activity of IL-6. Also shown is the use of these antibodies in the treatment
of autoimmune diseases, such as rheumatoid arthritis, and tumors like myeloma.
No sequences are provided.

D5 discloses two anti-IL-6 mAbs which inhibit binding of IL-6 to its receptor, the
CDR sequences of these antibodies are not disclosed.

D6 discloses five mice mAbs against IL-6, capable of neutralizing its biological

activity, whose CDR sequences are not disclosed.

Since the sequences of some of the monoclonal antibodies in the prior art (the
above recited) are not known, it is not possible to determine whether they would fall
within the scope of claims 1, 2, 7, 26 and 54, in particular due to the multiple

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING ‘ :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/017337

possible amino acid substitutions and/or the 80% homology. Therefore, in the
absence of prior art sequence information, the subject-matter of claims 1, 2, 7, 26
and 54 is considered not novel (Article 33(2) PCT).

Since the antibodies of the above mentioned claims are not considered novel, the
corresponding claims directed to methods of treating inflammatory or autoimmune
diseases and cancer using said antibodies, along with claims directed to

- compositions comprising said antibodies for use in said treatments, i.e.: claims 81,
82, 84 and 89-91, cannot be considered novel in light of D1-D4.

2. The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because
the subject-matter of claims 1-93 does not involve an inventive step in the sense of
Article 33(3) PCT.

Regarding claims 1, 2, 7, 26 and 54, if the claimed subject-matter of these claims
were proven to be novel, they would still be considered as not involving an inventive
step, due to the following. D1 is regarded as being the closest prior art to the
subject-matter of the above recited claims, disclosing anti-IL-6 monoclonal
antibodies, which are capable of inhibiting cell proliferation to the same extent as
the claimed antibodies.

The subject-matter of claims 1, 2, 7, 26 and 54 therefore differs from this D1 in that
the antibodies of D1 may not comprise the specific CDR sequences of the above

claims. However, there does not seem to be any technical effect derived from said
difference.

The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as
the provision of further anti-IL-6 antibodies.

The solution proposed in claims 1, 2, 7, 26 and 54 of the present application cannot

be considered as involving an inventive step (Article 33(3) PCT) for the following
reasons. D7 discloses anti-IL-6 mAbs with pM affinities, nucleic acids encoding

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE : " International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING - :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) | PCT/US2007/017337

them, expression vectors and host cells used in methods to produce said antibodies
and use of the antibodies in therapeutics. Furthermore, D8 and D9 also disclose -
monoclonal antibodies specific for IL-6 as well as methods to obtain them. In view
of these teachings, the skilled person would apply these known methods to obtain
further antibodies specific for IL-6, without the exercise of inventive skill.

- The same reasoning applies, mutatis mutandis, to the subject—matter of the
corresponding independent claims 20-25, 67-69, 71, 73-80, 87 and 88, which
therefore are also considered not inventive.

3. Dependent claims 2-6, 8-19, 27-53, 55-66, 70, 72, 83, 85, 86, 92 and 93 do not
contain any features which, in combination with the features of any claim to which
they refer, meet the requirements of the PCT in respect of novelty and/or inventive
step, see documents D1-D10.and the corresponding passages cited in the search
report.

4. Claims 81-87 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. The patentability can be dependent
upon the formulation of the claims. The EPO, for example, does not recognise as
patentable claims to the use of a. compound in medical treatment, but may allow
claims to a product, in particular substances or compositions for use in a first or
further medical treatment.

. o Re Item VIII

The application does not meet the requirements of Article 5 and 6 PCT, because claims 1-19
are not clear or sufficiently disclosed.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) {Sheet 4) (EPO-April 2005)
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Claim 1 relates to an extremely large number of possible antibodies, obtained by all possible
combinations of 5 different VH-CDR1s, with 7 different VH-CDR2s, with 13 different VH-
CDR3s to form a VH, which is in turn combined with an VL obtained by all possible
combinations of 6 different VL_-CDR1s, with 6 different VL-CDR2s, with 11 different VL-
CDR3s. Moreover, combinations of all the above sequences having up to 5 amino acid
substitutions are also claimed. Support and disclosure in the sense of Article 6 and 5 PCT
is to be found however for only a limited number of the antibodies claimed, those described
in Examples 1 and 2. The. search has been limited to the antibodies which appear to be
supported and to the general concept of monoclonal antibodies specific for IL-6.

In order to carry out the invention over the whole breadth of the claims, the skilled person

“would have to first obtain the antibodies comprising all possible combinations of CDRs, and

second, carry out all possible mutations at all possible positions of said CDRs to obtain further
antibodies, without knowing beforehand whether the antibodies will bind IL-6 or not. Therefore,
the skilled person would be faced with undue burden of experimentation and as a
consequence, the application lacks disclosure in the sense of Article 5 PCT.

Additionally, claims 1-19 attempt to define antibodies in terms of the sequence of either their
heavy or their light chains. It is considered that said characterization is not sufficient, since an
antibody needs at least a VH and a VL domain for proper and specific antigen binding.
Furthermore, all three CDRs of each the VH and the VL need to be specified, since the
specification of one CDR sequence in the absence of the other CDRs is unlikely to provide
all the essential features of the antibody.

Finally, claim 1 relates to an antibody with a VH comprising a VH-CDR1 comprising in turn an

amino acid sequence selected from SEQ ID NO: 51-55 and an amino acid sequence identical

to SEQ ID NO: 51-55 except for 1-5 amino acid substitutions. It can be derived from this claim
that the claimed antibody comprises 2 VH-CDR1 and analogously, 2 VH-CDR2, 2 VH-CDR3,
2 VL-CDR1, 2 VL-CDR2 and 2 VL-CDR3. This antibody structure, however, cannot be found
in the description, and thus, it is unclear (Article 6 PCT) whether claim 1 was intended to refer
to a VH-CDR1 comprising SEQ 1D NO: 51-55 or mutants thereof (and similarly for the other

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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International application No.

PCT/US2007/017337

VH and VL CDRs), instead of "and mutants thereof".

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 6) (EPO-April 2005)
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BNSDOCID: <XS 200704010CK_I_.>

For all international applications filed on or after 01/01/2004 the competent
ISA will establish an ISR It is accompanied by the WO-1SA. Unlike the
former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-1SA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities,

Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-1SA the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of WIPO. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as
form PCT/ISA/220 and the corresponding Notes to form PCT/1SA/220.

In principle, the WO-ISA will be considered as the written opinion of the

IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand. for
international preliminary examination. If the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing -of the ISR/ WO-1SA or 22 months after priority
date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the |PEA as before, normaIIy at the same tlme as
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT).

If a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-1SA will be transformed
by the IPEA into an IPRP (International Preliminary Report on Patentability)
which would merely reflect the content. of the WO-ISA. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

After receipt of the ISR'WO-1SA the applicant may file informal comments
on the WO-ISA directly with the International Bureau of WIPO. These
will be communicated to the designated Offices together with the {PRP
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
priority date. Please also refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will
transform the WO-ISA or, if a demand was filed, the written opinion of the
IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possibie
informal comments to the designated Offices. The |PRP replaces the former
IPER (international preliminary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44b|s PCT, PCT Newsletter
12/2003, OJ 11/2003, CJ 12/2003
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ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-IL-6

Y USOS DE LOS MISMOS

RESUMEN - OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

-La presente invencién proporciona novedosos anticuerpos
monoclonales que se enlazan especificamente con IL-6. Los
anticuerpos de la invencién comprenden una regién de cadena
pesada variable (VH) a partir de cualquiera de las regiones VH
dadas a conocer en la presente, asi como I’as variantes de
aminoacidos de las mismas, y/o una region de cadena ligera variable
(VL) seleccionada a partir de cualquiera de las regiones VL dadas a
conocer en la presente, asi como las variantes de aminoacidos de
las mismas. La invencién también proporciona métodos para el
tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con |la

expresion y/o actividad de IL-6.

* * Kk % %
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ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-IL-6

Y USOS DE LOS MISMOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la Invencién

[0001] La presente invencién se refiere al campo de los
anticuerpos monoclonales, y a uso en el tratamiento de
enfermedades y trastornos. De una manera mas especifica, la
invencion se refiere a anticuerpos monoclonales que se enlazan
especificamente con la citoquina IL-6, y a los usos de los
anticuerpos para el tratamiento de las enfermedades y trastornos
asociados con la actividad o expresion de IL-6.

Técnica Relacionada

[0002] La interleucina-6 (IL-6) es una glicoproteina
secretada de 22 a 27 kDa, que exhibe actividades estimulantes del
crecimiento y pro-inflamatorias. La IL-6 también se conoce como
interferon-B2 (IFN-B2), proteina de 26 kDa inducible por IL-1, factor
estimulante de hepatocitos, factor de diferenciacion de células-T
citotoxicas, y factor estimulante de células-B (Trikha vy
colaboradores, Clin. Cancer Res. 9:4653-4665 (2003)). La IL-6 es
secretada por diferentes tipos de células. La IL-6 ejerce sus
actividades a través del enlace con un complejo de receptor de alta
afinidad que consiste en dos glicoproteinas de membrana: un
receptor componente de 80 kDa que se enlaza a IL-6 con una baja

afinidad (IL-6R), y un componente de transduccién de sefiales de 130
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kDa (gp130), que no se enlaza a la IL-6 por si mismo, pero que se
requiere para el enlace de alta afinidad de IL-6 con el complejo.
(Véase la Figura 11; BioCarta). El IL-6R se puede disociar mediante
una metaloproteinasa transmembrana para proporcionar el IL-6R

soluble.

[0003] Los niveles en sangre de [I-6 son elevados en
numerosas infecciones, enfermedades inflamatorias y autoinmunes, y
en el cancer, en asociacion con la mayor sintesis de otras citoquinas
estimulada por la infeccidén, el trauma, y la agresién inmunoldgica.
(Trikha y colaboradores, Clin. Cancer Res. 9:4653-4665 (2003)).

[0004] La IL-6 se ha implicado en diferentes enfermedades y
trastornos, tales como mieloma multiple (Rossi y colaboradores,
Bone Marrow Transplantation 36:771-779 (2005)), linfomas (Emilie y
colaboradores, Blood 84:2472-2479 (1994)), trastornos neurolégicos,
tales como neurodegeneracién, astrocitosis, y angiogénesis cerebral.
(Campbell y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. 90:10061-10065
(1993)), trastornos autoinmunes (tales como, por ejemplo artritis
reumatoide), enfermedades inflamatorias, enfermedad de Alzheimer,
infarto de miocardio, enfermedad de Paget, osteoporosis, tumores
sb6lidos, canceres prostatico y de vejiga (Trikha y colaboradores,
Clin. Cancer Res. 9:4653-4665 (2003)), choque séptico, trasplante,
infecciones agudas del sistema nervioso central, mixoma cardiaco
(Wijdenes y colaboradores, Mol. Immunol. 28:1183-1192 (1991)),
caquexia inducida por tumor (Cahlin y colaboradores, Cancer Res.

60:5488-5489 (2000)), y edema cerebral secundario a tumores del
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cerebro (Musselman y colaboradores, Am. J. Psychiatry 158:1252-
1257 (2001)).

[0005] En adicién, se ha demostrado que los anticuerpos
anti-IL-6 son efectivos en el tratamiento de varias enfermedades y
trastornos. Por ejemplo, se ha demostrado que los anticuerpos
monoclonales anti-IL-6 bloquean la proliferaciéon de las células de
mieloma tanto in vivo como in vitro. (Rossi y colaboradores, Bone
Marrow Transplantation 36:771-779 (2005)). Se encontré6 que la
administracion de anticuerpos anti-IL-6 a los pacientes de artritis
reumatoide crénica alivia los sintomas de la enfermedad (Wendling y
colaboradores, J. Rheumatol. 20:259-262 (1993)). También se ha
demostrado que los anticuerpos anti-IL-6 son efectivos en el
tratamiento del linfoma asociado con SIDA (Emilie y colaboradores,
Blood 84:2472-2479 (1994)), y del carcinoma metastasico de células
renales (Blay y colaboradores, Int. J. Cancer 72:424-430 (1997). Los
resultados clinicos que involucran la administraciéon de anticuerpos
anti-IL-6 para tratar otras diferentes enfermedades y trastornos se
resumen en Trikha y colaboradores, Clin. Cancer Res. 9:4653-4665
(2003).

[0006] Los anticuerpos anti-IL-6 se conocen en la técnica.
Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales anti-IL-6 humanos
reconfigurados (es decir, humanizados) derivados a partir de un
anticuerpo monoclonal de ratén (SK2) se estipulan en las Patentes
de los Estados Unidos de Norteamérica NGmeros 5,618,700 vy

5,856,135. Otros anticuerpos anti-IL-6 incluyen un anticuerpo
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conocido como CLB-6/8 (Brakenhoff y colaboradores, J. Immunol.
145:561-568 (1990)), y una forma quimérica del mismo, conocida
como cCLB8 (Van Zaanen y colaboradores, J. Clin. Invest. 98:1441-
1448 (1996)). Se ha utilizado clinicamente un anticuerpo monoclonal
(mAb) anti-IL6- de murino designado como B-E8, para tratar
diferentes enfermedades y trastornos asociados con IL-6. (Véanse,
por ejemplo, Bataille y colaboradores, Blood 86:685-691 (1995),
Rossi y colaboradores, Bone Marrow Transplantation 36:771-779
(2005), Haddad y colaboradores, Blood 15:1590-1597 (2001), y

Emilie y colaboradores, Blood 84:2472-2479 (1994)).

[0007] El uso de anticuerpos de murino, incluyendo Ilos
anticuerpos anti-IL-6 de murino, estad comprometido por problemas
tales como una selectividad variable para el antigeno objetivo, cortas
vidas medias en suero, y el desarrollo de anticuerpos humanos anti-
murino (HAMA). Estos problemas se reducen hasta algun grado
mediante el desarrollo de anticuerpos quiméricos (en donde las
regiones constantes de roedor son reemplazadas por sus
contrapartes humanas), o de anticuerpos humanizados/injertados con
CDR/reconfigurados (en donde solamente las CDRs son de origen no
humano). (Véase en general, Vaughan y colaboradores, Nat. Biotech.
16:535-539 (1998)). No obstante, un numero de limitaciones
practicas estan asociadas con los anticuerpos humanizados, tales
como: (1) el namero limitado de opciones para las rutas para una
construccién eficiente de anticuerpos monoclonales humanizados, (2)

la necesidad de un conocimiento detallado de la estructura o
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modelacion del anticuerpo, (3) la inmunogenicidad impredecible
debido a un compromiso entre la retencién de afinidad y los
aminoacidos extrafnos introducidos, y (4) las limitaciones en el
repertorio de anticuerpos para el animal en donde se origina el
anticuerpo monoclonal progenitor. (Vaughan y colaboradores, Nat.
Biotechnol. 16:535-539 (1998)). Estas Ilimitaciones se pueden
resolver mediante el uso de anticuerpos monoclonales humanos.
(Lonberg, Nat. Biotechnol. 23:1117-1125 (2005)).

[0008] Por consiguiente, existe una necesidad en la técnica
de anticuerpos monoclonales anti-IL-6 adicionales para aplicaciones
clinicas, incluyendo anticuerpos monoclonales anti-IL-6 humanos. La

presente invencidon resuelve esta necesidad existente en la técnica.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0009] La presente invencién proporciona novedosos
anticuerpos monoclonales que se enlazan especificamente con IL-6.
Los anticuerpos de la invencién comprenden una regién de cadena
pesada variable (VH) seleccionada a partir de cualquiera de las
regiones VH dadas a conocer en la presente, asi como las variantes
de aminoacidos de las mismas, y/o una regién de cadena ligera
variable (VL) seleccionada a partir de cualquiera de las regiones VL
dadas a conocer en la presente, asi como las variantes de
aminoacidos de las mismas.

[0010] En una realizacion de ejemplo de la invencién, se

obtuvieron multiples regiones VH y VL a partir de una biblioteca de
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genes de VH y VL humanos. Las cadenas pesadas de anticuerpo que
contenian las regiones VH humanas obtenidas de la biblioteca se
emparejaron con las cadenas ligeras de un anticuerpo monoclonal
anti-lL-6 de murino conocido (es decir, B-E8). De la misma manera,
las cadenas ligeras de anticuerpo que contenian las regiones VL
humanas obtenidas de la biblioteca, se emparejaron con las cadenas
pesadas de un anticuerpo monoclonal anti-IL-6 de murino conocido
(es decir, B-E8). Los anticuerpos resultantes se rastrearon para
determinar su capacidad para enlazarse especificamente con un
antigeno de IL-6. A partir de este proceso, se identificaron 18 VLs

humanas (representadas por las SEQ ID NOs:1 a 18), y siete VHs

humanas (representadas por las SEQ ID NOs:19 a 25).

[0011] Todas las VLs identificadas se emparejaron
cruzadamente con todas las VHs identificadas. Los anticuerpos
resultantes se probaron para determinar su afinidad de enlace con
IL-6 mediante ELISA, y para determinar su capacidad para bloquear
la proliferacion celular inducida por IL-6. A partir de este proceso, se
identificaron 33 emparejamientos de VH/VvL humanos que exhibieron

una afinidad de enlace sustancial y actividad de bloqueo.

[0012] Se introdujeron sustituciones de aminoacidos en
ciertas VHs y VLs humanas identificadas mediante el proceso
anteriormente descrito. Las VHs y VLs variantes se emparejaron con
las VLs y VHs humanas, respectivamente, y nuevamente se probaron
los anticuerpos resultantes para determinar su afinidad de enlace de

IL-6 y su actividad de bloqueo. A partir de estos experimentos, se
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identificaron varios anticuerpos con actividades de enlace y de
bloqueo comparables a aqueéellas del anticuerpo B-E8 de murino
original (o una quimera del mismo). Por consiguiente, la presente
invencién también incluye anticuerpos que comprenden cualquier
combinacion de las VHs y VLs variantes obtenidas mediante el
proceso ilustrado anteriormente, y descritas con detalle en los
ejemplos que se encuentran mas adelante.

[0013] La invencién también incluye moléculas de acidos
nucleicos que codifican cualquiera de las regiones VH y/o VL dadas
a conocer en la presente, y vectores y células hospederas que
comprenden a las moléculas de acidos nucleicos.

'[0014] En algunas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales novedosos de l|a presente invencién demuestran
especificidad de la especie, enlace con, o ayuda en la deteccién de,
la IL-6 humana. En algunas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales novedosos de la presente invencién se enlazan a, o
ayudan en la deteccidén de, la IL-6 humana y de mono, pero no la IL-6
de murino o de rata.

[0015] En algunas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales novedosos de la presente invencién inhiben Ila
proliferacion de células inducida por IL-6, tales como células de
mieloma de murino B9 (ECACC), o las células de mieloma humano
U266.

[0016] En algunas realizaciones, los anticuerpos

monoclonales novedosos de la presente invencién se enlazan a la IL-

KR
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6, pero no a otros miembros de la super-familia de IL-6.

[0017] En algunas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales novedosos de la presente invencidon se enlazan
especificamente a la |IL-6, inhibiendo el enlace de la IL-6 con su
receptor.

[0018] La invencién también incluye métodos para producir
un anticuerpo de la presente invencion, comprendiendo el método: (i)
cultivar una célula hospedera que exprese una o mas secuencias de
acidos nucleicos que codifiquen un anticuerpo de la presente
invencién, y (ii) recuperar el anticuerpo a partir del medio de cultivo.
[0019] La invencion también incluye composiciones
farmacéuticas que comprenden un anticuerpo de la presente
invencion. Se contempla que la composicion farmacéutica puede
comprender ademds un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un
adyuvante, o una combinaciéon de los mismos.

[0020] La invencién también incluye métodos para prevenir o
tratar enfermedades y/o trastornos asociados con la actividad o
expresion de IL-6, en donde los métodos comprenden administrar un
anticuerpo de la presente invencién a un paciente que lo necesite.
En wuna realizacion, los métodos comprenden administrar una
cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva de una
composicion farmacéutica que comprenda un anticuerpo de la
presente invencidén, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, a un
paciente que lo necesite. En algunas realizaciones, la enfermedad o

el trastorno incluye cualquier enfermedad o trastorno mediado por,
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asociado con, o causado por la acciéon de, la IL-6. En algunas
realizaciones, la enfermedad o el trastorno que se va a tratar se
selecciona a partir del grupo que consiste en una enfermedad o
trastorno autoinmune, una enfermedad o trastorno asociado con una
angiogenesis aberrante o inapropiada, cancer, osteoartritis, artritis
juvenil idiopatica, y condiciones fibréticas.

[0021] La invencion también incluye el uso de un anticuerpo
de la presente invencion para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por, asociado
con, o causado por la acciéon de, la IL-6. En una realizacién
particular, la invencién también se refiere al uso de un anticuerpo de
la presente invencion para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad o trastorno seleccionado a partir del
grupo que consiste en una enfermedad o trastorno autoinmune, una
enfermedad o trastorno asociado con una angiogénesis aberrante o
inapropiada, cancer, osteoartritis, artritis juvenil idiopatica, vy
condiciones fibréticas.

[0022] La invenciéon también incluye un anticuerpo de la
presente invencién para utilizarse en el tratamiento de una
enfermedad o trastorno mediado por, asociado con, o causado por la
accion de, la IL-6. En una realizacién particular, la invencidon también
se refiere al uso de un anticuerpo de la presente invencion para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad o trastorno seleccionado a partir del grupo que consiste

en una enfermedad o trastorno autoinmune, una enfermedad o
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trastorno asociado con una anGiogénesis aberrante o inapropiada,
cancer, osteoartritis, artritis juvenil idiopatica, y condiciones

fibroticas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0023] La Figura 1 muestra una alineacién de las regiones
VH humanas de ejemplo, representadas por las SEQ ID NOs:19 a 25,

que se pueden incluir dentro de los anticuerpos de la invencién.

[0024] La Figura 2 muestra los resultados de un ensayo de
inhibicién de enlace de IL-6, en donde se incub6 la IL-6
recombinante humana biotinilada con diferentes anticuerpos anti-IL-
6, seguido por la adicién de células U266 que llevaban el receptor de
IL-6. Se utilizdé el analisis de citometria de flujo para cuantificar el
porcentaje de inhibicibn de enlace de |IL-6 en diferentes
concentraciones de anticuerpo anti-1L-6.

[0025] La Figura 3 ilustra el proceso general empleado para
la seleccion por afinidad de los anticuerpos monoclonales a partir de
las bibliotecas generadas mediante mutagénesis dirigida al sitio.
[0026] La Figura 4 muestra los resultados de un ensayo de
inhibicion de enlace de |I[L-6, en donde se incub6é la IL-6
recombinante humana con diferentes anticuerpos anti-lL-6, seguido
por la adicién de células U266 que llevaban al receptor de IL-6.
Entonces se agregaron un anticuerpo anti-IL-6 de ratén purificado, y
un anticuerpo secundario policlonal de cabra anti-ratén conjugado

con APC. Se utiliz6 el analisis de citometria de flujo para cuantificar
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la actividad de bloqueo de IL-6 en diferentes concentraciones del
anticuerpo anti-1L-6.

[0027] Las Figuras 5A y 5B muestran los resultados de los
experimentos de especificidad de enlace, en donde se probaron un
anticuerpo monoclonal de control 88 (V-E8 quimérico) (Figura 5A), o
un anticue.rpo monoclonal humano con mejor afinidad candidato 1339
(Figura 5B), mediante ELISA, para determinar el enlace a un panel
de los miembros de la super-familia de IL-6.

[0028] Las Figuras 6A y 7A muestran los resultados de los
experimentos en donde se probaron los anticuerpos monoclonales
especificos de IL-6, para determinar su capacidad para inhibir la
interaccion entre IL-6 y el receptor de IL-6 expresado sobre las
células U266, como se analiz6 mediante citometria de flujo. Cada
columna representa un promedio de tres experimentos +/- desviacién
estandar. |

[0029] La Figura 6A muestra que la concentracién del
anticuerpo monoclonal fue de 0.5 microgramos/mililitro. Por cada
anticuerpo monoclonal, las cuatro columnas de izquierda a derecha
indican el porcentaje de inhibicion de enlace de IL-6 con el receptor
de |IL-6, en concentraciones de IL-6 de 100.0, 50.0, 25.0, y 12.5
nanogramos/-mililitro, respectivamente.

[0030] En la Figura 7A, la concentraciéon de IL-6 fue de 500
nanogramos/mililitro. Por cada anticuerpo monoclonal de la Figura
7A, las ocho columnas de izquierda a derecha indican el porcentaje

de inhibicion de enlace de IL-6 con el receptor de IL-6, en
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concentraciones del anticuerpo monoclonal de 5,000, 2,5000, 12,50,
625.0, 1566.3, 78.1, y 39.1 nanogramos/mililitro, respectivamente.

[0031] Las Figuras 6B y 7B muestran los resultados de los
experimentos representativos individuales a 100 nanogramos/mililitro
de IL-6, los cuales ilustran el efecto inhibidor de diferentes
anticuerpos monoclonales anti-IL-6, sobre la interacciéon entre IL-6 y
el receptor de |L-6, expresado sobre células U266, como se analizd
mediante citometria de flujo. Las lineas sdlidas oscuras representan
100 nanogramos/mililitro de IL-6 solamente, en ausencia del
anticuerpo monoclonal; las lineas solidas claras representan 100
nanogramos/mililitro de [L-6 en la presencia del anticuerpo
monoclonal; y las lineas punteadas representan el anticuerpo
monoclonal solo en ausencia de la IL-6. En la Figura 6B, la
concentracion del anticuerpo monoclonal, si estaba presente, fue de
0.5 microgramos/mililitro de anticuerpo monoclonal. En la Figura 7B,
la concentracion del anticuerpo monoclonal, si estaba presente, fue

de 0.3 microgramos/mililitro de anticuerpo monoclonal.

[0032] La Figura 8 es un diagrama resumido que muestra los
resultados de tres ensayos de inhibicion de enlace de IL-6

separados.

[0033] La Figura 9 es un mapa del vector de doble gen del
anticuerpo monoclonal 1339 (que expresa una cadena pesada que
contiene a la region variable de cadena pesada H15779, y una

cadena ligera que contiene a la region variable de cadena ligera

L298).
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[0034] La Figura 10 muestra los rendimientos de anticuerpo
monoclonal obtenidos con diferentes aislados de lineas celulares
basados en CHO, que expresaban el vector de doble gen de la

anticuerpo monoclonal 1339.

[0035] La Figura 11 es una representacién esquematica de
las sendas de senalizacion de |L-6 (disponibles en BioCarta).

[0036] La Figura 12 muestra los resultados de Ilos
experimentos en donde se probaron los anticuerpos monoclonales
especificos de IL-6, para determinar su capacidad para inhibir la
proliferacion de la linea celular de mieloma de murino B9 (ECACC)
dependiente de la IL-6. IgG1 Kappa y mB-Z1 son anticuerpos de
control del isotipo 1gG1 humano y de ratén, respectivamente. Para
cada anticuerpo monoclonal, las siete columnas de izquierda a
derecha indican el porcentaje de inhibicion de la proliferacién de
células B9 inducida por la IL-6 (10 picogramos/mililitro) en
concentraciones de anticuerpo monoclonal de 100, 10, 1, 0.1, 0.01,
0.001, y 0.0001 nanogramos/mililitro, respectivamente. Cada
columna representa un promedio de tres experimentos +/- desviacion
estandar.

[0037] La Figura 13 muestra los resultadoé de los
experimentos en donde se probaron los anticuerpos monoclonales
especificos de IL-6, para determinar su capacidad para inhibir la
proliferacion de la linea celular de mieloma humano U266
dependiente de I[L-6. Por cada anticuerpo monoclonal, las seis

columnas de izquierda a derecha indican el porcentaje de inhibicién
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de proliferacion de células U266 inducida por la I[L-6 (500
picogramos/mililitro), en concentraciones de anticuerpo monocional
de 1,000, 333, 111, 37, 12, vy 4 nanogramos/mililitro,
respectivamente. Cada columna representa un promedio de tres

experimentos +/- desviacion estandar.

[0038] Las Figuras 14 y 15 muestran los resultados de los
experimentos en donde se probaron los anticuerpos monoclonales
especificos de IL-6, para determinar su capacidad para detectar la:
IL-6 de murino (Figura 14), o la IL-6 de rata (Figura 15), mediante
ELISA. Los controles de anticuerpos policlonales (pAb) biotinilados
fueron anti-IL-6 humana, anti-IL-6 de ratén, anti-IL-6 de rata, y anti-
IL-2 humana. Para la muestra "0", no se agreg6 anticuerpo alguno.
Para cada muestra, las cuatro columnas de izquierda a derecha
indican la densidad o6ptica asociada con el enlace a 100
nanogramos/mililitro de IL-6 de murino o de rata, en concentraciones
de anticuerpo de 100, 50, 25, y 12.5 nanogramos/mililitro,
respectivamente. Cada columna representa un promedio de dos
experimentos +/- desviacién estandar.

[0039] La Figura 16 muestra los resultados de los
experimentos en donde se probaron los anticuerpos monoclonales
especificos de IL-6, para determinar su capacidad para detectar la
IL-6 intra-citopldsmica natural en monocitos humanos a partir de
células mononucleares de sangre periférica (PBMNC) activadas
durante 24 horas con lipopolisacarido. Las lineas mas gruesas

representan la deteccion de |[L-6 por parte del anticuerpo



e

10

15

20

25

16

monoclonal, a partir de los monocitos estimulados por
Iipopolisacéridb, mientras que las lineas mas delgadas representan
la ausencia de anticuefpo agregado.

[0040] Las Figuras 17 y 18 muestran los resultados de los
experimentos en donde se probaron los anticuerpos monoclonales
especificos de IL-6, para determinar su capacidad para detectar la
IL-6 de plasmav. Una muestra con "suero solamente", a la cual no se
agreg6 ningun anticuerpo monoclonal, sirvié como una referencia. La
reduccion en la sefal de densidad o6ptica en las muestras de
anticuerpo especifico de IL-6, en comparacién con la muestra de
"suero solamente”, indica la interacciéon de la IL-6 del suero con los
anticuerpos. Los anticuerpos se probaron a 5 microgramos/mililitro.
[0041] En la Figura 17, las cuatro columnas de izquierda a
derecha indican la densidad Optica asociada con la deteccion de la
IL-6 humana en suero humano, en diluciones en suero de 1, 1/2, 1/4,
y 1/8. Cada columna representa un promedio de dos experimentos
+/- desviacién estandar.

[0042] En la Figura 18, las cuatro columnas de izquierda a
derecha indican la densidad 6ptica asociada con la deteccién de la
IL-6 de mono, en el suero de mono Rhesus, en diluciones en suero

de 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, y 1/640.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0043] A menos que se definan de otra manera, todos los

términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen los
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significados comunmente entendidos por un experto ordinario en la

materia a la que pertenece esta invencion.

'ANTICUERPOS

[0044] La presente invencidon proporciona anticuerpos

monoclonales que se enlazan especificamente con la IL-6.

[0045] Como se utiliza en la presente, el término
"anticuerpo” incluye moléculas de inmunoglobulina que comprenden
cuatro cadenas de polipéptido, dos cadenas pesadas (H), y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces de disulfuro. Cada
cadena pesada estd comprendida de una regioén variable de cadena
pesada (abreviada en la presente como VH), y una regiéon constante
de cadena pesada. La region constante de cadena pesada esta
comprendida de tres dominios, CH1, CH2, y CH3. Cada cadena ligera
esta comprendida de una regiéon variable de cadena ligera (abreviada
en la presente como VL), y una regiéon constante de cadena ligera.
Las cadenas ligeras de los anticuerpos (inmunoglobulinas) de
cualquier especie de vertebrado, se pueden asignar a uno o dos
tipos claramente distintos, denominados como kappa (k) y lambda
(A), basandose en las secuencias de aminoacidos de sus dominios
constantes. Las regiones variables de las cadenas ligeras kappa son
referidas en la presente como VK. La expresiéon VL, como se utiliza
en la presente, pretende incluir ambas regiones variables de las
cadenas ligeras tipo kappa (VK) y de las cadenas ligeras tipo
lambda. La regidén constante de cadena ligera esta comprendida de

un dominio, CL. Las regiones VH y VL incluyen regiones de hiper-
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variabilidad, denominadas como regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), intercaladas con regiones que estan
mas conservadas, denominadas como regiones de estructura (FR).
Cada VH y VL se compone de tres CDRs y cuatro FRs, configuradas
desde el término amino hasta el término carboxilo en el siguiente
orden: FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4.

[0046] Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del
dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos se
pueden asignar a diferentes clases. Existen cinco clases mayores de
anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM, y varias de éstas se

pueden dividir adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo,

lgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA, e IgA2. Los dominios constantes de.

cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
anticuerpos se denominan como a, 6, €, vy, Y 4, respectivamente. Las
estructuras subunitarias y las configuraciones tridimensionales de
diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas. La
presente invencién incluye anticuerpos de cualquiera de las clases o

subclases (isotipos) anteriormente mencionadas.

[0047] El término "anticuerpo", como se utiliza en la
presente, también pretende abarcar los anticuerpos, fragmentos de
digestion, porciones especificadas, y variantes de Ids mismos,
incluyendo miméticos de anticuerpos, o que comprendan porciones
de anticuerpos que imiten la estructura y/o funcién de un anticuerpo
o un fragmento especificado o una porcién del mismo, incluyendo

anticuerpos de una sola cadena y fragmentos de los mismos; cada
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uno conteniendo cuando menos una regién determinante de
complementariedad. Los fragmentos funcionales incluyen Ilos
fragmentos de enlace de antigeno que se enlézan con un antigeno
de [L-6. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo capaces de
enlazarse con IL-6 o una porcion de la misma, incluyendo, pero no
limitandose a, los fragmentos Fab (por ejemplo, mediante digestion
con papaina), Facb (por ejemplo, mediante digestion con plasmina),
pFc' (por ejemplo, mediante digestién con pepsina o plasmina), Fd
(por ejemplo, mediante digestién con pepsina, reduccién parcial, y
reacumulacién), Fv 6 scFv (por ejemplo, mediante técnicas de
biologia molecular), estdan abarcados por la presente invencién.
Tambien se pretende que los fragmentos de anticuerpo incluyen, por
ejemplo, anticuerpos con dominio suprimido, diacuerpos, anticuerpos
lineales, moléculas de anticuerpo de una sola cadena, y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

[0048] El término "anticuerpo monoclonal®, como se utiliza
en la presente, se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una
poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, por ejemplo,
los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son
sustancialmente idénticos, excepto por las posibles mutaciones que
se presenten naturalmente, o por variaciones menores posteriores a
la traduccién que puedan estar presentes. Los anticuerpos
monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose contra un solo
sitio antigénico. Adicionalmente, en contraste con las preparaciones

de anticuerpos convencionales (policlonales), las cuales tipicamente



®e

10

15

25

20

incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes
determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige
contra un solo determinante sobre el antigeno. ElI modificador
"monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que se esta
obteniendo a partir de una poblaciéon sustancialmente homogénea de
anticuerpos, y no debe interpretarse para requerir la produccién del
anticuerpo mediante cualquier método particular. Los anticuerpos
monoclonales de la presente invencion de preferencia se hacen
mediante métodos de ADN recombinante, o se obtienen mediante
métodos de rastreo, como se describe en cualquier otra parte de la
presente.

[0049] El término "anticuerpos monoclonales”, como se
utiliza en la presente, incluye los anticuerpos "quiméricos"
(inmunoglobulinas), en donde una porciéon de la cadena pesada y/o
ligera es idéntica u homdloga a las secuencias correspondientes de
los anticuerpos derivados a partir de una especie particular, o
pertenecientes a una clase o subclase de anticuerpo particular,
mientras. que el resto de la cadena es idéntico u homélogo a las
secuencias correspondientes de los anticuerpos derivados a partir de
otra especie (por ejemplo, de ratdn o de rata), o pertenecientes a
otra clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de estos
anticuerpos, siempre que exhiban la actividad bioldégica deseada
(Morrison y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 81:6851-6855
(1984)). Los anticuerpos quiméricos de interés en la presente

incluyen los anticuerpos "primatizados", los cuales comprenden
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secuencias de enlace de antigeno de dominio variable derivadas a
partir de un primate no humano (por ejemplo, Mono del Viejo Mundo,
tal como Babuino, Rhesus, o mono Cinomolgo), y secuencias de
region constante humana (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Niumero 5,693,780).

[0050] Por consiguiente, la presente invencion incluye, por
ejemplo, anticuerpos monoclonales quiméricos que comprenden una
cadena pesada quimérica y/o una cadena ligera quimérica. La
cadena pesada quimérica puede comprender cualquiera de las
regiones variables de cadena pesada (VH) descritas en la presente,
o mutantes o variantes de las mismas fusionadas a una regién
constante de cadena pesada de un anticuerpo no humano. La cadena
ligera quimérica puede comprender cualquiera de las regiones
variables de cadena ligera (VL) descritas en la presente, o mutantes
o variantes de las mismas, fusionadas a una regién constante de
cadena ligera de un anticuerpo no humano.

[0051] El término "anticuerpo humano", como se utiliza en la
presente, incluye los anticuerpos que tienen las regiones variables y
constantes correspondientes a las secuencias de inmunoglobulina de
la linea germinal humana, como es descrito por Kabat vy
colaboradores (véase Kabat y colaboradores (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, Departamento de
Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, Publicaciéon de
NIH Ndamero 91-3242). Los anticuerpos humanos de la invencién

pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por las
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secuencias de  inmunoglobulina de la linea germinal humana (por
ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o
especifica del sitio in vitro, o mediante mutacién somatica in vivo),
por ejemplo, en las regiones determinantes de complementariedad, y
en particular en la CDR3. El anticuerpo humano puede tener cuando
menos una posicion reemplazada con un residuo de aminoacido, por
ejemplo un residuo de aminoacido mejorador de la actividad que no
sea codificado por la secuencia de inmunoglobulina de la linea
germinal humana. En el contexto de la presente invencion, el
anticuerpo humano puede tener hasta 20 posiciones reemplazadas
con residuos de aminoacidos que no sean parte de la secuencia de
inmunoglobulina de la linea germinal humana. En otras realizaciones,
se reemplazan hasta 10, hasta 5, hasta 3, o hasta 2 posiciones. Sin
embargo, el término "anticuerpo humano", como se utiliza en la
presente, no pretende incluir los anticuerpos en donde se hayan
injertado secuencias de regiones determinantes de
complementariedad derivadas a partir de la linea germinal de otra
especie de mamifero, tal como un ratén, sobre las secuencias de
estructura humanas.

[0052] La frase "anticuerpo humano recombinante" incluye
los anticuerpos humanos que se preparan, se expresan, se crean, O
se aislan por medios recombinantes, tales como los anticuerpos
expresados util‘izando un vector de expresién recombinante
transfectado en una célula hospedera, los anticuerpos aislados a

partir de una biblioteca de anticuerpos humanos de combinacién
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recombinante, los anticuerpos aislados a partir de un animal que sea
transgénico para los genes de inmunoglobulina humana, o los
anticuerpos preparados, expresados, creados, o aislados por
cualquier otro medio que involucre el empalme de las secuencias de
genes de inmunoglobulina humana a otras secuencias de ADN. Estos
anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables vy
constantes derivadas a partir de las secuencias de inmunoglobulina
de la linea germinal humana (véase Kabat, E. A., y colaboradores
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta
Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados
Unidos, Publicacién de NIH Numero 91-3242). De conformidad con la
presente invencién, los anticuerpos humanos recombinantes incluyen
la secuencia de inmunoglobulina de la linea germinal humana que se
ha sometido a mutagénesis in vitro (o, cuando se utiliza un animal
transgenico para las secuencias de Ig humanas, mutagénesis
somatica in vivo), y por lo tanto, las secuencias de aminoacidos de
las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son
secuencias que, aunque se derivan a partir de, y estan relacionadas
con, las secuencias de VH y VL de la linea germinal humana, pueden
no existir naturalmente dentro del repertorio de la linea germinal de
anticuerpos humanos in vivo. Sin embargo, en ciertas realizaciones,
estos anticuerpos recombinantes son el resultado del planteamiento
de mutagénesis selectiva o de retro-mutacién, o ambas.

[0053] Los anticuerpos de la presente invencién pueden ser

anticuerpos aislados. Un "anticuerpo aislado”, como se utiliza en la
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presente, incluye un anticuerpo que esta sustancialmente libre de
otros anticuerpos que tengan diferentes especificidades antigénicas.
Méas audn, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de

otro material celular y/o productos quimicos.

[0054] Los anticuerpos de la presente invencién de
preferencia se enlazan especificamente con un antigeno de IL-6.
Como se utiliza en la presente, "un antigeno de IL-6" pretende
incluir, por ejemplo, la proteina de IL-6 completa, o un fragmento de
la profeina de IL-6. E! término "antigeno de IL-6" pretende abarcar la
IL-6 que se presenté naturalmente (por ejemplo, la IL-6 purificada a
partir de una célula que exprese la IL-6 bajo condiciones normales),
asi como la IL-6 recombinante, y las variantes y los mutantes de la
misma. De preferencia, el antigeno de IL-6 es capaz de enlazarse
con el receptor de |IL-6.

[0055] Un anticuerpo de la presente invencion se enlaza
especificamente con un antigeno de IL-6, por ejemplo, si el
anticuerpo se enlaza con un antigeno de IL-6 y no muestra ningdn
enlaza significativo con moléculas que no sean de IL-6. En ciertas
realizaciones, un anticuerpo se enlaza especificamente con un
antigeno de IL-6 si se enlaza con un antigeno de IL-6 con una
afinidad que es cuando menos 1,000 veces, cuando menos 500
veces, cuando menos 200 veces, cuando menos 100 veces, cuando
menos 90 veces, cuando menos 80 veces, cuando menos 70 veces,
cuando menos 60 veces, cuando menos 50 veces, cuando menos 40

veces, cuando menos 30 veces, cuando menos 20 veces, cuando
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menos 10 veces, o cuando menos 2 veces mayor que la afinidad con

la cual se enlaza con un antigeno diferente de un antigeno de IL-6.

[0056] El que un anticuerpo de la invencién se enlace o no
especificamente con un antigeno de IL-6 se puede determinar, por
ejemplo, mediante un ensayo de enlace, tal como un ELISA,
empleando un panel de antigenos que incluyan un antigeno de IL-6,
asi como cuando menos otro antigeno que no sea de IL-6. Un
meétodo de ejemplo para evaluar la especificidad se estipula en el
Ejemplo 5 que se encuentra mas adelante. Aqui, se probdé un
anticuerpo anti-IL-6 humano de la invencién (mAb 1339) mediante
ELISA, para determinar su enlace con antigenos no relacionados,
tales como insulina humana, albiumina de suero humano,
hemoglobina humana, y albimina de suero bovino. Debido a que no
se observé enlace alguno con los antigenos que no eran de IL-6, se

consider6o que el mAb 1339 se enlaza especificamente con la IL-6.

[0057] En ciertas realizaciones, un anticuerpo de la presente
invencion se enlaza especificamente con IL-6, pero no con otros
miembros de la super-familia de IL-6. En ciertas realizaciones, un
anticuerpo de la invencion se enlaza especificamente con un
antigeno de IL-6 si se enlaza con un antigeno de IL-6 con una
afinidad que es cuando menos 1,000 veces, cuando menos 500
veces, cuando menos 200 veces, cuando menos 100 veces, cuando
menos 90 veces, cuando menos 80 veces, cuando menos 70 veces,
cuando menos 60 veces, cuando menos 50 veces, cuando menos 40

veces, cuando menos 30 veces, cuando menos 20 veces, cuando
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menos 10 veces, o cuando menos 2 veces mayor que la afinidad con
la cual se enlaza con un miembro de la super-familia de IL-6, tal
cdmo, por ejemplo, CNFT, oncostatina M, [L-11, 6 NNT-1. Por
ejemplo, se demostré mediante ELISA que el mAb 1339 se enlaza
con la IL-6, y mostré niveles insignificantes de enlace con CNFT,
oncostatina M, IL-11, 6 NNT-1. (Véanse el Ejemplo 5 y la Figura 5B).
Se puede utilizar este o un ensayo similar para evaluar si cualquier

anticuerpo se enlaza especificamente con un antigeno de IL-6.

[0058] En otras realizaciones, un anticuerpo de la invencion
se enlaza especificamente con un antigeno de IL-6 cuando la
constante de disociacién (Ky) es de aproximadamente 108M. En
ciertas realizaciones, se dice que el anticuerpo se enlaza
especificamente con un antigeno de IL-6 con una "alta afinidad",
cuando la Ky es de aproximadamente 5x10°°M, y con una "muy alta

afinidad" cuando la Ky es de aproximadamente 5x10'°M.

[0059] El que un anticuerpo se enlace o no especificamente
a un antigeno de IL-6 en el contexto de la presente invencién,
también se puede determinar mediante Un ensayo funcional. Por
ejemplo, se puede conducir un ensayo en donde las células que
expresan el receptor de IL-6 se incuban con la IL-6 en la presencia
de un anticuerpo de prueba. En un ensayo paralelo, las células que
expresan otro receptor se incuban con el ligando para el receptor, en
la presencia del anticuerpo de prueba. Si el anticuerpo muestra un
efecto inhibidor en el primer ensayo (el cual incluye IL-6 y células

que expresan al receptor de IL-6), pero no muestra un efecto
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inhibidor en el segundo ensayo (el cual incluye un ligando diferente,
y células que expresan el receptor para ese ligando), entonces se
puede concluir que el anticuerpo se enlaza especificamente con un
antigeno de IL-6. Los ensayos para determinar si un anticuerpo
inhibe o no los efectos biolégicos del enlace de IL-6 con un receptor
de IL-6 sobre las células, se discuten en cualquier otra parte de la
presente. Por ejemplo, el Ejemplo 5 muestra la capacidad de los
anticuerpos anti-IL-6 humana de la invenciéon para inhibir la

proliferacién de células de mieloma humano inducida por |L-6.

[0060] En algunas realizaciones, los anticuerpos de la
presente inver.wién inhiben la proliferacion de células inducida por
IL-6, tales como las células de mieloma de murino B9 (ECACC) o
humano U266. En algunas realizaciones, los anticuerpos de Ia
presente invencidén inhiben la proliferacion de células inducida por
IL-6, tales como de células de mieloma de murino B9 (ECACC), y
humano U266, en un nivel de inhibicién del 100 por ciento (es decir,
completa). En algunas realizaciones, los anticuerpos de la presente
invencion inhiben la proliferacion de células inducida por IL-6, tales
como las células de mieloma de murino B9 (ECACC) o humano U266,
en un nivel de inhibicion del 90 por ciento o mas. En algunas
realizaciones, los anticuerpos de la presente invenciéon inhiben la
proliferaciéon de células inducida por IL-6, tales com.o las células de
mieloma de murino B9 (ECACC) o humano U266, en un nivel de
inhibicion del 80 por ciento o mas. En algunas realizaciones, los

anticuerpos de la presente invencién inhiben la proliferacién de
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células inducida por IL-6, tales como las células de mieloma de
murino B9 (ECACC) o humano U266, en un nivel del 70 por ciento o
mas, del 60 por ciento o mas, del 50 por ciento o mas, del 40 por
ciento o mas, del 30 por ciento o mas, del 20 por ciento o mas, del
10 por ciento o mas, o del 5 por ciento o mas, o del 1 por ciento o
mas.

[0061] En algunas realizaciones, los anticuerpos de |la
presente invencién se enlazan especificamente con la |[L-6,
inhibiendo el enlace de la IL-6 con su receptor. En algunas
realizaciones, los anticuerpos de la presente invencién se enlazan
especificamente con la IL-6, inhibiendo el enlace de ia IL-6 con su
receptor, en un nivel de inhibicion del 100 por ciento (es decir,
completa). En algunas realizaciones, los anticuerpos de la presente
invencién se enlazan especificamente con la IL-6, inhibiendo el
enlace de la IL-6 con su receptor en un nivel de inhibicién del 90 por
ciento o mas. En algunas realizaciones, los anticuerpos de Ila
presente invencién se enlazan especificamente con Ila |[L-6,
inhibiendo el enlace de la IL-6 con su receptor en un nivel de
inhibicion del 80 por ciento o mas. En algunas realizaciones, los
anticuerpos de la presente invencién se enlazan especificamente con
la IL-6, inhibiendo el enlace de la IL-6 con su receptor en un nivel de
inhibicién del 70 por ciento o mas, del 60 por ciento o mas, del 50
por ciento o mas, del 40 por ciento o mas, del 30 por ciento o mas,
del 20 por ciento o mas, del 10 por ciento o mas, del 5 por ciento o

mas, o del 1 por ciento o mas.
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[0062] En algunas realizaciones, los anticuerpos de la
presente invencién demuestran especificidad de la especie,
enlazdndose a, o0 ayudando en la deteccion de, la IL-6 humana. En
algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales novedosos de la
presente invencion se enlazan a, o ayudan en la deteccion de, la IL-6

humana o de mono, pero no la IL-6 de murino o de rata.

[0063] Los anticuerpos humanos de la invencién se pueden
obtener mediante una variedad de métodos. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales humanos que se enlazan con la IL-6 se
pueden seleccionar, por ejemplo, mediante el rastreo de una o mas
bibliotecas de ADNc de las VL y VH humanas con la IL-6 o una
porcion de la misma, tal como mediante técnicas de exhibicion de
fagos. (McCafferty y colaboradores, Nature 348:552-554 (1990)). Los
anticuerpos humanos de la invencién también se pueden obtener a
partir de animales transgénicos, tales como, por ejemplo, ratones
transgénicos. (Jakobovits, Curr. Opin. Biotechnol. 6:561-566 (1995)).
La presente invencion incluye anticuerpos anti-IL-6 humana que se
obtienen mediante cualquier método conocido en la materia para la
elaboracion de anticuerpos humanos.

[0064] Los métodos de ejemplo que se pueden emplear para
generar los anticuerpos de la invencién se dan a conocer, por
ejemplo, en la Publicacién de la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero 2005/0196755, el contenido de la

cual se incorpora como referencia en su totalidad.

[0065] Por consiguiente, la presente invenciéon incluye
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anticuerpos monoclonales que comprenden una region variable de
cadena pesada humana (VH), en donde la VH humana, cuando se
empareja con una regién variable de cadena ligera (VL) de un
anticuerpo monoclonal anti-IL-6 no humano (tal como, por ejemplo,
B-E8), da como resultado un anticuerpo que se enlaza

especificamente con un antigeno de IL-6.

[0066] La presente invenciéon también incluye anticuerpos
monoclonales que comprenden una regién variable de cadena ligera
humana (VL), en donde la VL humana, cuando se empareja con una
region variable de cadena pesada (VH) de un anticuerpo monoclonal
anti-IL-6 no humano (tal como, por ejemplo, B-E8), da como
resultado un anticuerpo que se enlaza especificamente con un
antigeno de |L-6. En ciertas realizaciones, la VL humana es del
subtipo kappa (es decir, VK).

[0067] La presente invencion también incluye anticuerpos
monoclonales que comprenden una region variable de cadéna
pesada humana (VH), y una regién variable de cadena ligera humana
(VL), en donde la VH humana, cuando se empareja con una region
variable de cadena ligera (VL) de un anticuerpo monoclional anti-IL-6
no humano (tal como, por ejemplo, B-E8), da como resultado un
anticuerpo que se enlaza especificamente a un antigeno de IL-6, y
en donde la VL humana, cuando se empareja con una regioén variable
de cadena pesada (VH) de un anticuerpo monoclonal anti-IL-6 no
humano (tal como, por ejemplo, B-E8), da como resultado un

anticuerpo que se enlaza especificamente a un antigeno de IL-6.
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[0068] En ciertas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales de la invencidén comprenden unab region variable de
cadena pesada (VH) que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en H415 (SEQ ID
NO:19), H884 (SEQ ID NO:20), H1077 (SEQ ID NO:21), H1078 (SEQ
ID NO:22), H1079 (SEQ ID NO:23), H1081 (SEQ ID NO:24), H1089
(SEQ ID NO:25), H1511 (SEQ ID NO:26), H1420 (SEQ ID NO:27),
H1432 (SEQ ID NO:28), H1515 (SEQ ID NO:29), H1362 (SEQ ID
NO:30), H1437 (SEQ ID NO:31), H1461 (SEQ ID NO:32), H1519
(SEQ ID NO:38), H1520 (SEQ ID NO:39), H1521 (SEQ ID NO:40),
H1522 (SEQ ID NO:41), H1553 (SEQ ID NO:42), y H1579 (SEQ ID
NO:43), en donde los anticuerpos se enlazan especificamente con un
antigeno de IL-6.

[0069] En ciertas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales de la invencién comprenden una regién variable de
cadena ligera (VL o VK) que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en L112
(SEQ ID NO:1), L151 (SEQ ID NO:2), L158 (SEQ ID N.O:3), L159
(SEQ ID NO:4), L164 (SEQ ID NO:5), L165 (SEQ ID NO:6), L166
(SEQ ID NO:7), L167 (SEQ ID NO:8), L168 (SEQ ID NO:9), L169
(SEQ ID NO:10), L170 (SEQ ID NO:11), L171 (SEQ ID NO:12), L172
(SEQ ID NO:13), L173 (SEQ ID NO:14), L174 (SEQ ID NO:15), L175
(SEQ ID NO:16), L189 (SEQ ID NO:17), L198 (SEQ ID NO:18), L314
(SEQ ID NO:33), L305 (SEQ ID NO:34), L303 (SEQ ID NO:35), L298

(SEQ ID NO:36), y L321 (SEQ ID NO:37), en donde los anticuerpos
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se enlazan especificamente con un antigeno de IL-6.

[0070] Sera entendido por una persona de una experiencia
ordinaria en este campo, que "anticuerpos que comprenden una
region variable de cadena pesada (VH)" y "anticuerpos que
comprenden una region variable de cadena ligera (VL 6 VK)", como
se describen én el contexto de la presente invencidon, puede incluir
una o mas regiones adicionales (o "dominios") que se encuentren
normalmente en las moléculas de anticuerpo, tales como, por
ejemplo, una o mas regiones constantes de cadena pesada (por
ejemplo, CH1, CH2, y/o CH3), y/o una regién constante de cadena
ligera (CL).

[0071] Los anticuerpos de la invencién, en ciertas
realizaciones, pueden comprender una region variable de cadena
pesada (VH) que comprende una secuencia de aminoacidos que es
cuando menos el 40 por ciento, cuando menos el 45 por ciento,
cuando menos el 50 por ciento, cuando menos el 55 por ciento,
cuando menos el 60 por ciento, cuando menos el 65 por ciento,
cuando menos el 70 por ciento, cuando menos el 75 por ciento,
cuando menos el 80 por ciento, cuando menos el 81 por ciento,
cuando menos el 82 por ciento, cuando menos el 83 por ciento,
cuando menos el 84 por ciento, cuando menos el 85 por ciento,
cuando menos el 86 por ciento, cuando menos el 87 por ciento,
cuando menos el 88 por ciento, cuando menos el 89 por ciento,
cuando menos el 90 por ciento, cuando menos el 91 por ciento,

cuando menos el 92 por ciento, cuando menos el 93 por ciento,
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cuando menos el 94 por ciento, cuando menos el 95 por ciento,
cuando menos el 96 por ciento, cuando menos el 97 por ciento,
cuando menos el 98 por ciento, o cuando menos el 99 por ciento
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs:19 a 32 6 38 a 43, en donde

los anticuerpos se enlazan especificamente con un antigeno de IL-6.

[0072] Los anticuerpos de la invenciéon, en ciertas
realizaciones, pueden comprender una regién variable de cadena
ligera (VL 6 VK) que comprende una secuencia de aminoacidos que
es cuando menos el 40 por ciento, cuando menos el 45 por ciento,
cuando menos el 50 por ciento, cuando menos el 55 por ciento,
cuando menos el 60 por ciento, cuando menos el 65 por ciento,
cuando menos el 70 por ciento, cuando menos el 75 por ciento,
cuando menos el 80 por ciento, cuando menos el 81 por ciento,
cuando menos el 82 por ciento, cuando menos el 83 por ciento,
cuando menos el 84 por ciento, cuando menos el 85 por ciento,
cuando menos el 86 por ciento, cuando menos el 87 por ciento,
cuando menos el 88 por ciento, cuando menos el 89 por ciento,
cuando menos el 90 por ciento, cuando menos el 91 por ciento,
cuando menos el 92 por ciento, cuando menos el 93 por ciento,
cuando menos el 94 por ciento, cuando menos el 95 por ciento,
cuando menos el 96 por ciento, cuando menos el 97 por ciento,
cuando menos el 98 por ciento, o cuando menos el 99 por ciento
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs:1 a 18 6 33 a 37, en donde

los anticuerpos se enlazan especificamente con un antigeno de iL-6.

[0073] El término "idéntica" como se utiliza en la presente,
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se refiere a una relacién entre las secuencias de dos o mas
moléculas de polipéptido, determinada mediante la alineacion vy
comparacion de las secuencias. "Porcentaje de identidad" significa el
porcentaje de residu'os idénticos entre los aminoacidos en las
moléculas comparadas, y se calcula basandose en el tamafo de la
mas pequefia de las moléculas que se estan comparando. Para estos
calculos, se deben dirigir huecos en las alineaciones (en su caso)
mediante un modelo mateméatico particular o programa de
computacion (es decir, un "algoritmo"). Los métodos que se pueden
emplear para calcular la identidad de ]os polipéptidos alineados
incluyen aquéllos descritos en Computational Molecular Biology,
(Lesk, A. M., Editor), 1988, Nueva York: Oxford University Press;
Biocomputing Informatics and Genome Projects, (Smith, D. W.,
Editor), 1993, Nueva York: Academic Press; Computer Analysis of
Sequence Data, Parte |, (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., Editores),
1994, Nueva Jersey: Humana Press; von Heinje, G., 1987, Sequence
Analysis in Molecular Biology, Nueva York: Academic Press;
Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y Devereux, J., Editores),
1991, Nueva York: M. Stockton Press; y Carillo y colaboradores,

1988, SIAM J. Applied Math. 48:1073.

[0074] En el calculo del porcentaje de identidad, las
secuencias que se estan comparando se alinean de una manera que
dé el mayor acoplamiento entre las secuencias. El programa de
computacion utilizado para determinar el porcentaje de identidad

debe ser el paquete del programa GCG, el cual incluye GAP
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(Devereux y colaboradores, 1984, Nucl. Acid Res. 12:387; Genetics
Computer Group, University of Wisconsin, Madison, Wisc.). EI
algoritmo de computacién GAP se utiliza para alinear los dos
polipéptidos para los cuales se va a determinar el porcentaje de
identidad de secuencias. Las secuencias se alinean para un
acoplamiento oOptimo de sus aminoacidos respectivos (el "lapso
emparejado”, como sea determinado por el algoritmo). En conjunto
con el algoritmo, se utilizan una multa de abertura de hueco (que se
calcula como tres veces la diagonal promedio, en donde la "diagonal
promedio” es el promedio de la diagonal de la matriz de comparacioéon
que se esta utilizando; la "diagonal" es el puntaje o niumero asignado
a cada emparejamiento perfecto de aminoacidos por la matriz de
comparacion particular), y una multa de extensién de hueco (que
usualmente es 1/10 veces la multa de abertura de hueco), asi como
una matriz de comparacién, tal como PAM 250 6 BLOSUM 62. En

ciertas realizaciones, el algoritmo también utiliza una matriz de

.comparacion estandar (véase Dayhoff y colaboradores, 1978, Atlas

of Protein Sequence and Structure 5:345-352 para la matriz de
comparacion PAM 250; Henikoff y colaboradores, 1992, Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA 89: 10915-10919 para la matriz de comparacion
BLOSUM 62).

[0075] Los parametros recomendados para determinar el
porcentaje de identidad para los polipéptidos utilizando el programa
GAP son los siguientes:

Algoritmo: Needleman y colaboradores, 1970, J. Mol. Bijol.

o
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48:443-453;

Matriz de comparacion: BLOSUM 62 de Henikoff vy
colaboradores, 1992, supra;

vMuIta de hueco: 12 (pero sin multa por huecos de extremo);

Multa de longitud de hueco: 4;

Umbral de similitud: 0.
[0076] Ciertos esquemas de alineacion para alinear dos
secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado wun
emparejamiento de solamente una regién corta de las dos
secuencias, y esta pequefia region alineada puede tener una
identidad de secuencias muy alta, inclusive cuando no haya una
relacion significativa entre las dos secuencias de longitud completa.
De conformidad con lo anterior, se puede ajustar el método de
alineacién seleccionado (programa GAP) si asi se desea, para dar
como resultado una alineacion que se extienda por cuando menos 50
aminoacidos contiguos del polipéptido objetivo.
[0077] Se contemplan modificaciones de secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos anti-IL-6 descritos en la presente.
Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de enlace y/u
otras propiedades biolégicas de los anticuerpos anti-IL-6.
[0078] Las variantes de secuencias de aminoacidos de los

anticuerpos anti-iL-6 se pueden preparar mediante la introduccién de

los cambios de nucledtidos apropiados en un acido nucleico que.

codifique las cadenas pesada o ligera del anticuerpo, o mediante

sintesis de péptidos. Las modificaciones de ejemplo incluyen
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aquellas que alteren la secuencia de aminoacidos de una region
variable de la cadena pesada y/o ligera del anticuerpo. Se prefieren
en especial las modificaciones que alteren la secuencia de
aminoacidos de una o0 mas regiones determinantes de
complementariedad de una regién variable de una cadena pesada y/o
ligera de un anticuerpo de la invencién.

[0079] Las modificaciones de ejemplo incluyen, por ejemplo,
supresiones de, y/o inserciones en, y/o sustituciones de, los residuos
déntro de las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos anti-IL-
6. Se hace cualquier combinacién de supresidén, insercion, vy
sustituciéon para llegar a la construccion final, en el entendido de que
la construccion final posea las caracteristicas deseadas (por
ejemplo, la capacidad para formar parte de un anticuerpo que se
enlace especificamente a un antigeno de [L-6). Los cambios de
aminoacidos también pueden alterar los procesos posteriores a la
traduccion de los anticuerpos anti-IL-6, tales como cambiar el
numero o la posicion de los sitios de glicosilacién.

[0080] Un método de ejemplo para introducir cambios de
aminoacidos en las regiones VH y VL de los anticuerpos de la
invencion se ilustra en el Ejemplo 2 mas adelante. De acuerdo con
este meétodo, se introduce NNK en las posiciones especificas, por
ejemplo, dentro de una regiéon determinante de complementariedad
de una VH 6 VL, en donde N puede ser A, T, G, 6 C,yKes T o6 G.
Utilizando NNK, se pueden introducir los 20 aminoacidos y un coddn

de paro en cada posicion.
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[0081] Otro método util para la identificacién de ciertos
residuos o regiones de las regiones variables de cadena pesada y de
las regiones variables de cadena ligera del anticuerpo anti-IL-6 que
son localizaciones preferidas para la mutagénesis, se denomina
como "mutagénesis de exploracién de alanina", como es descrita por
Cunningham y Wells, Science 244:1081-1085 (1989). Aqui, se
identifica un residuo o un grupo de residuos objetivo (por ejemplo,
residuos cargados, tales como arg, asp, his, lys, y glu), y es
reemplazado por un aminoacido neutro o0 negativamente cargado
(mas preferiblemente, alanina o polialanina). Entonces se refinan las
localizaciones de aminoacidos que demuestren una sensibilidad
funcional a las sustituciones, mediante la introduccién de variantes
adicionales en, o para, los sitios de sustitucién. Por consiguiente,
aunque se determina previamente el sitio para introducir una
variacion de secuencia de aminoacidos, no se necesita determinar
previamente la naturaleza de la mutacién por si misma. Por ejemplo,
con el fin de analizar el desempefio de una mutacién en un sitio
dado, se conduce la exploracion de alanina o la mutagénesis
aleatoria en el codén o regién objetivo, y se rastrean las variantes de
VH y/o las variantes de VL para determinar la actividad deseada al
combinarse con una cadena ligera variable o con una cadena pesada
variable, respectivamente.

[0082] Las inserciones de secuencias de aminoacidos
incluyen fusiones amino- y/o carboxi-terminales, en el intervalo de

longitud desde un residuo hasta polipéptidos que contengan 100 o
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mas residuos, asi como inserciones intra-secuencia de un solo o

‘multiples residuos de aminoacidos. Los ejemplos de las inserciones

terminales incluyen una VH anti-IlL-6 o una VL anti-IL-6 con un
residuo de metionilo N-terminal, o una VH anti-IL-6 o una VL anti-IL-
6 fusionada a un péptido citotoxico.

[0083] Otro tipo de variante es una variante de sustitucién de
aminoacidos. Estas variantes tienen cuando menos un residuo de
aminoacido en la molécula de VH 6 VL reemplazado por un residuo
diferente. Los sitios de mayor interés para la mutagénesis de
sustitucion de las regiones VH y VL de los anticuerpos anti-IL-6 de la
invencion incluyen las regiones hiper-variables, pero también se

contemplan alteraciones en las regiones de estructura.

[0084] En Jla Tabla 1 se muestran su.stituciones
conservadoras bajo el encabezado de "sustituciones preferidas". Si
estas sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad
biolégica, entonces se pueden introducir mas cambios sustanciales,
denominados como "sustituciones de ejemplo" en la Tabla 1, o como
se describe mas adelante con referencia a las clases de

aminoacidos, y se rastrean los productos.
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Tabla 1
Residuo- Sustituciones
Sustituciones de Ejemplo

Original Preferidas
Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gln; asn lys
Asn (N) gln; his; asp; lys; arg gln
Asp (D) glu; asn; glu
Cys (C) ser; ala ser
Gin (Q) asn; glu asn
Giu (E) asp; gln asp
Gly (G) ala ala

His (H) asn, gln, lys, arg arg

e (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina leu
Leu (L) norleucina; ile; val; met; ala; phe ile

Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr tyr
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Residuo Sustituciones
Sustituciones de Ejemplo

Original Preferidas

Pro (P) ala ala

Ser (S) thr thr

Thr (T) ser ser

Tpr (W) tyr; phe tyr

Tyr (Y) trp; phe; thr; ser phe

Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucina leu

[0085] Se pueden llevar a cabo modificaciones sustanciales

en las propiedades biolégicas de los anticuerpos anti-IL-6 de la
invencion, mediante la seleccidén de sustituciones que difieran de una
manera significativa en su efecto sobre el mantenimiento de: (a) la
estructura base del polipéptido en el area de la sustitucién, por
ejemplo, como una conformacién de hoja o de hélice, (b) la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio objetivo, o (¢) el volumen de
la cadena lateral. Los residuos que se presentan naturalmente estan
divididos en grupos, basandose en las propiedades comunes de la
cadena lateral:

(1) hidrofébicos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidrofilicos neutros: cys, ser, thr;

(3) acidos: asp, glu;
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(4)  Dbasicos: asn, gln, his, lys, arg;

(56) residuos que tienen influencia sobre la orientacién de la
cadena: gly, pro; y

(6) aromaticos: trp, tyr, phe.
[0086] Las sustituciones no conservadoras implicaran el

intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.

[0087] Cualquier residuo de cisteina no involucrado en el
mantenimiento de la conformacién apropiada del anticuerpo anti-IL-6,
tambien puede ser sustituido, en general con serina, para mejorar la
estabilidad oxidativa de ia molécula, y prevenir una reticulaciéon
aberrante. Inversamente, se pueden agregar enlaces de cisteina al
anticuerpo anti-IL-6 para mejorar su estabilidad (en particular en
donde el anticuerpo anti-IL-6 sea un fragmento de anticuerpo, tal

como un fragmento Fv).

[0088] Un tipo particularmente preferido de variante de
sustitucion involucra la sustitucion de uno o mas residuos de la
region hiper-variable de un anticuerpo progenitor. En términos
generales, las variantes resultantes seleccionadas para un desarrollo
adicional tendran mejores propiedades biolégicas en relacién con el
anticuerpo progenitor a partir del cual se generan (por ejemplo,
mejor afinidad por un antigeno de IL-6). Un método de ejemplo para
generar estas variantes de sustitucién es la maduracién por afinidad
utilizando exhibicién de fagos. Brevemente, se mutan varios sitios de
la region hiper-variable (por ejemplo, de 6 a 7 sitios), para generar

todas las sustituciones de aminoacidos posibles en cada sitio. Las
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variantes de anticuerpo asi generadas se exhiben en una forma
monovalente a partir de las particulas de fagos filamentosas como
fusiones con el producto del gen Ill de M13 empacado dentro de
cada particula. Las variantes con los fagos exhibidos se rastrean
entonces para determinar su actividad bioldgica (por ejemplo, su
afinidad de enlace), como se da a conocer en la presente. Con el
objeto de identificar los sitios de la region hiper-variable candidatos
para la modificacion, se puede llevar a cabo una mutagénesis de
exploracion de alanina para identificar los residuos de la region
hiper-variable que contribuyan de una manera significativa al enlace
del antigeno. De una manera alternativa, o en adicién, puede ser
benéfico analizar una estructura de cristal del complejo de antigeno-
anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo
y el antigeno. Estos residuos de contacto y los residuos vecinos son
candidatos para las sustitucion de acuerdo con las técnicas
elaboradas en la presente. Una vez que se generan estas variantes,
el panel de variantes se somete a rastreo como se describe enla
presente, y se pueden seleccionar los anticuerpos con propiedades
superiores en uno o mas ensayos pertinentes para su desarrollo
adicional.

[0089] Otro tipo de variante de aminoacidos de Ilos
anticuerpos anti-IL-6 estipulados en la presente, altera el patron de
glicosilacién original de los anticuerpos anti-IL-6. Esta alteracién
incluye la supresion de una o mas fracciones de carbohidrato

encontradas en el anticuerpo anti-IL-6, y/o agregar uno o mas sitios
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de glicosilacion que no estén presentes en el anticuerpo anti-IL-6.
[0090] La glicosilacién de polipéptidos tipicamente es N-
enlazada u O-enlazadas. N-enlazada se refiere a la union de la
fraccibn de carbohidrato a la cadena lateral del residuo de
asparagina. Las secuencias de tripéptidos de asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, en donde X es cualquier aminoacido excepto
prolina, son las secuencias de reconocimiento para la unién
enzimatica de la fraccion de carbohidrato con la cadena lateral de
asparagina. Por consiguiente, la presencia de cualquiera de estas
secuencias de tripéptidos en un polipéptido crea un sitio de
glicosilacién potencial. La glicosilacioén O-enlazada se refiere a la
unién de uno de los azucares de N-acetil-galactosamina, galactosa, o
xilosa, a un hidroxi-aminoacido, mas comunmente serina o treonina,
aunque también se pueden utilizar 5-hidroxi-prolina o 5-hidroxi-lisina.
[0091] La adicion de sitios de glicosilacién a un anticuerpo
anti-lIL-6 se lleva a cabo convenientemente mediante la alteracién de
la secuencia de aminoéacidos, de tal manera que contenga una o mas
de las secuencias de tripéptido anteriormente descritas (para los
sitios de glicosilacién N-enlazados). La alteracién también se puede
hacer mediante la adicién de, o la sustitucion por, uno o mas
reéiduos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo anti-IL-6
original (para los sitios de glicosilaciéon O-enlazados).

[0092] Los dominios VH incluidos en los anticuerpos de la
invencion, en ciertas realizaciones, pueden comprender una

secuencia de aminoacidos que sea idéntica a cualquiera de las SEQ
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ID NOs:19 a 32 6 38 a 43, excepto por una sustitucién de 1 a 20
aminoacidos. Por ejemplo, la VH puede tener una secuencia de
aminoacidos que sea idéntica a las SEQ ID NOs:19 a 32 6 38 a 43,
excepto por una sustitucién de 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 6 20 aminoacidos. Las sustituciones pueden
estar en cualquier posicion dentro de la secuencia encontrada en las
SEQ ID NOs:19 a 32 6 38 a 43. En ciertas realizaciones, las
sustituciones estan dentro de una o mas regiones determinantes de
complementariedad del dominio de VH. Por ejemplo, las

sustituciones pueden estar dentro de las CDR1, CDR2, y/o CDR3.

[0093] De la misma manera, los dominios VL incluidos en los
anticuerpos de la invenciéon, en ciertas realizaciones, pueden
comprender una secuencia de aminoacidos que sea idéntica a
cualquiera de las SEQ ID NOs:1 a 18 6 33 a 37, excepto por la
sustitucion de 1 a 20 aminoacidos. Por ejemplo, la VL puede tener
una secuencia de aminoacidos que sea idéntica a las SEQ ID NOs:1
a 18 6 33 a 37, excepto por una sustitucion de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 6 20 aminoacidos. Las
sustituciones pueden estar en cualquier posicion dentro de la
secuencia encontrada en las SEQ ID NOs:1 a 18 6 33 a 37. En
ciertas realizaciones, las sustituciones estan dentro de una o mas
regiones determinantes de complementariedad del dominio VL. Por
ejemplo, las sustituciones pueden estar dentro de las CDR1, CDR2,

y/o CDR3.

[0094] Los anticuerpos anti-IL-6 de la presente invencion,
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que cdmprendan una region VH que difiera de las SEQ ID NOs:19 a
32 6 38 a 43 en uno o mas residuos de aminoacidos, y/o una region
VL que difiera de las SEQ ID NOs:1 a 18 6 33 a 37 en uno o mas
residuos de aminoacidos, de preferencia retendran la capacidad para
enlazarse especificamente con un antigeno de IL-6.

[0095] La presente invencion incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden un dominio VH, en donde VH comprende cualquiera

de las CDR1s estipuladas en la Tabla 2:

Tabla 2

Secuencias VH CDR1 de ejemplo

Secuencia VH CDR1 SEQ ID NO:
———————————————————————————
TSGMCVS ' 51
TSGVAVG 52
TSGVSVG 53
TSGVGVG 54
TSGVAVN 55
[0096] . La invencién incluye anticuerpos anti-IL-6 que

comprenden un dominio VH, en donde VH comprende una CDR1
variante que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a

cualquiera de las SEQ ID NOs:51 a 55, excepto que uno o mas (por
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ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 6 7) de los aminoacidos de las SEQ ID
NOs:51 a 55 es reemplazado con cualquier otro aminoacido. De una
manera preferible, los anticuerpos anti-IL-6 que comprendan una
CDR1 variante, se enlazaran espécificamente con un antigeno de IL-
6.

[0097] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden un dominio VH, en donde VH comprende cualquiera

de las CDR2s estipuladas en la Tabla 3.

Tabla 3

Secuencias VH CDR2 de ejemplo

Secuencia VH CDR2 SEQ ID NO:
——————————————————————————————
LIYWDDDKRYNPSLRS 56
LIFWDDDKHYSPSLKS 57
LVYWDDDRRYNPSLKN 58
LIYWDDDKRYSPSLKN 59
FIFWDDDKYYSPSLES 60
VIYWDDDRRYSPSLSS 61
LIYWDDDKRYSPSLET 97

[0098] La invencién incluye anticuerpos anti-IL-6 que

o
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comprenden un dominio VH, en donde VH comprende una CDR2
variante que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a
cualquiera de las SEQ ID NOs:56 a 61 6 97, excepto que uno o mas
(por ejemplo, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 6 16) de
los aminoacidos de las SEQ ID NOs:56 a 61 6 97, es reemplazado
con cualquier otro aminoacido. De una manera preferible, los
anticuerpos anti-IL-6 que comprendan una CDR2 variante, se
enlazaran especificamente con un antigeno de IL-6.

[0099] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden un dominio VH, en donde VH comprende cualquiera

de las CDR3s estipuladas en la Tabla 4:

Tabla 4

Secuencias VH CDR3 de ejemplo

Secuencia VH CDR3 SEQ ID NO:
SYDDYLYYALDY 62
FYDDYLYYALDY 63
SADDYLYYALDY 64
SGDDYLYYALDY 65
SYDDYLMYALDY 66
SYDDYLYYSLDY 67

L
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Secuencia VH CDR3 SEQ ID NO:
S —
SYDDYLYYAFDY 68
SYDDYLYYALDT 69
SADDYLYYSLDY 70

SADDYLYYAFDY 71
SADDYLYYSFDY 72
SADDYLYYSFDT 73
SHDDYLYYALDY 98
[00100] La invencién incluye anticuerpos anti-IL-6 que

comprenden un dominio VH, en donde VH comprende una CDRS3
variante que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a
cualquiera de las SEQ ID NOs:62 a 73 6 98, excepto que uno o mas
(por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 6 12) de los
aminoacidos de las SEQ ID NOs:62 a 73 6 98, es reemplazado con
cualquier otro aminoacido. De una manera preferible, los anticuerpos
anti-IL-6 que comprendan una CDR3 variante, se enlazaran
especificamente a un antigeno de IL-6.

[00101] En adicién, la presente invencion incluye anticuerpos
anti-IL-6 que comprenden un dominio VL, en donde VL comprende

cualquiera de las CDR1s estipuladas en la Tabla 5:
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Tabla 5

Secuencias VL CDR1 de ejemplo

Secuencia VL CDR1 SEQ ID NO:
I —————————————————————————
RASQTIDSSYLA 74
RASQDIDNFLA 75
RASQTISSYLN 76
RASQSISIYLN 77
RASQTISDFLN 78
WASQSINDYLN 79
[00102] La invencién incluye anticuerpos anti-IL-6 que

comprenden un dominio VL, en donde VL comprende una CDR1
variante que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a
cualquiera de las SEQ ID NOs:74 a 79, excepto que uno o mas (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 6 12) de los aminoacidos de
las SEQ ID NO:74 a 79, es reemplazado con cualquier otro
aminoacido. De una manera preferible, los anticuerpos anti-IL-6 que
comprendan una CDR1 variante, se enlazaran especificamente a un
antigeno de IL-6.

[00103] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6

que comprenden un dominio VL, en donde VL comprende cualquiera
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de las CDR2s estipuladas en la Tabla 6:

Tabla 6

Secuencias VL CDR2 de ejemplo

Secuencia VL CDR2 SEQ ID NO:

%

GASSRAT 80

KVSSLRS 81

AASSLES 82

ATSTLQS 83

ASSNLQS 84

AASNLQI 85

[00104] La invencién incluye anticuerpos anti-IL-6 que

comprenden un dominio VL, en donde VL comprende una CDR2
variante que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a
cualquiera de las SEQ ID NOs:80 a 85, excepto que uno o mas (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 6 7) de los aminoacidos de las SEQ ID
NOs:80 a 85, es reemplazado con cualquier otro aminoacido. De una
manera preferible, los anticuerpos anti-IL-6 que comprendan una
CDR2 variante, se enlazaran especificamente a un antigeno de IL-6.
[00105] La invencién también incluye anticuerpos anti-IL-6

que comprenden un dominio VL, en donde VL comprende cualquiera
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de las CDR3s estipuladas en la Tabla 7:

[00106]

comprenden

Tabla 7

Secuencias VL CDR3 de ejemplo

Secuencia de VL CDR3 | SEQ ID NO:
-
QQYAKSPIT | 86
QQTRRFPLT 87
QQANSFPLT 88
QQTYRNLFT 89
QQTYSTLGT 90
QNGHSFPLT 91
QSGHSFPLT 92
QHGHSFPLT 93
QLGHSFPLT 94
QNAHSFPLT 95
QNGWSFPLT 96

La invencion incluye anticuerpos anti-IL-6 que

un dominio VL, en donde VL comprende una CDR3

N
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variante que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a
cualquiera de las SEQ ID NOs:86 a 96, excepto que uno o mas (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8 6 9) de los aminoacidos de las SEQ ID
NOs:86 a 96, es reemplazado con cualquier otro aminoacido. De una
manera preferible, los anticuerpos anti-IL-6 que comprendan una

CDR3 variante, se enlazaran especificamente a un antigeno de IL-6.

[00107] Como se muestra en el Ejemplo 1, las regiones
variables de cadena pesada humanas de la primera generacidén (VHs)
identificadas mediante el rastreo de una biblioteca de VHs humanas,
comparten una identidad de secuencias significativa unas con otras.
Las identidades de secuencias de aminoacidos entre las VHs
humanas se muestran en la Tabla 10, y se ilustran en la Figura 1.
Por ejemplo, las CDR1s de las VHs humanas identificadas comparten
todas la secuencia de aminoacidos T-S-G-X;-X,-V-X; (SEQ ID
NO:99). Adicionalmente, las CDR2s de las VHs humanas
identificadas comparten todas la secuencia de aminoacidos X;-X,-X3-
W-D-D-D-X4-X5-Y-Xs-P-S-L-X7-Xg (SEQ ID NO:100).

[00108] Por consiguiente, la invenciéon incluye anticuerpos
monoclonales que comprenden una CDR1 de cadena pesada variable
(VH-CDR1) que tiene la secuencia de aminoacidos T-S-G-X-X5-V-X3
(SEQ ID NO:99), en donde X; X;, y Xz pueden ser cualquier
aminoacido. Por ejemplo, X, X,, y/o X; pueden ser isoleucina (I),
leucina (L), valina (V), fenil-alanina (P), metionina (M), cisteina (C),
alanina (A), glicina (G), prolina (P), treonina (T), serina (S), tirosina

(Y), triptéfano (W), glutamina (Q), asparagina (N), histidina (H),



o0

10

15

20

25

54

acido glutdmico (E), acido aspartico (D), lisina (K), o arginina (R). En
una realizacién de ejemplo, X4 es metionina (M) o valina (V). En otra
realizacién de ejemplo, X; es valina (V). En otra realizacién de
ejemplo, X, es cisteina (C), alanina (A), serina (S), o glicina (G). En
otra realizacién de ejemplo, X; es serina (S) o glicina (G). De una
manera preferible, los anticuerpos de la invencion que comprendan
una VH-CDR1 que tenga la secuencia de aminoacidos de T-S-G-X;-
X2-V-X3 (SEQ ID NO:99), se enlazan especificamente con un

antigeno de IL-6.

[00109] La invencion también incluye anticuerpos
monoclonales que comprenden una CDR2 de cadena pesada variable
(VH-CDR2), qué tiene la secuencia de aminoacidos X-X,-X3-W-D-D-
D-X4-X5-Y-Xg-P-S-L-X7;-Xg (SEQ ID NO:100), en donde X;, X,, X3, X,
Xs, Xg, X7 Yy Xg pueden ser cualquier aminoacido. Por ejemplo, X, X,,
Xs, X4, X5, Xg, X7 y/o Xg pueden ser isoleucina (1), leucina (L), valina
(V), fenil-alanina (P), metionina (M), cisteina (C), alanina (A), glicina
(G), prolina (P), treonina (T), serina (S), tirosina (Y), triptéfano (W),
glutamina (Q), asparagina (N), histidina (H), acido glutamico (E),
acido aspartico (D), lisina (K), o arginina (R). En una realizacién de
ejemplo, Xy es leucina (L), fenil-alanina (F) o valina (V). En otra
realizacion de ejemplo, X; es leucina (L). En otra realizacién de
ejemplo, X, es isoleucina (I) o valina (V). En otra realizacién de
ejemplo, X, es isoleucina (l). En otra realizacién de ejemplo, X; es
tirosina (Y) o fenil-alanina (F). En otra realizacién de ejemplo, X, es

lisina (K) o arginina (R). En otra realizacién de ejemplo, X5 es
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arginina (R), tirosina (Y), o histidina (H). En otra realizacion de
ejemplo, Xs es serina (S) o asparagina (N). En otra realizacion de
ejemplo, Xs es serina (S). En otra realizacion de ejemplo, X; es
arginina (R), lisina (K), acido glutamico (E) o serina (S). En otra
realizacién de ejemplo, X; es lisina (K). En otra realizacién de
ejemplo, Xz es serina (S) o asparagina (N). De una manera
preferible, los anticuerpos de la invencién que comprendan una VH-
CDR2 que tenga la secuencia de aminoacidos X;-X,-X3-W-D-D-D-X,-
Xs5-Y-Xg-P-S-L-X;-Xg (SEQ ID NO:100), se enlazan especificamente
con un antigeno de IL-6.

[00110] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden un dominio VL, en donde VI es idéntico a cualquiera
de las SEQ ID NOs:1 a 18 6 33 a 37, excepto que uno o mas de los
aminoacidos que no son de la region determinante de
complementariedad (por ejemplo, que son de la regién de estructura)
de las SEQ ID NOs:1 a 18 6 33 a 37, es reemplazado con cualquier
otro aminoacido. La invencién también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden un dominio VH, en donde VH es idéntico a
cualquiera de las SEQ ID NOs:19 a 32 6 38 a 43, excepto que uno o
mas de los aminoacidos que no son de la regiéon determinante de
complementariedad (por ejemplo, son de la region de estructura) de
las SEQ ID NOs:19 a 32 6 38 a 43, es reemplazado con cualquier
otro aminoacido. De una manera preferible, los anticuerpos anti-IL-6
que comprendan uno o mas cambios de aminoacidos en las regiones

de estructura de las secuencias de VH y/o VK, se enlazaran
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especificamente con un antigeno de IL-6.

[00111] La invencién incluye anticuerpos que comprenden
cualquier combinacién de:

(1) una regidén variable de cadena pesada (VH) estipulada en la
presente, o una VH que comprende una o mas regiones
determinantes de complementariedad estipuladas en la presente; y

(2) unaregibén variable de cadena ligera (VL) estipulada en la
presente, o wuna VL que comprende una o0 mas regiones
determinantes de complementariedad estipuladas en la presente.
[00112] Por ejemplo, la invenciéon incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H415 (SEQ ID NO:19) y L112 (SEQ ID
NO:1); H415 (SEQ ID NO:19) y L151 (SEQ ID NO:2); H415 (SEQ ID
NO:19) y L158 (SEQ ID NO:3); H415 (SEQ ID NO:19) y L159 (SEQ ID
NO:4); H415 (SEQ ID NO:19) y L164 (SEQ ID NO:5); H415 (SEQ ID
NO:19) y L165 (SEQ ID NO:6); H415 (SEQ ID NO:19) y L166 (SEQ ID
NO:7); H415 (SEQ ID NO:19) y L167 (SEQ ID NO:8); H415 (SEQ ID
NO:19) y L168 (SEQ ID NO:9); H415 (SEQ ID NO:19) y L169 (SEQ ID
NO:10); H415 (SEQ ID NO:19) y L170 (SEQ ID NO:11); H415 (SEQ
ID NO:19) y L171 (SEQ ID NO:12); H415 (SEQ ID NO:19) y L172
(SEQ ID NO:13); H415 (SEQ ID NO:19) y L173 (SEQ ID NO:14);
H415 (SEQ ID NO:19) y L174 (SEQ ID NO:15); H415 (SEQ ID NO:19)
y L175 (SEQ ID NO:16); H415 (SEQ ID NO:19) y L189 (SEQ ID
NO:17); H415 (SEQ ID NO:19) y L198 (SEQ ID NO:18); H415 (SEQ

ID NO:19) y L314 (SEQ ID NO:33); H415 (SEQ ID NO:19) y L305
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(SEQ ID NO:34); H415 (SEQ ID NO:19) y L303 (SEQ ID NO:35);
H415 (SEQ ID NO:19) y L298 (SEQ ID NO:36); 6 H415 (SEQ ID
NO:19) y L321 (SEQ ID NO:37).

[00113] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las sigufentes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H884 (SEQ ID NO:20) y L112 (SEQ ID
NO:1); H884 (SEQ ID NO:20) y L151 (SEQ ID NO:2); H884 (SEQ ID
NO:20) y L158 (SEQ ID NO:3); H884 (SEQ ID NO:20) y L159 (SEQ ID
NO:4); H884 (SEQ ID NO:20) y L164 (SEQ ID NO:5); H884 (SEQ ID
NO:20) y L165 (SEQ ID NO:6); H884 (SEQ ID NO:20) y L166 (SEQ ID
NO:7), H884 (SEQ ID NO:20) y L167 (SEQ ID NO:8); H884 (SEQ ID
NO:20) y L168 (SEQ ID NO:9); H884 (SEQ ID NO:20) y L169 (SEQ ID
NO:10); H884 (SEQ ID NO:20) y L170 (SEQ ID NO:11); H884 (SEQ
ID NO:20) y L171 (SEQ ID NO:12); H884 (SEQ ID NO:20) y L172
(SEQ ID NO:13); H884 (SEQ ID NO:20) y L173 (SEQ ID NO:14);
H884 (SEQ ID NO:20) y L174 (SEQ ID NO:15); H884 (SEQ ID NO:20)
y L175 (SEQ ID NO:16); H884 (SEQ ID NO:20) y L189 (SEQ ID
NO:17); H884 (SEQ ID NO:20) y L198 (SEQ ID NO:18); H884 (SEQ
ID NO:20) y L314 (SEQ ID NO:33); H884 (SEQ ID NO:20) y L305
(SEQ ID NO:34); H884 (SEQ ID NO:20) y L303 (SEQ ID NO:35);
H884 (SEQ ID NO:20) y L298 (SEQ ID NO:36); 6 H884 .(SEQ ID
NO:20) y L321 (SEQ ID NO:37).

[00114] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de

regiones VH y regiones VL: H1077 (SEQ ID NO:21) y L112 (SEQ ID

X2
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NO:1); H1077 (SEQ ID NO:21) y L151 (SEQ ID NO:2); H1077 (SEQ
ID NO:21) y L158 (SEQ ID NO:3); H1077 (SEQ ID NO:21) y L159
(SEQ ID NO:4); H1077 (SEQ ID NO:21) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1077 (SEQ ID NO:21) y L165 (SEQ ID NO:6); H1077 (SEQ ID
NO:21) y L166 (SEQ ID NO:7); H1077 (SEQ ID NO:21) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1077 (SEQ ID NO:21) y L168 (SEQ ID NO:9); H1077
(SEQ ID NO:21) y L169 (SEQ ID NO:10); H1077 (SEQ ID NO:21) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1077 (SEQ ID NO:21) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1077 (SEQ ID NO:21) y L172 (SEQ ID NO:13); H1077 (SEQ
ID NO:21) y L173 (SEQ ID NO:14); H1077 (SEQ ID NO:21) y L174
(SEQ ID NO:15); H1077 (SEQ D NO:21) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1077 (SEQ ID NO:21) y L189 (SEQ ID NO:17); H1077 (SEQ ID
NO:21) y L198 (SEQ ID NO:18); H1077 (SEQ ID NO:21) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1077 (SEQ ID NO:21) y L305 (SEQ ID NO:34); H1077
(SEQ ID NO:21) y L303 (SEQ ID NO:35); H1077 (SEQ ID NO:21) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1077 (SEQ ID NO:21) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00115] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1078 (SEQ ID NO:22) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1078 (SEQ ID NO:22) y L151 (SEQ ID NO:2); H1078 (SEQ
ID NO:22) y L158 (SEQ ID NO:3); H1078 (SEQ ID NO:22) y L159
(SEQ ID NO:4); H1078 (SEQ ID NO:22) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1078 (SEQ ID NO:22) y L165 (SEQ ID NO:6); H1078 (SEQ ID

NO:22) y L166 (SEQ ID NO:7); H1078 (SEQ ID NO:22) y L167 (SEQ

83
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ID NO:8); H10f8 (SEQ ID NO:22) y L168 (SEQ ID NO:9); H1078
(SEQ ID NO:22) y L169 (SEQ ID NO:10); H1078 (SEQ ID NO:22) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1078 (SEQ ID NO:22) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1078 (SEQ ID NO:22) y L172 (SEQ ID NO:13); H1078 (SEQ
ID NO:22) y L173 (SEQ ID NO:14); H1078 (SEQ ID NO:22) y L174
(SEQ ID NO:15); H1078 (SEQ ID NO:22) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1078 (SEQ ID NO:22) y L189 (SEQ ID NO:17); H1078 (SEQ ID
NO:22) y L198 (SEQ ID NO:18); H1078 (SEQ ID NO:22) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1078 (SEQ ID NO:22) y L305 (SEQ ID NO:34); H1078
(SEQ ID NO:22) y L303 (SEQ ID NO:35); H1078 (SEQ ID NO:22) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1078 (SEQ ID NO:22) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00116] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1079 (SEQ ID NO:23) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1079 (SEQ ID NO:23) y L151 (SEQ ID NO:2); H1079 (SEQ
ID NO:23) y L158 (SEQ ID NO:3); H1079 (SEQ ID NO:23) y L159
(SEQ ID NO:4); H1079 (SEQ ID NO:23) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1079 (SEQ ID NO:23) y L165 (SEQ ID NO:6); H1079 (SEQ ID
NO:23) y L166 (SEQ ID NO:7); H1079 (SEQ ID NO:23) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1079 (SEQ ID NO:23) y L168 (SEQ ID NO:9); H1079
(SEQ ID NO:23) y L169 (SEQ ID NO:10); H1079 (SEQ ID NO:23) vy
L170 (SEQ ID NO:11); H1079 (SEQ ID NO:23) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1079 (SEQ ID NO:23) y L172 (SEQ ID NO:13); H1079 (SEQ
ID NO:23) y L173 (SEQ ID NO:14); H1079 (SEQ ID NO:23) y L174

8
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(SEQ ID NO:15); H1079 (SEQ ID NO:23) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1079 (SEQ ID NO:23) y L189 (SEQ ID NO:17); H1079 (SEQ ID
NO:23) y L198 (SEQ ID NO:18); H1079 (SEQ ID NO:23) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1079 (SEQ ID NO:23) y L305 (SEQ ID NO:34); H1079
(SEQ ID NO:23) y L303 (SEQ ID NO:35); H1079 (SEQ ID NO:23) vy
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1079 (SEQ ID NO:23) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00117] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1081 (SEQ ID NO:24) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1081 (SEQ ID NO:24) y L151 (SEQ ID NO:2); H1081 (SEQ
ID NO:24) y L158 (SEQ ID NO:3); H1081 (SEQ ID NO:24) y L159
(SEQ ID NO:4); H1081 (SEQ ID NO:24) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1081 (SEQ ID NO:24) y L165 (SEQ ID NO:6); H1081 (SEQ ID
NO:24) y L166 (SEQ ID NO:7); H1081 (SEQ ID NO:24) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1081 (SEQ ID NO:24) y L168 (SEQ ID NO:9); H1081
(SEQ ID NO:24) y L169 (SEQ ID NO:10); H1081 (SEQ ID NO:24) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1081 (SEQ ID NO:24) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1081 (SEQ ID NO:24) y L172 (SEQ ID NO:13); H1081 (SEQ
ID NO:24) y L173 (SEQ ID NO:14); H1081 (SEQ ID NO:24) y L174
(SEQ ID NO:15); H1081 (SEQ ID NO:24) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1081 (SEQ ID NO:24) y L189 (SEQ ID NO:17); H1081 (SEQ ID
NO:24) y L198 (SEQ ID NO:18); H1081 (SEQ ID NO:24) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1081 (SEQ ID NO:24) y L305 (SEQ ID NO:34); H1081

(SEQ ID NO:24) y L303 (SEQ ID NO:35); H1081 (SEQ ID NO:24) y

Y
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L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1081 (SEQ ID NO:24) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00118] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1089 (SEQ ID NO:25) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1089 (SEQ ID NO:25) y L151 (SEQ ID NO:2); H1089 (SEQ
ID NO:25) y L158 (SEQ ID NO:3); H1089 (SEQ ID NO:25) y L159
(SEQ ID NO:4); H1089 (SEQ ID NO:25) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1089 (SEQ ID NO:25) y L165 (SEQ ID NO:6); H1089 (SEQ ID
NO:25) y L166 (SEQ ID NO:7); H1089 (SEQ ID NO:25) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1089 (SEQ ID NO:25) y L168 (SEQ ID NO:9); H1089
(SEQ ID NO:25) y L169 (SEQ ID NO:10); H1089 (SEQ ID NO:25) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1089 (SEQ ID NO:25) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1089 (SEQ ID NO:25) y L172 (SEQ ID NO:13); H1089 (SEQ
ID NO:25) y L173 (SEQ ID NO:14); H1089 (SEQ ID NO:25) y L174
(SEQ ID NO:15); H1089 (SEQ ID NO:25) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1089 (SEQ ID NO:25) y L189 (SEQ ID NO:17); H1089 (SEQ ID
NO:25) y L198 (SEQ ID NO:18); H1089 (SEQ ID NO:25) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1089 (SEQ ID NO:25) y L305 (SEQ ID NO:34); H1089
(SEQ ID NO:25) y L303 (SEQ ID NO:35); H1089 (SEQ ID NO:25) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1089 (SEQ ID NO:25) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00119] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de

regiones VH y regiones VL: H1511 (SEQ ID NO:26) y L112 (SEQ ID
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NO:1); H1511 (SEQ ID NO:26) y L151 (SEQ ID NO:2); H1511 (SEQ
ID NO:26) y L1568 (SEQ ID NO:3); H1511 (SEQ ID NO:26) y L159
(SEQ ID NO:4); H1511 (SEQ ID NO:26) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1511 (SEQ ID NO:26) y L165 (SEQ ID NO:6); H1511 (SEQ ID
NO:26) y L166 (SEQ ID NO:7); H1511 (SEQ ID NO:26) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1511 (SEQ ID NO:26) y L168 (SEQ ID NO:9); H1511
(SEQ ID NO:26) y L169 (SEQ ID NO:10); H1511 (SEQ ID NO:26) vy
L170 (SEQ ID NO:11); H1511 (SEQ ID NO:26) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1511 (SEQ ID NO:26) y L172 (SEQ ID NO:13); H1511 (SEQ
ID NO:26) y L173 (SEQ ID NO:14); H1511 (SEQ ID NO:26) y L174
(SEQ ID NO:15); H1511 (SEQ ID NO:26) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1511 (SEQ ID NO:26) y L189 (SEQ ID NO:17); H1511 (SEQ ID
NO:26) y L198 (SEQ ID NO:18); H1511 (SEQ ID NO:26) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1511 (SEQ ID NO:26) y L305 (SEQ ID NO:34); H1511
(SEQ ID NO:26) y L303 (SEQ ID NO:35); H1511 (SEQ ID NO:26) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1511 (SEQ ID NO:26) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00120] La invencién también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprend’en cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1420 (SEQ ID NO:27) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1420 (SEQ ID NO:27) y L151 (SEQ ID NO:2); H1420 (SEQ
ID NO:27) y L158 (SEQ ID NO:3); H1420 (SEQ ID NO:27) y L159
(SEQ ID NO:4); H1420 (SEQ ID NO:27) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1420 (SEQ ID NO:27) y L165 (SEQ ID NO:6); H1420 (SEQ ID

NO:27) y L166 (SEQ ID NO:7); H1420 (SEQ ID NO:27) y L167 (SEQ
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ID NO:8); H1420 (SEQ ID NO:27) y L168 (SEQ ID NO:9); H1420
(SEQ ID NO:27) y L169 (SEQ ID NO:10); H1420 (SEQ ID NO:27) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1420 (SEQ ID NO:27) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1420 (SEQ ID NO:27) y L172 (SEQ ID NO:13); H1420 (SEQ
ID NO:27) y L173 (SEQ ID NO:14); H1420 (SEQ ID NO:27) y L174
(SEQ ID NO:15); H1420 (SEQ ID NO:27) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1420 (SEQ ID NO:27) y L189 (SEQ ID NO:17); H1420 (SEQ ID
NO:27) y L198 (SEQ ID NO:18); H1420 (SEQ ID NO:27) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1420 (SEQ ID NO:27) y L305 (SEQ ID NO:34); H1420
(SEQ ID NO:27) y L303 (SEQ ID NO:35); H1420 (SEQ ID NO:27) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1420 (SEQ ID NO:27) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00121] La invencién también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1432 (SEQ ID NO:28) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1432 (SEQ ID NO:28) y L151 (SEQ ID NO:2); H1432 (SEQ
ID NO:28) y L158 (SEQ ID NO:3); H1432 (SEQ ID NO:28) y L159
(SEQ ID NO:4); H1432 (SEQ ID NO:28) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1432 (SEQ ID NO:28) y L165 (SEQ ID NO:6); H1432 (SEQ ID
NO:28) y L166 (SEQ ID NO:7); H1432 (SEQ ID NO:28) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1432 (SEQ ID NO:28) y L168 (SEQ ID NO:9); H1432
(SEQ ID NO:28) y L169 (SEQ ID NO:10); H1432 (SEQ ID NO:28) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1432 (SEQ ID NO:28) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1432 (SEQ ID NO:28) y L172 (SEQ ID NO:13); H1432 (SEQ

ID NO:28) y L173 (SEQ ID NO:14); H1432 (SEQ ID NO:28) y L174
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(SEQ ID NO:15); H1432 (SEQ ID NO:28) y L175 (SEQ ID NO:16),
H1432 (SEQ ID NO:28) y L189 (SEQ ID NO:17); H1432 (SEQ ID
NO:28) y L198 (SEQ ID NO:18); H1432 (SEQ ID NO:28) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1432 (SEQ ID NO:28) y L305 (SEQ ID NO:34); H1432
(SEQ ID NO:28) y L303 (SEQ ID NO:35); H1432 (SEQ ID NO:28) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1432 (SEQ ID NO:28) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00122] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6
due comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1515 (SEQ ID NO:29) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1515 (SEQ ID NO:29) y L151 (SEQ ID NO:2); H1515 (SEQ
ID NO:29) y L158 (SEQ ID NO:3); H1515 (SEQ ID NO:29) y L159
(SEQ ID NO:4); H1515 (SEQ ID NO:29) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1515 (SEQ ID NO:29) y L165 (SEQ ID NO:6); H1515 (SEQ ID
NO:29) y L166 (SEQ ID NO:7); H1515 (SEQ ID NO:29) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1515 (SEQ ID NO:29) y L168 (SEQ ID NO:9); H1515
(SEQ ID NO:29) y L169 (SEQ ID NO:10); H1515 (SEQ ID NO:29) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1515 (SEQ ID NO:29) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1515 (SEQ ID NO:29) y L172 (SEQ ID NO:13); H1515 (SEQ
ID NO:29) y L173 (SEQ ID NO:14); H1515 (SEQ ID NO:29) y L174
(SEQ ID NO:15); H1515 (SEQ ID NO:29) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1515 (SEQ ID NO:29) y L189 (SEQ ID NO:17); H1515 (SEQ ID
NO:29) y L198 (SEQ ID NO:18); H1515 (SEQ ID NO:29) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1515 (SEQ ID NO:29) y L305 (SEQ ID NO:34); H1515

(SEQ ID NO:29) y L303 (SEQ ID NO:35); H1515 (SEQ ID NO:29) y

84



10

15

20

25

65

L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1515 (SEQ ID NO:29) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00123] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1362 (SEQ ID NO:30) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1362 (SEQ ID NO:30) y L151 (SEQ ID NO:2); H1362 (SEQ
ID NO:30) y L158 (SEQ ID NO:3); H1362 (SEQ ID NO:30) y L159
(SEQ ID NO:4); H1362 (SEQ ID NO:30) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1362 (SEQ ID NO:30) y L165 (SEQ ID NO:6); H1362 (SEQ ID
NO:30) y L166 (SEQ ID NO:7); H1362 (SEQ ID NO:30) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1362 (SEQ ID NO:30) y L168 (SEQ ID NO:9); H1362
(SEQ ID NO:30) y L169 (SEQ ID NO:10); H1362 (SEQ ID NO:30) vy
L170 (SEQ ID NO:11); H1362 (SEQ ID NO:30) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1362 (SEQ ID NO:30) y L172 (SEQ ID NO:13); H1362 (SEQ
ID NO:30) y L173 (SEQ ID NO:14); H1362 (SEQ ID NO:30) y L174
(SEQ ID NO:15); H1362 (SEQ ID NO:30) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1362 (SEQ ID NO:30) y L189 (SEQ ID NO:17); H1362 (SEQ ID
NO:30) y L198 (SEQ ID NO:18); H1362 (SEQ ID NO:30) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1362 (SEQ ID NO:30) y L305 (SEQ ID N'O:34); H1362
(SEQ ID NO:30) y L303 (SEQ ID NO:35); H1362 (SEQ ID NO:30) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1362 (SEQ ID NO:30) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00124] La invencién también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de

regiones VH y regiones VL: H1437 (SEQ ID NO:31) y L112 (SEQ ID
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NO:1); H1437 (SEQ ID NO:31) y L151 (SEQ ID NO:2); H1437 (SEQ
ID NO:31) y L158 (SEQ ID NO:3); H1437 (SEQ ID NO:31) y L159
(SEQ ID NO:4); H1437 (SEQ ID NO:31) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1437 (SEQ ID NO:31) y L165 (SEQ ID NO:6); H1437 (SEQ ID
NO:31) y L166 (SEQ ID NO:7); H1437 (SEQ ID NO:31) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1437 (SEQ ID NO:31) y L168 (SEQ ID NO:9); H1437
(SEQ ID NO:31) y L169 (SEQ ID NO:10); H1437 (SEQ ID NO:31) vy

L170 (SEQ ID NO:11); H1437 (SEQ ID NO:31) y L171 (SEQ ID

' NO:12); H1437 (SEQ ID NO:31) y L172 (SEQ ID NO:13); H1437 (SEQ

ID NO:31) y L173 (SEQ ID NO:14); H1437 (SEQ ID NO:31) y L174
(SEQ ID NO:15); H1437 (SEQ ID NO:31) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1437 (SEQ ID NO:31) y L189 (SEQ ID NO:17); H1437 (SEQ ID
NO:31) y L198 (SEQ ID NO:18); H1437 (SEQ ID NO:31) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1437 (SEQ ID NO:31) y L305 (SEQ ID NO:34); H1437
(SEQ ID NO:31) y L303 (SEQ ID NO:35); H1437 (SEQ ID NO:31) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1437 (SEQ ID NO:31) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00125] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-iL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1461 (SEQ ID NO:32) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1461 (SEQ ID NO:32) y L151 (SEQ ID NO:2); H1461 (SEQ
ID NO:32) y L158 (SEQ ID NO:3); H1461 (SEQ ID NO:32) y L159
(SEQ ID NO:4); H1461 (SEQ ID NO:32) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1461 (SEQ ID NO:32) y L165 (SEQ ID NO:6); H1461 (SEQ ID

NO:32) y L166 (SEQ ID NO:7); H1461 (SEQ ID NO:32) y L167 (SEQ
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ID NO:8); H1461 (SEQ ID NO:32) y L168 (SEQ ID NO:9); H1461
(SEQ ID NO:32) y L169 (SEQ ID NO:10); H1461 (SEQ ID NO:32) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1461 (SEQ ID NO:32) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1461 (SEQ ID NO:32) y L172 (SEQ ID NO:13); H1461 (SEQ
ID NO:32) y L173 (SEQ ID NO:14); H1461 (SEQ ID NO:32) y L174
(SEQ ID NO:15); H1461 (SEQ ID NO:32) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1461 (SEQ ID NO:32) y L189 (SEQ ID NO:17); H1461 (SEQ ID
NO:32) y L198 (SEQ ID NO:18); H1461 (SEQ ID NO:32) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1461 (SEQ ID NO:32) y L305 (SEQ ID NO:34); H1461
(SEQ ID NO:32) y L303 (SEQ ID NO:35); H1461 (SEQ ID NO:32) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1461 (SEQ ID NO:32) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00126] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1519 (SEQ ID NO:38) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1519 (SEQ ID NO:38) y L151 (SEQ ID NO:2); H1519 (SEQ
ID NO:38) y L158 (SEQ ID NO:3); H1519 (SEQ ID NO:38) y L159
(SEQ ID NO:4); H1519 (SEQ ID NO:38) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1519 (SEQ ID NO:38) y L165 (SEQ ID NO:6); H1519 (SEQ ID
NO:38) y L166 (SEQ ID NO:7); H1519 (SEQ ID NO:38) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1519 (SEQ ID NO:38) y L168 (SEQ ID NO:9); H1519
(SEQ ID NO:38) y L169 (SEQ ID NO:10); H1519 (SEQ ID NO:38) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1519 (SEQ ID NO:38) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1519 (SEQ ID NO:38) y L172 (SEQ ID NO:13); H1519 (SEQ

ID NO:38) y L173 (SEQ ID NO:14); H1519 (SEQ ID NO:38) y L174
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(SEQ ID NO:15); H1519 (SEQ ID NO:38) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1519 (SEQ ID NO:38) y L189 (SEQ ID NO:17); H1519 (SEQ ID
NO:38) y L198 (SEQ ID NO:18); H1519 (SEQ ID NO:38) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1519 (SEQ ID NO:38) y L305 (SEQ ID NO:34); H1519
(SEQ ID NO:38) y L303 (SEQ ID NO:35); H1519 (SEQ ID NO:38) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1519 (SEQ ID NO:38) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00127] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1520 (SEQ ID NO:39) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1520 (SEQ ID NO:39) y L151 (SEQ ID NO:2); H1520 (SEQ
ID NO:39) y L158 (SEQ ID NO:3); H1520 (SEQ ID NO:39) y L159
(SEQ ID NO:4); H1520 (SEQ ID NO:39) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1520 (SEQ ID NO:39) y L165 (SEQ ID NO:6); H1520 (SEQ ID
NO:39) y L166 (SEQ ID NO:7); H1520 (SEQ ID NO:39) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1520 (SEQ ID NO:39) y L168 (SEQ ID NO:9); H1520
(SEQ ID NO:39) y L169 (SEQ ID NO:10); H1520 (SEQ ID NO:39) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1520 (SEQ ID NO:39) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1520 (SEQ ID NO:39) y L172 (SEQ ID NO:13); H1520 (SEQ
ID NO:39) y L173 (SEQ ID NO:14); H1520 (SEQ ID NO:39) y L174
(SEQ ID NO:15); H1520 (SEQ ID N6:39) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1520 (SEQ ID NO:39) y L189 (SEQ ID NO:17); H1520 (SEQ ID
NO:39) y L198 (SEQ ID NO:18); H1520 (SEQ ID NO:39) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1520 (SEQ ID NO:39) y L305 (SEQ ID NO:34); H1520

(SEQ ID NO:39) y L303 (SEQ ID NO:35); H1520 (SEQ ID NO:39) y
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L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1520 (SEQ ID NO:39) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00128] La invencion también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1521 (SEQ ID NO:40) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1521 (SEQ ID NO:40) y L151 (SEQ ID NO:2); H1521 (SEQ
ID NO:40) y L158 (SEQ ID NO:3); H1521 (SEQ ID NO:40) y L159
(SEQ ID NO:4); H1521 (SEQ ID NO:40) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1521 (SEQ ID NO:40) y L165 (SEQ ID NO:6); H1521 (SEQ ID
NO:40) y L166 (SEQ ID NO:7); H1521 (SEQ ID NO:40) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1521 (SEQ ID NO:40) y L168 (SEQ ID NO:9); H1521
(SEQ ID NO:40) y L169 (SEQ ID NO:10); H1521 (SEQ D NO:40) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1521 (SEQ ID NO:40) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1521 (SEQ ID NO:40) y L172 (SEQ ID NO:13); H1521 (SEQ
ID NO:40) y L173 (SEQ ID NO:14); H1521 (SEQ ID NO:40) y L174
(SEQ ID NO:15); H1521 (SEQ ID NO:40) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1521 (SEQ ID NO:40) y L189 (SEQ ID NO:17); H1521 (SEQ ID
NO:40) y L198 (SEQ ID NO:18); H1521 (SEQ ID NO:40) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1521 (SEQ ID NO:40) y L305 (SEQ ID NO:34); H1521
(SEQ ID NO:40) y L303 (SEQ ID NO:35); H1521 (SEQ ID NO:40) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1521 (SEQ ID NO:40) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00129] La invencion también incluye anticuerpos anti-iL-6
qgue comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de

regiones VH y regiones VL: H1522 (SEQ ID NO:41) y L112 (SEQ ID
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NO:1); H1522 (SEQ ID NO:41) y L151 (SEQ ID NO:2); H1522 (SEQ
ID NO:41) y L158 (SEQ ID NO:3); H1522 (SEQ ID NO:41) y L159
(SEQ ID NO:4); H1522 (SEQ ID NO:41) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1522 (SEQ ID NO:41) y L165 (SEQ ID NO:6); H1522 (SEQ ID
NO:41) y L166 (SEQ ID NO:7); H1522 (SEQ ID NO:41) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1522 (SEQ ID NO:41) y L168 (SEQ ID NO:9); H1522
(SEQ ID NO:41) y L169 (SEQ ID NO:10); H1522 (SEQ ID NO:41) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1522 (SEQ ID NO:41) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1522 (SEQ ID NO:41) y L172 (SEQ ID NO:13); H1522 (SEQ
ID NO:41) y L173 (SEQ ID NO:14); H1522 (SEQ ID NO:41) y L174
(SEQ ID NO:15); H1522 (SEQ ID NO:41) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1522 (SEQ ID NO:41) y L189 (SEQ ID NO:17); H1522 (SEQ ID
NO:41) y L198 (SEQ ID NO:18); H1522 (SEQ ID NO:41) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1522 (SEQ ID NO:41) y L305 (SEQ ID NO:34); H1522
(SEQ ID NO:41) y L303 (SEQ ID NO:35); H1522 (SEQ ID NO:41) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1522 (SEQ ID NO:41) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00130] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1553 (SEQ ID NO:42) y L112 (SEQ ID
NO:1); H15563 (SEQ ID NO:42) y L151 (SEQ ID NO:2); H1553 (SEQ
ID NO:42) y L158 (SEQ ID NO:3); H1553 (SEQ ID NO:42) y L159
(SEQ ID NO:4); H1553 (SEQ ID NO:42) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1553 (SEQ ID NO:42) y L165 (SEQ ID NO:6); H1553 (SEQ ID
NO:42) y L166 (SEQ ID NO:7); H1553 (SEQ ID NO:42) y L167 (SEQ

by
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ID NO:8); H1553 (SEQ ID NO:42) y L168 (SEQ ID NO:9); H1553
(SEQ ID NO:42) y L169 (SEQ ID NO:10); H1553 (SEQ ID NO:42) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1553 (SEQ ID NO:42) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1553 (SEQ ID NO:42) y L172 (SEQ ID NO:13); H1553 (SEQ
ID NO:42) y L173 (SEQ D NO:14); H1553 (SEQ ID NO:42) y L174
(SEQ ID NO:15); H1553 (SEQ ID NO:42) y L175 (SEQ ID NO:16);
H15653 (SEQ ID NO:42) y L189 (SEQ ID NO:17); H1553 (SEQ ID
NO:42) y L198 (SEQ ID NO:18); H1553 (SEQ ID NO:42) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1553 (SEQ ID NO:42) y L305 (SEQ ID NO:34); H1553
(SEQ ID NO:42) y L303 (SEQ ID NO:35); H1553 (SEQ ID NO:42) y
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1553 (SEQ ID NO:42) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00131] La invenciéon también incluye anticuerpos anti-IL-6
que comprenden cualquiera de las siguientes combinaciones de
regiones VH y regiones VL: H1579 (SEQ ID NO:43) y L112 (SEQ ID
NO:1); H1579 (SEQ ID NO:43) y L151 (SEQ ID NO:2); H1579 (SEQ
ID NO:43) y L158 (SEQ ID NO:3); H1579 (SEQ ID NO:43) y L159
(SEQ ID NO:4); H1579 (SEQ ID NO:43) y L164 (SEQ ID NO:5);
H1579 (SEQ ID NO:43) y L165 (SEQ ID NO:6); H1579 (SEQ ID
NO:43) y L166 (SEQ ID NO:7); H1579 (SEQ ID NO:43) y L167 (SEQ
ID NO:8); H1579 (SEQ ID NO:43) y L168 (SEQ ID NO:9); H1579
(SEQ ID NO:43) y L169 (SEQ ID NO:10); H1579 (SEQ ID NO:43) y
L170 (SEQ ID NO:11); H1579 (SEQ ID NO:43) y L171 (SEQ ID
NO:12); H1579 (SEQ ID NO:43) y L172 (SEQ ID NO:13); H1579 (SEQ

ID NO:43) y L173 (SEQ ID NO:14); H1579 (SEQ ID NO:43) y L174
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(SEQ ID NO:15); H1579 (SEQ ID NO:43) y L175 (SEQ ID NO:16);
H1579 (SEQ ID NO:43) y L189 (SEQ ID NO:17); H1579 (SEQ ID
NO:43) y L198 (SEQ ID NO:18); H1579 (SEQ ID NO:43) y L314 (SEQ
ID NO:33); H1579 (SEQ ID NO:43) y L305 (SEQ ID NO:34); H1579
(SEQ ID NO:43) y L303 (SEQ ID NO:35); H1579 (SEQ ID NO:43) vy
L298 (SEQ ID NO:36); 6 H1579 (SEQ ID NO:43) y L321 (SEQ ID
NO:37).

[00132] Como sera entendido por la persona de una

experiencia ordinaria en este campo, cualquiera de los anticuerpos

anteriormente mencionados que comprendan una combinacién de

una region VH y una regiéon VL, pueden incluir una o mas regiones (o
"dominios") adicionales que se encuentren normalmente en las
moléculas de anticuerpo, tales como’, por ejemplo, una 0 mas
regiones constantes de cadena pesada (por ejemplo, CH1, CH2, y/o
CH3), y/o una regiéon constante de cadena ligera (CL). De una
manera preferible, un anticuerpo que comprenda una combinacién de
una region VH y una regién VL, como se estipula en la presente, se
enlazara especificamente con un antigeno de IL-6.

MOLECULAS DE ACIDOS NUCLEICOS, VECTORES, Y CELULAS
[00133] La presente invencién incluye moléculas de acidos
nucleicos que codifican una cadena pesada de anticuerpo anti-IL-6
que comprende cualquiera de las regiones VH estipuladas en la
presente, incluyendo cualesquiera variantes de aminoacidos de las
regiones VH. La invencion también incluye moléculas de acidos

nucleicos que codifican una cadena ligera de anticuerpo anti-IL-6

P
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que comprende cualquiera de las regiones VL estipuladas en la
presente, incluyendo cualesquiera variantes de amin'oécidos de las
regiones VL. En ciertas .realizaciones, las moléculas de acidos
~nucleicos codifican una porcion de una cadena pesada de anticuerpo
anti-IL-6 o0 una porciéon de una cadena ligera de anticuerpo anti-IL-6.
Por ejemplo, la invencidon incluye moléculas de acidos nucleicos que
codifican un polipéptido que comprende una o mas regiones
determinantes de compleme'ntariedad de una VH anti-IL-6 estipulada
en la presente, incluyendo cualquiera de las regiones determinantes
de complementariedad representadas por las SEQ |ID NOs:51 a 73.
La invenciéon también incluye moléculas de acidos nucleicos que
codifican un polipéptido que comprende una o mas regiones
determinantes de complementariedad de una VL anti-IL-6 estipuléda
en la presente, incluyendo cualquiera de las regiones determinantes

de complementariedad representadas por las SEQ ID NOs:74 a 96.

[00134] La presente invencion también incluye moléculas de
acidos nucleicos que codifican cualquiera de las regiones VH
estipuladas en la presente, incluyendo cualquiera de las regiones VH
representadas por las SEQ ID NOs:19 a 32 y 38 a 43. La invencion
incluye moléculas de acidos nucleicos que codifican una regién VH
que tiene una secuencia de aminoacidos que es cuando menos el 40
por ciento, cuando menos el 45 por ciento, cuando menos el 50 por
ciento, cuando menos el 55 por ciento, cuando menos el 60 por
ciento, cuando menos el 65 por ciento, cuando menos el 70 por

ciento, cuando menos el 75 por ciento, cuando menos el 80 por
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a 43, en donde un anticuerpo que

comprenda la region VH se enlaza especificamente con IL-6.

[00135]

La presente invencién también incluye moléculas de

acidos nucleicos que codifican cualquiera de las regiones VL

estipuladas en la presente, incluyendo cualquiera de las regiones VL

representadas por las SEQ ID NOs:1 a 18 y 33 a 37. La invenciéon

incluye moléculas de acidos nucleicos que codifican una regiéon VL

que tiene una secuencia de aminoacidos que es cuando menos el 40

por ciento, cuando menos el

ciento, cuando
ciento, cuando
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ciento, cuando
ciento, cuando
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ciento, cuando menos el 87 por ciento, cuando menos el 88 por
ciento, cuando menos el 89 por ciento, cuando menos el 90 por
ciento, cuando menos el 91 por ciento, cuando menos el 92 por
ciento, cuando menos el 93 por ciento, cuando menos el 94 por
ciento, cuando menos el 95 por ciento, cuando menos el 96 por
ciento, cuando menos el 97 por ciento, cuando menos el 98 por
ciento, o cuando menos el 99 por ciento idéntica a cualquiera de las
SEQ ID NOs:1 a 18 y 33 a 37, en donde un anticuerpo que

comprende la region VL se enlaza especificamente con IL-6.

[00136] La invencion también incluye vectores de expresion
que comprenden cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos
descritas en la presente. Los vectores de ejemplo incluyen
plasmidos, fagémidos, césmidos, virus, y acidos nucleicos de fagos,
u otras moléculas de acidos nucleicos que sean capaces de
replicarse de una manera auténoma, o de replicarse en una célula
procaridtica o eucaridtica. En ciertas realizaciones, los vectores son
capaces de replicarse en una célula de mamifero. Los vectores de
expresion tipicos contienen terminadores de transcripciéon y de
traducciéon, secuencias de inicio, y promotores uatiles para la
regulacion de la expresion de las moléculas de acidos nucleicos de
la invenciéon. Los vectores también puedén comprender casetes de
expresion genética que contengan cuando menos una secuencia
terminadora independiente, secuencias que permitan la réplica del
vector tanto en eucariotes como en procariotes, es decir, vectores de

lanzamiento, y marcadores de seleccion para sistemas tanto
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procarioticos como eucariéticos. Los vectores de preferencia
contienen un marcador para proporcionar un rasgo fenotipico para la
seleccién de las células hospederas transformadas, tal como conferir

resistencia a antibiéticos, tales como a ampicilina o neomicina.

[00137] Las moléculas de acidos nucleicos de la invencion
pueden estar bajo el conirol de uno o mas promotores. Por ejemplo,
las moléculas de acidos nucleicos pueden estar bajo el control de un
promotor constitutivo o de un promotor inducible. Los promotores de
ejemplo incluyen los promotores derivados a partir del
citomegalovirus humano, el promotor de metalotioneina, el promotor
temprano de SV-40, el promotor tardio de SV-40, el promotor de
virus de tumor mamario de murino, el promotor de virus de sarcoma
de Rous, el promotor de polihedrina, u otros promotores que
muestren ser efectivos Dara su expresion en células eucariéticas.

[00138] La invencién también incluye células hospederas que
comprenden una molécula de acido nucleico o un vector de la
invencién. "Célula hospedera" significa una célula o poblaciéon de
células en donde se introduce una molécula de acido nucleico o un
vector de la invencién. Una célula hospedera de la presente
invenciéon es de preferencia una célula o linea celular eucaridtica,
preferiblemente una célula o linea celular de planta, animal,
vertebrado, mamifero, roedor, ratén, primate, o humana.I "Una
poblacion de células hospederas" significa un grupo de células

cultivadas en donde se puede introducir y expresar una molécula de

acido nucleico o un vector de la presente invencién. Se pretenden
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cualesquiera células hospederas que soporten la expresion a partir
de una molécula de acido nucleico o de un vector de la invencién.
Aunque se prefiere que una poblacién de células hospederas sea un
monocultivo, es decir, en donde cada célula de la poblacién sea del
5 mismo tipo de célula, también se contemplan los cultivos mixtos de
células. Las células hospederas de la presente invencién pueden ser
adherentes, es decir, células hospederas que crezcan unidas a un
sustrato so6lido, o de una manera alternativa, las células hospederas
pueden estar en suspension. Las células hospederas pueden ser
10 células derivadas a partir de tumores primarios, células derivadas a

partir de tumores metastasicos, células primarias, células que hayan

perdido la inhibicion de contacto, células primarias transformadas,
células primarias inmortalizadas, células que puedan sufrir
apoptosis, y lineas celulares derivadas a partir de las mismas.

15 [00139] La invencion también incluye métodos para producir
un anticuerpo de la presente invencion, comprendiendo el método: (i)
cultivar una célula hospedera que exprese una o mas secuencias de

acidos nucleicos que codifiquen un anticuerpo de la presente

2 invencién, y (ii) recuperar el anticuerpo a partir del medio de cultivo.
a 20 COMPOSICIONES FARMACEUTICAS
[00140] Los anticuerpos anti-IL-6 de la invencion se pueden

incorporar en composiciones farmacéuticas adecuadas para su
administracién a un sujeto. Tipicamente, la composicion farmacéutica

comprende un anticusrpo o porcién de anticuerpo de la invencién, y
25

un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza en la
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presente, "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera

y todos los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos y demoradores de

absorcion, y similares, que sean fisiologicamente compatibles. Los

5 ejemplos de los vehviculos farmacéuticamente aceptables incluyen

uno o mas de agua, suero, suero regulado con fosfato, dextrosa,

glicerol, etanol, y similares, asi como combinaciones de los mismos.

En muchos casos, seréa preferible incluir agentes isoténicos, por

ejemplo azucares, poli-alcoholes, tales como manitol, sorbitol, o

‘ 10 cloruro de sodio en la composicidén. Los vehiculos farmacéuticamente
. aceptables pueden comprender ademas cantidades menores de
sustancias auxiliares, tales como agentes humectanteé o]
emulsionantes, conservadores o reguladores del pH, que mejoren la

vida de anaquel o la efectividad del anticuerpo o de la porciéon de

15 anticuerpo.

[00141] Las composiciones farmacéuticas de esta invencién

pueden estar en una variedad de formas. Estas incluyen, por

ejemplo, las formas de dosificacion liquidas, semi-sélidas, y sélidas,

tales como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones inyectables

a 20 e infundibles), dispersiones o suspensiones, tabletas, pildoras,
polvos, liposomas y supositorios. La forma preferida depende del

modo de administracion pretendido y de la aplicacién terapéutica.

Las composiciones preferidas tipicas estan en la forma de soluciones

inyectables o infundibles, tales como composiciones similares a

25 aquéllas utilizadas para la inmunizaciéon pasiva de seres humanos
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con otros anticuerpos. ElI modo de administracién preferido es
parenteral (por ejemplo, intravenoso, subcutaneo, intraperitoneal,
intramuscular). En wuna realizacién preferida, el anticuerpo se
administra mediante infusién o inyecciéon intravenosa. En otra
5 realizacién preferida, el anticuerpo se administra mediante inyeccién

intramuscular o subcutanea.

[00142] Las composiciones terapéuticas tipicamente deben

ser estériles y estables bajo las condiciones de fabricacién vy
almacenamiento. La composiciobn se puede formular como una

\ 10 solucion, microemulsion, dispersiéon, liposoma, u otra estructura
ordenada adecuada para una alta concentracién de farmaco. Las

soluciones inyectables estériles se pueden preparar mediante la
incorporacion del compuesto activo (es decir, el anticuerpo o la

porcion de anticuerpo) en la cantidad requerida, en un solvente

15 apropiado, con uno o una combinacién de ingredientes enumerados
anteriormente, como se requiera, seguido por esterilizaciéon filtrada.

En términos generales, las dispersiones se preparan mediante la
incorporacién del compuesto activo en un vehiculo estéril que

contenga un medio de dispersién basico, y los otros ingredientes

? 20 requeridos a partir de aquéllos enumerados anteriormente. En el
caso de los polvos estériles para la preparaciéon de las soluciones

inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son

secado al vacio y secado por congelacién, que producen un polvo del

ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a

25 partir de una solucion previamente filtrada estéril del mismo. Se
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puede mantener la fluidez apropiada de una solucién, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamarfio de particulas requerido en el caso de la
dispersién, y mediante 2l uso de tensoactivos. Se puede provocar
5 una absorcién prolongada de las composiciones inyectables
incluyendo en la composicion un agente que demore la absorcion,
por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.
[00143] Los anticuerpos anti-IL-6 de la presente invencion se
pueden administrar mediante una variedad de métodos conocidos en

10 este campo, aunque, para muchas aplicaciones terapéuticas, la

via/el modo de administracién preferido es la inyeccién o infusiéon
intravenosa. Como sera apreciado por el experto, la via y/o el modo
de administraciéon variaran dependiendo de los resultados deseados.
En ciertas realizaciones, el compuesto activo se puede preparar con
15 un vehiculo que profeja al compuesto contra la liberacién rapida, tal
como una formuiacion de liberacién controlada, incluyendo
implantes, parches transdérmicos, y sistemas de suministro
microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biocompatibles y
biodegradables, tales como etileno-acetato de vinilo, poli-anhidridos,
} 20 poli-a4cido glicélico, colageno, poli-orto-ésteres, y poli-acido lactico.
Muchos métodos para la preparaciéon de estas formulaciones estan
patentadvos o son generalmente conocidos por los expertos en la
materia. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug

Delivery Systems, J. R. Robinson, Editor, Marcel Dekker, Inc., Nueva

25 York, 1978.
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[00144] En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-IL-6 de la
invencion se puede administrar oralmente, por ejemplo, con un
diluyente inerte o con un vehiculo comestible asimilable. EI
compuesto (u otros ingredientes, si se desea), también se puede
encerrar en una capsula de gelatina de cubierta dura o blanda, se
puede comprimir en tabletas, o se puede incorporar directamente en
la dieta del sujeto. Para la administracién terapéutica oral, los
compuestos se pueden incorporar con excipientes, y se pueden
utilizar en la forma de tabletas ingeribles, tabletas bucales,
trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, vy
similares. Para administrar un compuesto de la invencién mediante
una administracién diferente de la parenteral, puede ser necesario
recubrir el compuesto con, o co-administrar el compuesto con, un

material para prevenir su inactivacion.

[00145] También se pueden incorporar compuestos activos
complementarios en las composiciones. En ciertas realizaciones, un
anticuerpo o una porcién de anticuerpo de la invencion se cb-formula
y/lo se co-administra con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales. En alguhas realizaciones, el uno o mas agentes
terapéuticos adicionales son un agente o agentes para el tratamiento
de una enfermedad o condicién como se describe en la presente, en
particular una enfermedad o un trastorno como se describe en la
seccion titulada como "usos terapéuticos de anticuerpos anti-IL-6 de
la invencidén". Por ejemplo, un anticuerpo anti-IL-6 de la invencién se

puede co-formular y/o co-administrar con uno o mas anticuerpos
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adicionales que se enlacen con IL-6 u otros objetivos, por ejemplo
anticuerpos que se enlacen con el receptor de IL-6.

[00146] Como se utilizan en la presente, los términos "tratar"
y "tratamiento" se refieren al tratamiento terapéutico, incluyendo las
medidas profilacticas o preventivas, en donde el objeto es prevenir o
hacer mas lento (aminorar) un cambio fisiolégico indeseado asociado
con una enfermedad o con un trastorno. Los resultados clinicos
benéficos o deseados incluyen, pero no se limitan a, el alivio de los
sintomas, la disminucion de la extensién de la enfermedad o del
trastorno, la estabilizacién de una enfermedad o trastorno (es decir,
cuando no empeora la enfermedad o el trastorno), la demora o el
alentamiento del progreso de una enfermedad o trastorno, la
aminoracion o la paliacion de la enfermedad o trastorno, y la
remisién (ya sea parcial o total) de la enfermedad o del trastorno, ya
sea detectable o indetectable. "Tratamiento” también puede significar
prolongar la sobrevivencia, comparandose con la sobrevivencia
esperada si no se recibe el tratamiento. Los que necesitan
tratamiento incluyen aquéillos que ya tienen la enfermedad o el
trastorno, asi como aquéllos susceptibles a tener la enfermedad o el
trastorno, o aquéllos en los que se deba prevenir la enfermedad o el

trastorno.

[00147] Las composiciones farmacéuticas de la invencién
pueden incluir una "cantidad terapéuticamente efectiva" o una
"cantidad profildcticamente efectiva" de un anticuerpo anti-IL-6 de la

invencion. Una "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una
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cantidad efectiva, en las dosificaciones y durante los periodos de
tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado. Una
cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo puede variar de
acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, la
edad, el sexo, y el peso del individuo, y la capacidad del anticuerpo
o de la porcion del anticuerpo para provocar una respuesta deseada
en el individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva también es
una en donde cualesquiera efectos toxicos o perjudiciales del
anticuerpo o de la porcion de anticuerpo son sobrepasados por los
efectos terapéuticamente benéficos. Una "cantidad profilacticamente
efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, en las dosificaciones y
durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el reéultado
profilactico deseado. Tipicamente, debido a que se utiliza una dosis
profilactica en los sujetos antes o en una etapa mas temprana de la
enfermedad, la cantidad profilacticamente efectiva sera menor que la
cantidad terapéuticamente efectiva.

[00148] Los regimenes de dosificacién se pueden ajustar para
proporcionar la respuesta O6ptima deseada (por ejemplo, una

respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, se puede

* administrar un solo bolo, se pueden administrar varias dosis

divididas a través del tiempo, o la dosis se puede reducir o
incrementar proporcionalmente, como sea indicado por las
exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente conveniente
formular las composiciones parenterales en una forma unitaria de

dosificacién para mayor facilidad de administracion y uniformidad de
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la dosificacion. La forma unitaria de dosificacion, como se utiliza en
la presente, se refiere a unidades fisicamente separadas adecuadas
como dosificaciones unitarias para los sujetos mamiferos que se
vayan a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad previamente
determinada del compuesto activo, ca.lculada para producir el efecto
terapéutico deseado, en asociacién con el vehiculo farmacéutico
requerido. La especificacién para las formas unitarias de dosificacion
de la invencién es dictada por, y depende directamente de: (a) las
caracteristicas unicas del compuesto activo, y el efecto terapéutico o
profilactico particular que se vaya a lograr, y (b) las limitaciones
inherentes en la técnica de la composicion, tales como un compuesto
activo para el tratamiento de sensibilidad en los individuos.

[00149] Un intervalo de ejemplo no limitante para una
cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectivé de un
anticuerpo anti-IL-6 de la invencibn es de 0.1 a 20
miligramos/kilogramo, mas preferiblemente de 1 a 10
miligramos/kilogramo. Se debe observar que los valores de
dosificacion pueden variar con el tipo y la severidad de la condiciéon
que se vaya a aliviar. Ademas se debe entender que, para cualquier
sujeto particular, los regimenes de dosificacion especificos deben
ajustarse a través del tiempo de acuerdo con la necesidad individual
y el juicio profesional de la persona que administre o supervise la
administracion de las composiciones, y que los intervalos de
dosificacién estipulados en la presente son solamente de ejemplo, y

no pretenden limitar el alcance o la practica de la composicién
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reivindicada.
USOS TERAPEUTICOS DE LOS ANTICUERPOS ANTI-IL-6 DE LA

INVENCION.

[00150] Los anticuerpos de la presente invencién se pueden
utilizar para tratar cualquier enfermedad o trastornos mediado por,
asociado con, o causado por la accién de IL-6. Por ejemplo, los
anticuerpos de la invencién se pueden utilizar para tratar una

enfermedad o trastorno que resulte del enlace de IL-6 con un

receptor de IL-6. Los anticuerpos de la invencién se pueden utilizar

para tratar una enfermedad o trastorno causado por un evento de
sefalizacién intracelular que resulte, directa o indirectamente, del
enlace de IL-6 con un receptor de IL-6. Las sendas de sefializacién
de IL-6 intracelulares de ejemplo se ilustran en la Figura 11. Los
anticuerpos de la presente invencién se pueden utilizar para tratar
cualquier enfermedad o trastorno que sea causado por, o que esté
asociado con, la actividad de cualquiera de las moléculas ilustradas
en la Figura 11, cuyas actividades son influenciadas por el enlace de

IL-6 con un receptor de IL-6.

[00151] Por consiguiente, la presente invencion incluye
métodos para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado
por, asociado con, o causado por la accién de IL-6. Los métodos
comprenden administrar a un paciente que lo necesite, un anticuerpo
anti-IL-6 como se da a conocer en la presente. La expresiéon "un
anticuerpo anti-IL-6 como se da a conocer en la presente" pretende

significar cualquier anticuerpo anti-IL-6 que comprenda cualquiera de
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las regiones VH y/o de las regiones VL estipuladas en la presente,
asi como cualquier anticuerpo anti-IL-6 que comprenda una variante
de cualquiera de las regiones VH estipuladas en la presente, y/o una
variante de cualquiera de las regiones VL estipuladas en la presente.
Un "anticuerpo anti-IL-6 como se da a conocer en la presente”,
también pretende significar cualquier anticuerpo anti-IL-6 que
comprenda una o mas regiones determinantes de complementariedad
de VH (por ejemplo, CDR1, CDR2, y CDR3), y/o una o més regiones
determinantes de complementariedad de VL (por ejemplo, CDR1,
CDR2, y/o CDR3) dadas a conocer en la presente. De una manera
preferible, los anticuerpos se enlazan especificamente con un
antigeno de IL-6.

[00152] En algunas realizaciones, la enfermedad o el
trastorno que se va a tratar, se selecciona a partir del grupo que
consiste en una enfermedad o trastorno autoinmune, una enfermedad

o trastorno asociado con una angiogénesis aberrante o inapropiada,

cancer, osteoartritis, artritis juvenil idiopatica, y condiciones
fibréticas.
[00153] En una realizacién de ejemplo, la invencidn

proporciona un método para el tratamiento de una enfermedad o
trastorno autoinmune, en donde el método comprende administrar a
un paciente que lo necesite, un anticuerpb anti-IL-6 como se da a
conocer en la presente. Las enfermedades y trastornos autoinmunes
de'ejemplo que se pueden tratar con un anticuerpo anti-lIL-6 de la

invencioén incluyen, por ejemplo, rechazo de aloinjerto, enfermedad
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de tiroides autoinmune (por ejemplo, enfermedad de Graves, y
tiroiditis de Hashimoto), uveo-retinitis autoinmune, arteritis de
celulas gigantes, enfermedades inflamatorias del intestino
(incluyendo, por ejemplo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa,
enteritis regional, enteritis granulomatosa, ileitis distal, ileitis
regional, e ileitis terminal), diabetes mellitus dependiente de
insulina, esclerosis multiple, anemia perniciosa, soriasis, artritis,
artritis reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia, y lupus eritematoso
sistémico.

[00154] La invenciéon incluye métodos para el tratamiento de
las enfermedades y trastornos asociados con una angiogénesis
aberrante o inapropiada, en donde el método comprende administrar
a un paciente que lo necesite, un anticuerpo anti-IL-6 como se da a
conocer en la presente. Las enfermedades y trastornos de ejemplo
asociados con una angiogénesis aberrante o inapropiada que se
pueden tratar con un anticuerpo anti-IL-6 de la invencién incluyen,
por ejemplo, enfermedades cardiovasculares, tales como angioma,
angiofibroma, deformidad vascular, ateroesclerosis, sinequia vy
esclerosis edémica, y enfermedades oftalmologicas, tales como
neovascularizacion después de implante de coérnea, glaucoma
neovascular, retinopatia diabética, enfermedad de coOrnea
angiogénica, degeneraciéon macular, pterigio, degeneraciéon retinal,
fibroplasias retrolentales, y conjuntivitis granular. Las enfermedades
inflamatorias que estan asociadas con una angiogénesis inapropiada

que se pueden tratar con un anticuerpo anti-IL-6 de la invencién
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incluyen, por ejemplo, artritis, enfermedades dermatoldgicas tales
como soriasis, telangiectasis, granuloma piogénico, dermatitis
seborreica, Uulceras venosas, acné, rosacea, acné rosacea o
eritematosa), verrugas, eczema, hemangiomas, y linfangiogénesis.

[00155] La invencién incluye métodos para el tratamiento de
un cancer, en donde el método comprende administrar a un paciente
que lo necesite, un anticuerpo anti-IL-6 como se da a conocer en la
presente. Los canceres de ejemplo que se pueden tratar con un
anticuerpo anti-IL-6 de la invencidén incluyen, por ejemplo, canceres
que se presenten por anormalidades celulares inmunes, incluyendo
canceres mieloides, tales como mieloma multiple, y leucemia
mielégena (CML), asi como leucemia linfocitica (CLL y ALL), y
linfomas, en particular linfoma no de Hodgkin (NHL). Los anticuerpos
de la invencién también se pueden utilizar para tratar, por ejemplo,
carcinoma renal, cancer de mama, cancer de préstata, linfoma,
linfoma posterior a trasplante, y enfermedad linfoproliferativa
posterior a trasplante (también denominada como trastorno

linfoproliferativo posterior a trasplante).

[00156] Las condiciones adicionales que se pueden tratar con
los anticuerpos anti-IL-6 de la invencién incluyen, por ejemplo,
osteoartritis, artritis juvenil idiopatica, artritis reumatoide, y
condiciones fibréticas (tales como cicatrizacion interna y externa de
6érganos).

[00157] La invencion también incluye el uso de un anticuerpo

de la presente invencion para la fabricacidén de un medicamento para
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el tratamiento de una enfermedad o trastorno como se describe en la
presente.
[00158] Como sera facilmente evidente para un experto
ordinario en |la técnica pertinente, otras modificaciones vy
adaptaciones adecuadas a las composiciones, a los métodos, y a las
aplicaciones descritas en la presente, son obvias y se pueden hacer
sin apartarse del alcance de la invencidn o de cualquier realizacién
de la misma. Habiendo ahora descrito la presente invencién con
detalle, la misma sera mas claramente entendida haciendo referencia
a los siguientes Ejemplos, los cuales se incluyen a la presente para
propositos de ilustracién solamente, y no pretenden ser limitantes de
fa invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

PRIMERA GENERACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

HUMANOS QUE SE ENLAZAN ESPECIFICAMENTE CON IL-6

[00159] El propoésito de este Ejemplo fue hacer anticuerpos
monoclonales anti-IL-6 humanos, empezando a partir del anticuerpo
de IL-6 de murino conocido como B-E8 (también conocido como
Elsilimomab).

[00160] Se llevé a cabo un proceso de rastreo utilizando una
plataforma de seleccion de anticuerpo basada en virus de vacuna
con el objeto de identificar las regiones VH y VK humanas que, al
emparejarse con las regiones VK o VH del anticuerpo B-E8 de

murino, formaran anticuerpos que se enlazaran especificamente con

0y



o0

10

15

20

25

90

IL-6. Entonces se utilizaron las VH y VK humanas seleccionadas
para seleccionar las VK y VH humanas, respectivamente, que se
enlazaran especificamente con la IL-6. Los detalles de la plataforma
de rastreo basada en virus de vacuna se dan a conocer, por ejemplo,
en la Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 2005/0196755. A partir de este proceso de
rastreo, utilizando B-E8 de murino o bien VH humana, se
identificaron 18 genes de VK humana diferentes. Se determinaron las
secuencias de acidos nucleicos de los genes VK humanos
identificados, y sus secuencias de aminoacidos correspondientes.
Las secuencias de aminoacidos de los genes VK humanos
identificados se estipulan en la siguiente Tabla 8:
Tabla 8
Secuencias de aminoécidos{de las regiones VK humanas

identificadas

SEQ
VK Secuencia de Aminoacidos ID
NO:

DIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQSISDYLHWYQQKSHESPR

L112 | LLIKSVSQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYCQNG 1

HSFPLTFGAGTKLELK

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTIDSSYLAWYQQKPGQAP

L151 | RLLVYGASSRATGIPDRFSDSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ 2

YAKSPITFGQGTKLE

Y
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VK

Secuencia de Aminoacidos

SEQ
ID
NO:

L158

DVVMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQDIDNFLAWYQQKPGKAPN

LLIYKVSSLRSGVPSRFSGSRSGTDFTLTITSLQPEDFATYFCQQTR

RFPLTFGPGTKLE

L159

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQTISSYLNWYQQKPGKPPKL

LIYAASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDLATYYCQQAN

SFPLTFGGGTKLE

L164

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISTYLNWYQQKLGKAPKL

LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDLATYYCQQSY

RPLTFGGGTKLEIK

L165

DIQMTQSPSSLSASVGDSVTITCRASQSISIYLNWYQQKPGKAPDL

LIYATSTLQSGVPSRFSGRGSGTHFTLTIDSLQPEDFATYYCQQTY

RNLFTFGQGTKLE

L166

DIQMTQSPSSLSASVGDSVTVTCRASQKMRTYLHWYQQKPGKAP

KLLIYDVSFLQNGVPSRFSGRASGTEFTLTISDLQPEDFATYYCQQ

SYDTPLTFGQGTKLEIK

L167

DVVMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQVIDSWLHWYQREPGKAP

KILIYAATTLQRGVPSRFSGSGFGTEFTLTISGLQPEDFATYFCQQG

YSFPITFGQGTRLEIK

L168

DVVMTQSPSSLSASVGGRVTITCRASQTIGDYLNWYQQKPGKAPR

MG
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VK

Secuencia de Aminoacidos

SEQ
ID
NO:

LLIYSASIVOQSGVPSRFSASGSGTDFTLTISSLQPEDFATYSCQQSY

SFPLTFGGGTKLEIK

L169

EIVLTQSPSSLSASAGDTVTIACRASQGIRTALAWYQQKPGRNPKL

LISEAYRLQSGVSPKFSGSGFGTDFTLTINSLQPEDFATYYCQQFN

DFPLTFGGGTKLEIK

10

L170

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISRWLAWYQQKPGKAPK

LLISKASSLEYGVPSRFSGSGSGTEFALTISNVQPEDFATYYCQQS

FAVPLTFGGGTKLEIK

11

L171

DIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWASQSINDYLNWYHQRPGEAP

ELLVFAASNLQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPEDSGTYFCQQ

TSSFPLTFGGGTKLE

12

L172

DIQMTQSPSSLSASVGDSVTITCRASQTISDFLNWYQQKPGKAPKL

LIHASSNLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISDLQPEDFATYSCQQTY

STLGTFGQGTRLE

13

L173

DVVMTQSPSSLSASVGGRVTITCRASQTIGDYLNWYQQRPGKAP

RLLIYSASIVOQSGVPSRFSGSGSGTHFTLTISSLQPEDFATYSCQQS

YSFPLTFGGGTKLEIK

14

L174

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRNINTYLNWYQQKPGKAPKL

LVHSASTLQSGAPSRFSGSGYGTEFTLIISSLQPDDFATYYCQQGY

15

M-
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SEQ
VK Secuencia de Aminoacidos ID
NO:

NTLTFGPGTKLE

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTISCRASQNIIDYLNWYQHKPGKVPTLL

L1756 | ISGTSTLQSGVPSRFSGSGFGTDFTLTISSVQPEDVATYYCQQGH 16

GTPLSFGGGTKLEIK

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSMSDYLNWYQQKPGKAP

L189 | KLLIYSASGLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTIINLQPEDVAAYYCQQ 17

SFSFPLTFGPGTKLEIK

DIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWASQSINDYLNWYHQRPGEAP

L198 | ELLVFAASNLQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPEDSGTYFCQN 18

GHSFPLTFGGGTKLEI

Las secuencias subrayadas representan las CDRs 1 a 3,

respectivamente.

[00161] En adicion, utilizando ya sea el gen de B-E8 de
murino o la VK humana, se identificaron 7 genes de VH humané
diferentes. Se determinaron las secuencias de acidos nucleicos de
los genes de VH humana identificados, y sus secuencias de
aminoacidos correspondientes. Las secuencias de aminoacidos de
los genes de VH humana identificados se estipulan en la siguiente

Tabla 9:

Vay
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Tabla 9

Secuencias de aminoacidos de las regiones VH humanas

identificadas

SEQ
VH Secuencia de Aminoacidos ID
NO:
QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLTTSGMCVSWIRQPPG
H415 KALEWLALIYWDDDKRYNPSLRSRLTITKDTSKNQVVLTMTNMD 19
PVDTATYYCARSYDDYLYYALDYWGQGTLVT
QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLTTSGMCVSWIRQPPG
H884 KALEWLALIYWDDDKRYNPSLRSRLTITKDTSKNQVVLTMTNMD | 20
PVDTATYYCARSHDDYLYYALDYWGQGTLVT
QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLRTSGVSVGWFRQPP
H1077 | GKALEWLALVYWDDDRRYNPSLKNRLTITRDTSKNQVVLTMTN 21
MDPVDTATYYCARSYDDYLYYALDYWGQGTLVT
QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCIFSGFSFKTSGVSVGWIRQPPG
H1078 | KALEWLALIYWDDDKRYSPSLKNRLTITRDTSKNQVVLTMTNMD | 22
PVDTATYYCARSYDDYLYYAL_DYWGQGTLVT
QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFSLSTSGVGVGWVRQPP
H1079 | GKALEWLAFIFWDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLTMTNM 23
DPVDTATYYCARSYDDYLYYALDYWGQGTLVT
QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGVAVGWIRQPPG
H1081 24

KALEWLALIFWDDDKHYSPSLKSRLTITKDTSKNQVVLTMTNMD

/Wy
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SEQ
VH Secuencia de Aminoacidos ID
NO:
PVDTATYYCARSYDDYLYYALDYWGQGTLVTVSS
QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMCVSWIRQPPG
H1089 | KALEWLTLIYWDDDKRYSPSLETRLTITKDTSKNQVVLTMTNMD 25
PVDTATYYCARSYDDYLYYALDYWGQGTLVT

Las secuencias subrayadas

respectivamente.

[00162]
humanas

significativa unas con otras, como se ilustra en la siguiente Tabla 10:

identificadas,

exhibieron

Tabla 10

una

representan

las CDRs 1

identidad de

Las secuencias de aminoacidos de las regiones VH

secuencia

Identidades de secuencias de aminoacidos entre las VHs

a 3,

humanas
H1079 H415 H1081 H1078 H1089 H1077
H1079 89 94 90 90 89
H415 |89 92 90 95 90
H1081 |94 92 93 92 91
H1078 | 90 90 93 90 94

1720
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H1089 |90 95 92 90 89
H1077 |89 90 91 94 89
[00163] En la Figura 1 se ilustra una alineacién de las

regiones VH humanas identificadas.

[00164] Todas las regiones VKs humanas identificadas se
emparejaron cruzadamente con todas las VHs humanas identificadas.
Los anticuerpos resultantes de estos emparejamientos cruzados se
probaron para determinar su capacidad para enlazarse con IL-6
mediante ELISA. Los anticuerpos también se probaron para
determinar su actividad funcional en los ensayos de bloqueo de la

proliferacién celular inducida por IL-6 o del enlace de IL-6 con IL-6R.

[00165] Se midié la afinidad de los anticuerpos seleccionados
para |IL-6 mediante ELISA, basandose en el procedimiento estipulado
en J. of Immunology Methods 77 (1985) 305-319. Dicho de una
manera breve, las placas se recubrieron con 2 microgramos/mililitro
de anticuerpo de captura mBE4 en regulador de recubrimiento, a 100
microlitros por pozo. Las placas se incubaron durante la noche. En
seguida, las placas se lavaron tres veces, y se secaron. Luego las
placas se bloquearon con 200 Microlitros por pozo de Diluyente de
Ensayo o suero bovino»fetal al 10 por ciento en suero regulado con
fosfato, y se incubaron durante 2 horas. Mientras las placas se
estaban bloqueando, se establecié la reaccién de competencia en

soluciéon mediante la incubacion previa de 65 microlitros del
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anticuerpo a una concentracion de aproximadamente 2
nanogramos/mililitro con 65 microlitros de diferentes concentraciones
de rhiL6 (de 5.12 microgramos/mililitro a 5 nanogramos/mililitro, en
diluciones en serie de 1:2, para un total de 12 concentraciones
diferentes, incluyendo una sin IL-6). La reaccién se dejdé a
temperatura ambiente durante 3 a 4 horas. Por consiguiente, la rhIL6
final en la solucion de competencia fue de 98.46, 49.23, 24.62,
12.31, 6.15, 3.08, 1.54, 0.77, 0.38, 0.19, 0.10 y 0 nM, de
acuerdo con |L-6 como el mondémero. En seguida, las placas se
lavaron tres veces y se secaron. Se agregaron 50
nanogramos/mililitro de IL-6 humana recombinante en 100 microlitros
a cada pozo de las placas recubiertas con BE4. Las placas se
incubaron durante 1 a 2 horas. Las placas se lavaron tres veces y se
secaron. En seguida, se agregaron 100 microlitros de las muestras
de anticuerpo monoclonal anteriores a las placas de captura de IL-6.
Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas.
(Por consiguiente, en este punto, cualquier anticuerpo monoclonal no
enlazado serd medido por el ELISA). Luego las placas se lavaron
cinco veces y se secaron. Se agregaron 100 microlitros del
anticuerpo de detecciéon de IgG anti-humano F(ab)'2-HRP (Jackson
Lab) en diluciones de 1:20,000 o en diluciones de 1:40,000
(dependiendo del lote), y las placas se incubaron durante 1 a 2
horas. Las placas se lavaron siete veces y se secaron. En seguida,
se mezcld previamente el Sustrato Desarrollador (partes iguales de

cada agente del kit), y se dejé calentar a temperatura ambiente antes
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de usarse. Entonces se agregaron 100 microlitros del Desarrollador a
cada pozo. Las placas se dejaron desarrollarse durante 15 minutos
sin sellarse en un cajén en la oscuridad. Finalmente, se detuvo el
desarrollo mediante la adicién de 100 microlitros de H,SO4 2N a cada
pozo, y las placas se leyeron como el Punto Final a 450 nandmetros-

570 nanémetros.

[00166] El ensayo de bloqueo se condujo como se describe en
cualquier otra parte de la presente.

[00167] A partir de los emparejamientos cruzados de VH/VK,
se identificaron 33 anticuerpos monoclonales de la primera
generacion. Estos anticuerpos monoclonales de Ila primera
generacion se enlistan en la siguiente Tabla 11:

Tabla 11
Resumen de anticuerpos anti-IL-6 humanos de la primera

generacion

Actividad de

Afinidad (1Cs, en bloqueo sobre la

mAb VH VK
nM) proliferaciéon celular
inducida por IL-6

88~ H383 L112 0.5 R
123 H884 L112 1.1
179 | H415 | L112 0.85 — 4.2 | ++
181 H415 L159 12.9

R3
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Actividad de
mAb VH VK Afinidad (1C5, en bloqueo.‘?obre la
nM) proliferacion celular
inducida por IL-6
182 H415 L164 6.3
183 H415 L165 1.75 ++
184 H415 L166 2.4
185 H415 L167 1.5
186 H415 L168 2.0
187 H415 L169 2.4
188 H415 L170 1.4
189 H415 L171 0.72
190 H415 L172 1.9 ++
191 H415 L173 1.5
192 H415 L174 2.3
193 H415 L175 2.7
197 H884 L167 3.7
201 H884 L171 2.0
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Actividad de
mAb VH VK Afinidad (IC;s, en bI(.)queo.?obre la
nM) proliferacion celular
inducida por IL-6
202 H884 L172 2.4
205 H884 L175 7.4
237 | H1077 | L158 6.5
239 | H1078 | L158 9.6
241 | H1079 | L158 6.5
242 | H1079 | L159 2.2 ++
246 | H1081 | L151 5.5
247 | H1081 | L158 4.0
248 | H1081 | L159 2.0
- 265 H415 L189 6.2
273 H884 L171
275 H415 L198 0.7 ++
285 [ H1089 | L158 2.5
286 | H1089 | L159 2.5

ng
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Actividad de
Afinidad (ICs, en bloqueo sobre la
mAb VH VK . .
nM) proliferaciéon celular
inducida por IL-6
297 | H1081 L172 11.5 +
416 | H1079 | L198 0.6 +++

*El mAb 88 es un anticuerpo de control B-E8 quimérico.

[00168] Como lo muestra la tabla anterior, todos Ilos
anticuerpos anti-IL-6 humanos de la primera generacion obtenidos
exhibieron algun grado de afinidad por IL-6, y actividad funcional en
un ensayo de bloqueo. Brevemente, la IL-6 recombinante humana
biotinilada, a 12.5 nanogramos/mililitro, se incubé con los
anticuerpos anti-IL-6 en las concentraciones indicadas durante 20
minutos sobre hielo. Luego se agregaron las células U266
bloqueadas con FcR (aproximadamente 250,000 células), y se co-
incubaron durante otros 30 minutos sobre hielo. Después de lavarse,
se agreg6 estreptavidina-PE para revelar la IL-6 enlazada a la
superficie celular. Después del lavado, las células se analizaron
mediante citometria de flujo.

[00169] En la Figura 2 se ilustra la capacidad de ciertos
anticuerpos monoclonales de la primera generacion de ejemplo para

bloqueér el enlace de la IL-6 con el receptor de IL-6 en células U266.

[00170] Por consiguiente, este ejemplo demuestra |la

”b
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produccion de varios anticuerpos monocionales anti-IL-6 humanos
biologicamente funcionales.
Ejemplo 2
MEJORA DE AFINIDAD DE LOS ANTICUERPOS ANTI-IL-6
HUMANOS
[00171] Se utilizé mutagénesis para mejorar adicionalmente la
actividad funcional de los anticuerpos monocionales humanos de la
primera generacion, identificados en el Ejemplo 1. En particular, se
utilizd mutagénesis basada en reaccién en cadena de la polimerasa
para introducir cambios de secuencias de aminoacidos en la CDR3
de la VH (H1079) y de la VK (L198) del anticuerpo monoclonal 416.
[00172] Con el objeto de introducir variabilidad, se introdujo la
secuencia NNK en posiciones especificas de los genes de VH y VK,
en donde N puede ser A, T, G, 6 C, y Kes T 6 G. Utilizando NNK, se
pueden introducir los 20 aminoacidos y un codén de paro en cada
posicion (hay 32 posibles combinaciones de 4x4x2 con la secuencia
NNK).
[00173] Todos los residuos de CDR3 de ambos H1079 y L198
se cambiaron, un residuo a la vez. La CDR3 de la cadena ligera (VK)
tiene 9 aminoéacidos, y la CDR3 de la cadena pesada (VH) tiene 12
aminoacidos. Los residuos seleccionados en CDR1 y CDR2 de H1079
se cambiaron utilizando también este proceso.
[00174] Con el fin de crear las mutaciones, un cebador anti-
sentido que codifica un aminoacido reemplazado con NNK y que

amplifica la CDR3 y la Region de Estructura 4, se emparejé con un
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cebador en sentido que se hibrida en la Regiéon de Estructura 1 de la
cadena de interés para una reaccion en cadena de la polimerasa.
Cada producto de la reacciéon en cadena de la polimerasa codifica la
cadena VK 6 VH entera, y tiene una posicibn de aminoacido
convertida a NNK.

[00175] Los productos de la reaccién en cadena de la
polimerasa se clonaron en un vector de expresion de mamifero que
contenia el dominio constante de la gamma | humana (para los
mutantes de VH), o kappa (para los mutantes de VK), generando de
esta manera las cadenas pesada y ligera de longitud completa.
[00176] Los clones se despacharon en un formato de placa de
96 pozos, con un clon por pozo. El ADN del plasmido se purificé a
partir de cada clon, y luego se expres6é cada clon con la cadena
complementaria (por ejemplo, una VK mutada se expresaria con una
VH), mediante transfeccién en células CHO. Los enlazadores de mas
alta afinidad se seleccionaron y se caracterizaron. En la Figura 3 se
muestra un resumen de este procedimiento.

[00177] Cuando se identificaron los mutantes de mas alta
afinidad, los mutantes se secuenciaron, el anticuerpo monoclonal
resultante se produjo mediante transfeccién en células CHO, y luego
se probo para determinar su especificidad, afinidad, y funcion, en un
ensayo de bloqueo de IL-6 basado en citometria de flujo.

[00178] Mediante este proceso, se obtuvieron las siguientes

variantes de H1079 y L198:

18
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Tabla 12
Variantes de H1079 obtenidas mediante mutagénesis basada en

reaccion en cadena de la polimerasa

SEQ . .
Cambio de Designacién
Secuencia’ ID
aminoacido* NO de nueva VH

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIF

S95F WDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVL 26 H1511

TMTNMDPVDTATYYCARFYDDYLYYAL

DYWGQGTLVT

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIF

YO6A WDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVL 27 H1420

TMTNMDPVDTATYYCARSADDYLYYAL

DYWGQGTLVT

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIF

Y96G WDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVL 28 H1432

TMTNMDPVDTATYYCARSGDDYLYYAL

DYWGQGTLVT

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
Y100aM 29 H1515
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIF

19
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Cambio de

aminoacido*

Secuencia®

SEQ
ID
NO:

Designacion

de nueva VH

WDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVL

TMTNMDPVDTATYYCARSYD DYL: YA

LDYWGQGTLVT

A100cS

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIE

WDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVL

TMTNMDPVDTATYYCARSYDDYLYY{SL

DYWGQGTLVT

30

H1362

L100dF

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIF

WDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVL

TMTNMDPVDTATYYCARSYDDYLYYAF

DYWGQGTLVT

31

H1437

Y102T

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIF

WDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVL

TMTNMDPVDTATYYCARSYDDYLYYAL

DIWGQGTLVT

32

H1461

*

El nimero de aminoacido representa el nimero de Kabat.
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8 E! residuo encerrado en un cuadro es el residuo que se ha

cambiado en relacioén con la secuencia de H1079.

Las secuencias subrayadas representan las CDRs 1 a 3,

respectivamente.

Tabla 13
Variantes de L198 obtenidas mediante mutagénesis basada en

reaccién en cadena de la polimerasa

SEQ
Cambio de . Designacion
Secuencia’ ID
aminoacido* NO de nueva VK

DIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWAS

QSINDYLNWYHQRPGEAPELLVFAASN
NO0S 33 L314
LQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPE

DSGTYFCQSIGHSFPLTFGGGTKLEI

DIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWAS

QSINDYLNWYHQRPGEAPELLVFAASN
N9OH 34 L305
LQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPE

DSGTYFCQHGHSFPLTFGGGTKLEI

DIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWAS

QSINDYLNWYHQRPGEAPELLVFAASN
NOOL 35 L303
LQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPE

DSGTYFCQLUGHSFPLTFGGGTKLEI
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SEQ . ..
Cambio de Designacion
Secuencia® ID
aminoacido* NO: de nueva VK

DIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWAS

QSINDYLNWYHQRPGEAPELLVFAASN
G91A 36 L298
LQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPE

DSGTYFCQN@HSFPLTFGGGTKLEI

DIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWAS

QSINDYLNWYHQRPGEAPELLVFAASN
Ho2wW 37 L321
LQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPE

DSGTYFCQNGWISFPLTFGGGTKLEI

*El niUmero de aminoacido representa el nimero de Kabat.

SEl residuo encerrado en un cuadro es el residuo que se ha cambiado
en relaciéon con la secuencia de L198.

Las secuencias subrayadas representan las CDRs 1 a 3,

respectivamente.

[00179] Se hicieron los siguientes anticuerpos utilizando las
variantes de H1079 estipuladas en la Tabla 12 emparejadas con

L198:

/N2
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Tabla 14
Anticuerpos monoclonales hechos mediante el emparejamiento

de las variantes de H1079 con L198

Designacion | Variante de VK Afinidad (ICs en nM)
de mAb H1079
1123 H1511 L198 0.11
926 H1420 L198 0.07
963 H1432 L198 0.09
1127 H1515 L198 0.09
810 H1362 L198 0.22
968 H1437 L198 0.053
992 H1461 L198 0.065
[00180] Se probaron los anticuerpos monoclonales 416, 926,

810, 963, 968, y 992, junto con el anticuerpo monoclonal de control
88, para determinar su capacidad para bloquear el enlace de IL-6
con las células que expresan IL-6R. Dicho de una manera breve, la
IL-6 recombinante humana a 1 nM se incub6 con los anticuerpos
anti-IL-6 a 1 microgramo/mililitro - 0.1 microgramo/mililitro - 10
nanogramos/-mililitro - 0 nanogramos/mililitro durante 30 minutos
sobre hielo. Entonces se agregaron las células U266 bloqueadas con

FcR (aproximadamente 250,000 células), y se co-incubaron durante

AR
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otros 30 minutos sobre hielo. Después de lavarse, se agregd un
anticuerpo de raton especifico de IL-6 purificado (B-F6), y se incubd
con las células durante 30 minutos sobre hielo. Finalmente, se
agreg6é un Fc gamma de cabra anti-ratédn policlonal conjugado con
APC, y se incub6 durante 30 minutos sobre hielo. Después del
lavado, las células se analizaron mediante citometria de flujo,
pasando la compuerta sobre la pobiaciéon de células vivas solamente.
Cada muestra empez6 con 250,000 células. Todos los datos de
citometria de flujo se basan en un minimo de 10,000 células vivas
(negativas para Pl). Los resultados de estos experimentos se
estipulan en la Figura 4.

[00181)] Se hicieron los siguientes anticuerpos utilizando las
variantes de L198 estipuladas en la Tabla 13, emparejadas con

H1079:

Tabla 15
Anticuerpos monoclonales hechos mediante el emparejamiento

de las variantes de L198 con H1079

Designacion | Variante de
VH Afinidad (ICsp en nM)
de mAb L198
774 L314 H1079 0.16
770 L305 H1079 0.12
765 L298 H1079 0.07

/124
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Tabla 16

Designacién | Variante de
VH Afinidad (ICs5, en nM)
de mAb L198
808 L321 H1079 0.08
[00182] También se prepararon mdultiples mutaciones en

H1079 mediante el procedimiento ilustrado anteriormente.

Mualtiples mutantes de H1079 obtenidos mediante mutagénesis

basada en reaccién en cadena de la polimerasa

Cambios de SEQ | Designacion
Secuencia’®
aminoacidos* ID NO: | de nueva VH
QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIFW
Y96A
DDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLT 38 H1519
A100cS
MTNMDPVDTATYYCARS@DDYLY!:L
DYWGQGTLVT
QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIFW
Y96A
DDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLT 39 H1520
L100dF
MTNMDPVDTATYYCARS@DDYLYYA]:
DYWGQGTLVT

i
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Cambios de g SEQ | Designacion
Secuencia
aminoacidos* ID NO: | de nueva VH

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS
Y96A LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIFW

A100cS DDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLT 40 H1521

L100dF MTNMDPVDTATYYCARSADDYLYYSF

DYWGQGTLVT

QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFS

YO6A
LSTSGVGVGWVRQPPGKALEWLAFIFW
A100cS
DDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLT 41 H1522
L100dF
MTNMDPVDTATYYCARSADDYLYY]SF
Y102T

DIWGQGTLVT

*

El ndmero de aminoacido representa el numero de Kabat.

¥ Los residuos encerrados en un cuadro son los residuos que se han
cambiado en relacion con la secuencia de H1079.

Las secuencias subrayadas representan las CDRs 1 a 3,

respectivamente.

[00183] En adicion, se credé una cadena pesada variante,
designada como H1553, haciendo un solo cambio de aminoacido
(F52W) en la CDR2 de H1079. H1553 tiene la siguiente secuencia de

aminoacidos:

[00184] QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFSLSTSGVGVGW
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VRQPPGKALEWLAFIWWDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLTMTN

MDPVDTATYYCARSYDDYLYYALDYWGQGTLVT (SEQ ID NO:42).
[00185] Adicioﬁalmente, el cambio de aminoacido encontrado
en la CDR2 de H1553 se cambié con las cuatro sustituciones de
aminoacidos de la CDR3 en H1522, para crear la H1579, que tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos:

[00186] QVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFSLSTSGVGVGW

VRQPPGKALEWLAFIWWDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLTMTN

MDPVDTATYYCARSIADDYLYYSFDITWGQGTLVT (SEQ ID NO:43).

[00187] Se obtuvieron los siguientes anticuerpos
monoclonales mediante la combinaciéon de las variantes de VH y VK,

como se muestra en la siguiente Tabla 17.

Tabla 17
Anticuerpos monoclonales creados mediante la combinaciéon de

las variantes de VH y VK

Designaciéon | Variante de | Variante de Afinidad (ICs, en
de mAb VH VK nM)
1154 H1522 L198 0.027
1155 H1522 L305 0.032
1156 H1522 L314 0.023
1192 H1553 L198 0.029
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Designaciéon | Variante de | Variante de | Afinidad (ICs, en
de mAb VH VK nM)
1259 H1579 L198 0.028
1337 H1579 L305 0.047
1338 H1579 L314 0.031
1339 H1579 L298 0.026
1340 H1579 L321 0.028
[00188] Se determindé la afinidad de los anticuerpos

monoclonales de ejemplo por la IL-6 mediante ELISA de ICsq, ¥y
mediante Biacore, como se muestra en la Tabla 18 que se encuentra
mas adelante. El ELISA de ICsy se llevo a cabo como se describe
anteriormente. El analisis de afinidad mediante Biacore se llevo a
cabo de acuerdo con los protocolos del fabricante, utilizando el
regulador de HBS-EP (Biacore AB). Brevemente, 100
microgramos/mililitro de 1gG de cabra anti-humano (Sigma-Aldrich
Co.) se inmovilizaron sobre la superficie de un chip sensor CM5
(Biacore AB), con afinidad por cada anticuerpo monoclonal IL-6,
determinada mediante la inyeccion de 15 microlitros de 5
microgramos/mililitro del anticuerpo monoclonal, a una velocidad de
flujo de 5 microlitros/minuto, seguida por la inyecciéon de 100

microlitros de IL-6 humana 40 nM a 1.25 nM (Strathmann Biotec

gl
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GmbH & Co. KG), a una velocidad de flujo de 30 microlitros/minuto,

en un sistema Biacore 2000 (Biacore AB).

Tabla 18

Afinidad de anticuerpos monoclonales mediante ELISA de ICs, ¥

Biacore
Afinidad (nM) mediante | Afinidad (nM) mediante
mAb
ELISA de IC5, Biacore
88 (B-E8
, 0.01 0.02
quimérico)
1339 0.026 0.071
1259 0.028 0.093
1340 0.028 no determinada
1338 0.031 0.072
1337 0.047 no determinada
926 0.033 0.13
416 0.056 0.3
[00189] Los anticuerpos monoclonales 1259, 1337, 1338,

1339 y 1340 son IgG1 kappa. Todos los dominios constantes son
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iguales. Los dominios constantes estan en los plasmidos de
expresion, y por consiguiente, no varian de anticuerpo monoclonal a
anticuerpo monoclonal. Solamente se seleccionaron los dominios VH

y VK a partir de la biblioteca.

5 [00190] Por consiguiente, el ejemplo ilustra la produccién de
varios anticuerpos monoclonales anti-IL-6 humanos adicionales, que
comprenden las cadenas VH y VK variantes obtenidas mediante
mutagénesis basada en reaccion en cadena de la polimerasa.

Ejemplo 3
10 SECUENCIAS Y VECTORES

SECUENCIAS DE CADENA PESADA Y LIGERA DE EJEMPLO

[00191] En la Tabla 19 se ilustran las secuencias de
nucleétidos que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo
monoclonal de murino B-ES8:

15 Tabla 19

Secuencias de cadena pesada y ligera de B-E8

Cadena pesada del mAb B-ES8

GTCGACCCACGCGTCCGGACatggacaggcttacttcttcattecctgectgetgattgtcectgecatatgtett

gtccCAAGTTACTCTAAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGAAGCCCTCACAG

20
ACCCTCAGTCTGACTTGTTCTTTCTCTGGGTTTTCACTGAGCACTTCTGGT

ATGGGTGTAGGCTGGATTCGTCAGCCTTCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGC

TGGCACACATTTGGTGGGATGATGATAAGTACTATAACCCATCCCTGA

AGAGCCAGCTCACAATCTCCAAGGATACCTCCAGAAACCAGGTATTCCTC

A%ﬁ%TCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACTTACTACTGTGCTCG

Mo
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ATCCTATGATGACTATCTTTACTATGCTTTGGACTACTGGGGTCAAGGA

ACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACT

GGCCCCTGGATCTGC (SEQ ID NO:44)

Las letras minusculas representan la secuencia lider.
5 . .
Las secuencias subrayadas representan las CDRs 1 a 3, respectivamente.

Las letras en italicas representan la secuencia Cy1 de ratén.

Cadena ligera del mAb B-ES8
GTCGACCCACGCGTCCGGAAAATTTGAAGatggtgtccacttectcagectecttggacttttgetttt
ctggacttcagcctccagatgtGACATTGTGATGACTCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGT

10 :
GACTCCAGGAGATAGAGTCTCTCTTTCCTGCAGGGCCAGCCAGAGTATT

AGCGACTACTTACACTGGTATCAACAAAAATCACATGAGTCTCCAAGGC

TTCTCATCAAATCTGTTTCCCAATCCATCTCTGGGATCCCCTCC

AGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGTCAGATTTCACTCTCAGTATC

AMAGTGTGGAACCTGAAGATGTTGGAGTGTATTACTGTCAAAATGGTCACAG

CTTTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGGGCTGATGCTGC

ACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCATGCGAGATTCGAACATCT (SEQ ID NO:45)

Las letras minasculas representan la secuencia lider.
La¥secuencias subrayadas representan las CDRs 1 a 3, respectivamente.

Las letras en italicas representan la secuencia Ck de raton.

[00192] En la Tabla 20 se ilustran las secuencias de

aminoacidos de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo

25 monoclonal humano 926:

4%
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Tabla 20

926

Secuencias de cadena pesada y ligera del anticuerpo monoclonal

Cadena pesada del mAb 926

MGWSCIILFLVATATGAHSQVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFSLSTSGVG
VGWVRQPPGKALEWLAFIFWDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLTMTN
MDPVDTATYYCARSADDYLYYALDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

K (SEQ ID NO:46)

Cadena ligera del mAb 926

MGWSCIILFLVATATGVHSDIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWASQSINDYL
NWYHQRPGEAPELLVFAASNLQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPEDSGTYF
CQNGHSFPLTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY

ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:47)

[00193] En la Tabla 21 se ilustran las secuencias

de

aminoacidos de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo

7
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monoclonal humano 1339:

Tabla 21

Secuencias de cadena pesada y ligera del anticuerpo monoclonal

1339

Cadena pesada del mAb 1339

MGWSCIILFLVATATGAHSQVTLKESGPTLVKPTQTLTLTCSFSGFSLSTSGVG
VGWVRQPPGKALEWLAFIWWDDDKYYSPSLESRLTITKDTSKNQVVLTMTN
MDPVDTATYYCARSADDYLYYSFDTWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG K

(SEQ ID NO:48)

Cadena ligera del mAb 1339

MGWSCIILFLVATATGVHSDIQMTQSPSSLSAFVGDGVTMTCWASQSINDYL
NWYHQRPGEAPELLVFAASNLQIGVPSRFRGSGSETYFTLTINSLQPEDSGTYF
CQNAHSFPLTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY

ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:49)

Ak
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CONSTRUCCION DEL VECTOR DE DOBLE GEN QUE EXPRESA
LAS CADENAS PESADA Y LIGERA DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL 1339.

CLONACION DE LA CADENA PESADA H1579 EN pCONGH1.

[00194] La H1579 se subclono a partir del vector de expresion
original, mediante la digestién de la regién variable con las enzimas
de restriccion BssHIl y BstEll en el vector pesado pACelL. La
H1579pAcEL-H se digirié con Hindlll/Apal, y se ligo en el pConG1
cortado con Hindlll/Apal. Se verific6 la secuencia del clon
H1579.pConG1.

CLONACION DE LA CADENA LIGERA L298 en pCONK2.

[00195] La L298 se subcloné a partir del vector de expresién
original, mediante la digestion de la regién variable con ApalL1/Xhol,
y ligando en un vector de transferencia de vacuna VKE para
proporcionar la secuencia compatible que codificaba los sitios de
restriccion necesarios para la siguiente clonaciéon de doble gen. La
secuencia variable se amplificé con reaccion en cadena de la
polimerasa para agregar el sitio Hindlll en el extremo 5', y el sitio
BsiWl en el extremo 3'. El producto de la reaccién en cadena de la
polimerasa se clon6é en TOPO para facilitar la digestién completa con
Hindlll y BsiWl en la siguiente reaccién de clonacion. Se verificé la
secuencia de L298.TOPO, se digirio con HindllI/BsiWI, y se ligd en
pConK2 cortado con Hindlll/BsiWI. Se verificdé la secuencia de

L298.ConK2.
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CREACION DEL VECTOR DE DOBLE GEN.

[00196] El casete de expresion de cadena pesada se liberd
como un fragmento Notl/Pvul, con una digestién de 24 horas de
H1579.pConG1. El L298.pConK2 se digirié con Avill para impedir la
re-formacién de los clones progenitores, y se liber6é el casete de la
region variable L298 con digestién con Pvul y Notl. En seguida de la
purificaciéon en gel, los casetes de cadena pesada y ligera se ligaron
en una proporciéon de 1:1 en una reaccion de ligamiento durante la
noche a 14°C. Las colonias se rastrearon para determinar la
presencia de ambos insertos de cadena pesada y ligera mediante
reaccion en cadena de la polimerasa de células enteras, y los clones
positivos se confirmaron mediante secuenciaciéon. En la Figura 9 se
ilustra un mapa del vector de doble gen. La secuencia del vector de
doble gen se estipula en la Tabla 22:
Tabla 22
Secuencia de nucleétidos del vector de doble gen del anticuerpo

monoclonal 1339

1 GCTTTCTCAT AGCTCACGCT GTAGGTATCT CAGTTCGGTG TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT

61 GGGCTGTGTG CACGAACCCC CCGTTCAGCC CGACCGCTGC GCCTTATCCG GTAACTATCG

121 TCTTGAGTCC AACCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG GCAGCAGCCA CTGGTAACAG

181 GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTITC TTGAAGTGGT GGCCTAACTA

241 CGGCTACACT AGAAGAACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG CTGAAGCCAG TTACCTTCGG

301 AAAAAGAGTT GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACAAACCACC GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT

361 TGTTTGCAAG CAGCAGATTA CGCGCAGAAA AAAAGGATCT CAAGAAGATC CTTTGATCTT

421 TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT TAAGGGATTT TGGTCATGAG

/4§
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481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

ATTATCAAAA

CTAAAGTATA

TATCTCAGCG

AACTACGATA

ACGCTCACCG

AAGTGGTCCT

AGTAAGTAGT

GGTGTCACGC

AGTTACATGA

TGTCAGAAGT

TCTTACTGTC

ATTCTGAGAA

TACCGCGCCA

AAAACTCTCA

CAACTGATCT

GCAAAATGCC

CCTTTTTCAA

TGAATGTATT

ACCTGACGTC

GAGGCCCTGA

ACCCTCAAGA

AAGGAGACAC

AGATCCGGCT

GCAGAAGTAT

GCTCCCCAGC

CGCCCCTAAC

ATGGCTGACT

TCCAGAAGTA

AGGATCTTCA

TATGAGTAAA

ATCTGTCTAT

CGGGAGGGCT

GCTCCAGATT

GCAACTTTAT

TCGCCAGTTA

TCGTCGTTTG

TCCCCCATGT

AAGTTGGCCG

ATGCCATCCG

TAGTGTATGC

CATAGCAGAA

AGGATCTTAC

TCAGCATCTT

GCAAAAAAGG

TATTATTGAA

TAGAAAAATA

TAAGAAACCA

TGGCTCTTTG

GAAAATGTAA

TTTATGTTTA

GTGGAATGTG

GCAAAGCATG

AGGCAGAAGT

TCCGCCCATC

AATTTTTTTT

GTGAGGAGGC

CCTAGATCCT

CTTGGTCTGA

TTCGTTCATC

TACCATCTGG

TATCAGCAAT

CCGCCTCCAT

ATAGTTTGCG

GTATGGCTTC

TGTGCAAAAA

CAGTGTTATC

TAAGATGCTT

GGCGACCGAG

CTTTAAAAGT

CGCTGTTGAG

TTACTTTCAC

GAATAAGGGC

GCATTTATCA

AACAAATAGG

TTATTATCAT

CGGCACCCAT

TCACACTGGC

AGAAGGTTGG

TGTCAGTTAG

CATCTCAATT

ATGCAAAGCA

CCGCCCCTAA

ATTTATGCAG

TTTTTTGGAG

TTTAAATTAA
CAGTTACCAA
CATAGTTGCC
CCCCAGTGCT
AAACCAGCCA
CCAGTCTATT
CAACGTTGTT
ATTCAGCTCC
AGCéGTTAGC
ACTCATGGTT
TTCTGTGACT
TTGCTCTTGC
GCTCATCATT
ATCCAGTTCG
CAGCGTTTCT
GACACGGAAA
GGGTTATTGT
GGTTCCGCGC
GACATTAACC
CGTTCGTAAT
TCACCTTCGG
TAAATTCCTT
GGTGTGGAAA
AGTCAGCAAC
TGCATCTCAA
CTCCGCCCAG
AGGCCGAGGC

GCCTAGGCTT

AAATGAAGTT

TGCTTAATCA

TGACTCCCCG

GCAATGATAC

GCCGGAAGGG

AATTGTTGCC

GCCATTGCTA

GGTTCCCAAC

TCCTTCGGTC

ATGGCAGCAC

GGTGAGTACT

CCGGCGTCAA

GGAAAACGTT

ATGTAACCCA

GGGTGAGCAA

TGTTGAATAC

CTCATGAGCG

ACATTTCCCC

TATAAAAATA

GTTCCGTGGC

GTGGGCCTTT

GCGGCTTTGG

GTCCCCAGGC

CAGGTGTGGA

TTAGTCAGCA

TTCCGCCCAT

CGCCTCGGCC

TTGCAAAARAG

TTAAATCAAT

GTGAGGCACC

TCGTGTAGAT

CGCGAGACCC

CCGAGCGCAG

GGGAAGCTAG

CAGGCATCGT

GATCAAGGCG

CTCCGATCGT

TGCATAATTC

CAACCAAGTC

CACGGGATAA

CTTCGGGGCG

CTCGTGCACC

AAACAGGAAG

TCATACTCTT

GATACATATT

GAAAAGTGCC

GGCGTATCAC

ACCGAGGACA

CTGCGTTTAT

CAGCCAAGCT

TCCCCAGCAG

AAGTCCCCAG

ACCATAGTCC

TCTCCGCCCC

TCTGAGCTAT

CTAGCTTGGG

A4k
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216i
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721

3781

GCCACCGCTC

CATCAAGCAA

GGTTGATGGT

GTGTGTAGAA

CTCCAACAGT

TCCCAACAAG

TTTAAGGCAC

AATGGAACAG

TGGCTTTCCT

CAGGGATATC

AACAAATGCT

CCGCATGGGA

TGGGGTAATA

CCATACCAAC

GGCCATCGAG

GGGCCTGGAC

TTCTGCTGGT

GAAGAAAGGT

AGAAGCCATC

AAACTAATTA

GAGATCTTTG

GAGATTTAAA

ATTCTAATTG

TGGAATGCCT

GAGGCTACTG

CCCAAGGACT

ACTCTTGCTT

ATTATGGAAA

AGAGCACCTT

ATGTACTTGT

ACTGGAGAAG

GAGTTACCTG

GACATGTATC

CTGGTGTTCT

TCGTGTAAAC

GAGTATACTC

GGGCCCCAAG

GTGGAGGCTC

GAGGTCATGC

GATCATCTCT

GCAACCTTTG

TTTAGCACCA

AAACTAAGCA

AATGCCCGTG

GTCGCCAATC

TACTTTGAAG

GTCCGCACAT

GACTTTGAGT

TGAAGGAACC

GCTCTAAGGT

TTTGTGTATT

TTAATGAGGA

CTGACTCTCA

TTCCTTCAGA

GCTTTGCTAT

AATATTCTGT

CCACCATGGC

GCCTGCCCCa

GACTGCGCTG

AGTGGAATTT

TCAGCCCTGT

GTGAAGTTTT

GGATAATGGA

TGATGGGAAC

GTCCGTATTA

ACTACCGCGC

CTGCCCAGTG

GGGTGGCCCG

ACCCCAAGCC

AGGCCATGCG

AGCGGCACCG

GTCTGACTGG

GCAGTGCCAG

ACCGCGGCCC

GCCTTCTCAA

GATCTTGAGC

TTACTTCTGT

AAATATAAAA

TTAGATTCCA

AAACCTGTTT

ACATTCTACT

ATTGCTAAGT

TTACACCACA

AACCTTTATA

CACCTCAGCA

GGGTGAGAAA

CAAAACCCGC

TGATGGCTCT

TGCCATGTTT

CAAGTACAAC

CATGGTGAGC

AGATGGGCAC

CTGTGGTGTG

CTGCTTGTAT

GGAACTCCAA

TTTCATCTTG

CATTCCTGGG

GGAGGAGAAT

GTACCACATT

GTTCCACGAA

CATCCGCATT

CTCTGCCAAT

TGAGACTGGC

CTTTCCTAGT

GGTGTGACAT

TTTTTAAGTG

ACCTATGGAA

TGCTCAGAAG

CCTCCAAAAA

TTTTTGAGTC

AAGGAAAAAG

AGTAGGCATA

AGTTCCCACT

GTCCAAGCCA

ACCCTGGACT

AGTACCTTTC

CGGGACCCCT

CGGAAGCCTG

AACCAGCACC

CCTTTTGGTT

GGCGCAGACA

GCTGGGGTCA

ATAGGACCCT

CATCGAGTAT

AACTGGAATG

GGTCTGAAGC

CGAGCCTACG

ACGTCCAACA

CCCCGGACTG

TGTGACCCCT

GACGAGCCCT

TCATCCCACC

AATTGGACAA

TATAATGTGT

CTGATGAATG

AAATGCCATC

AGAAGAGAAA

ATGCTGTGTT

CTGCACTGCT

ACAGTTATAA

TGAACAAARAA
TGTATATCTG
GTGAGCCCAA
AGTCTGAGGG
TCCGCAGAGA
CAGAGACCAA
CCTGGTTTGG
GGCCTTCCAA
AAGCCTATGG
AGATTACAGG
GTGAAGGAAT
GTGAAGACTT
GTGCAGGCTG
ACATCGAGGA
ATCCCAAGGG
TCAACGACTT
TCGGCCAGGA
TTGCAGTGAC
TCCAATACAA
CCGCCCCAGA
ACTACCTACA
TAAACTACTG
GGAGCAGTGG
TAGTGATGAT
GGTAGAAGAC
TAGTAATAGA
ATACAAGAAA

TCATAACATA

W6
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3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

CTGTTTTTTC

TTGTGTACCT

GCCTTGACTA

AAACCTCCCA

CTTGTTTATT

TAAAGCATTT

TCATGTCTGG

TGTTTGTCCG

AGTGGTGTTT

CATATTGAAA

GTGATTTTTG

GATAGACGAC

AGGTGACAGA

CAATGCATAT

TATATAGCAT

ATGTACATTT

AGTTATTAAT

GTTACATAAC

ACGTCAATAA

TGGGTGGAGT

AGTACGCCCC

ATGACCTTAT

ATGGTGATGC

TTTCCAAGTC

GACTTTCCAA

CGGTGGGAGG

CATCCACGCT

GAACGGTGCA

TTACTCCACA

TTAGCTTTTT

GAGATCATAA

CACCTCCCCC

GCAGCTTATA

TTTTCACTGC

ATCTCTAGCT

AAATACGCGT

ATCGCCGATA

ATGTCGCCGA

GGCATACGCG

TTTGGTGACT

CGATATGAGG

CGATCTATAC

AAATCAATAT

ATATTGGCTC

AGTAATCAAT

TTACGGTAAA

TGACGTATGT

ATTTACGGTA

CTATTGACGT

GGGACTTTCC

GGTTTTGGCA

TCCACCCCAT

AATGTCGTAA

TCTATATAAG

GTTTTGACCT

TTGGAACGCG

CAGGCATAGA
AATTTGTARA
TCAGCCATAC
TGAACCTGAA
ATGGTTACAA
ATTCTAGTTG
TCGTGTCAAG
TTTGAGATTT
GAGATGGCGA
TGTGAGTTTC
ATATCTGGCG
TGGGCGATTC
CTATATCGCC
ATTGAATCAA
TGGCTATTGG
ATGTCCAACA
TACGGGGTCA
TGGCCCGCCT
TCCCATAGTA
AACTGCCCAC
CAATGACGGT
TACTTGGCAG
GTACATCAAT
TGACGTCAAT
CAACTCCGCC
CAGAGCTCGT
CCATAGAAGA

GATTCCCCGT

GTGTCTGCTA
GGGGTTAATA
CACATTTGTA
ACATAAAATG
ATAAAGCAAT
TGGTTTGTCC
GACGGTGACT
CTGTCGCCGA
TATTGGAAAA
TGTGTAACTG
ATAGCGCTTA
TGTGTGTCGC
GATAGAGGCG
TATTGGCCAT
CCATTGCATA
TTACCGCCAT
TTAGTTCATA
GGCTGACCGC
ACGCCAATAG
TTGGCAGTAC
AAATGGCCCG
TACATCTACG
GGGCGTGGAT
GGGAGTTTGT
CCATTGACGC
TTAGTGAACC
CACCGGGACC

GCCAAGAGTG

TTAATAACTA

AGGAATATTT

GAGGTTTTAC

AATGCAATTG

AGCATCACAA

AAACTCATCA

GCAGTGAATA

CTAAATTCAT

ATCGATATTT

ATATCGCCAT

TATCGTTTAC

AAATATCGCA

ACATCAAGCT

TAGCCATATT

CGTTGTATCC

GTTGACATTG

GCCCATATAT

CCAACGACCC

GGACTTTCCA

ATCAAGTGTA

CCTGGCATTA

TATTAGTCAT

AGCGGTTTGA

TTTGGCACCA

AAATGGGCGG

GTCAGATCGC

GATCCAGCCT

ACGTAAGTAC

TGCTCAAAAA

GATGTATAGT

TTGCTTTAAA

TTGTTGTTAA

ATTTCACAAA

ATGTATCTTA

ATAAAATGTG

GTCGCGCGAT

GAAAATATGG

TTTTCCAAAA

GGGGGATGGC

GTTTCGATAT

GGCACATGGC

ATTCATTGGT

ATATCATAAT

ATTATTGACT

GGAGTTCCGC

CCGCCCATTG

TTGACGTCAA

TCATATGCCA

TGCCCAGTAC

CGCTATTACC

CTCACGGGGA

AAATCAACGG

TAGGCGTGTA

CTGGAGACGC

CCGCGGCCGG

CGCCTATAGA

AL[@
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5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

GTCTATAGGC

ATACACCCCC

ATTGACCATT

ATGGCTCTTT

TGACACGGAC

TACAACACCA

GAATCTCGGG

CCGAGCCCTG

CAGTGGAGGC

CCGTGGCGGT

CATTTGGAAG

GATAAGAGTC

GAGCAGTACT

TGTTCCTTTC

CCATGGGATG

ACATCCAGAT

TGACTTGTTG

GGGAGGCCCC

GGTTCAGGGG

AAGATAGTGG

GGACCAAGCT

CTGATGAGCA

CCAGAGAGGC

AGAGTGTCAC

TGAGCAAAGC

TGAGCTCGCC

ATCAGCCATA

CTGAACCTGA

CCACCCCCTT

GCTTCCTCAT

ATTGACCACT

GCCACAACTC

TCTGTATTTT

CCGTCCCCAG

TACGTGTTCC

CTCCCATGCC

CAGACTTAGG

AGGGTATGTG

ACTTAAGGCA

AGAGGTAACT

CGTTGCTGCC

CATGGGTCTT

GAGCTGTATC

GACCCAGTCT

GGCAAGTCAG

TGAGCTCCTG

CAGTGGATCT

CACATACTTC

CGAGATCAAA

GTTGAAATCT

CAAAGTACAG

AGAGCAGGAC

AGACTACGAG

CGTCACAAAG

CCACATTTGT

AACATAAAAT

GGCTTCTTAT
GTTATAGGTG
CCCCTATTGG
TCTTTATTGG
TACAGGATGG
TGCCCGCAGT
GGACATGGGC
TCCAGCGACT
CACAGCACGA
TCTGAAAATG
GCGGCAGAAG
CCCGTTGCGG
GCGCGCGCCA
TTCTGCAGTC
ATCCTCTTCT
CCGTCCTCCC
AGTATCAACG
GTCTTTGCTG
GAGACGTATT
TGTCAGAATG
CGTACGGTGG
GGAACTGCCT
TGGAAGGTGG
AGCAAGGACA
AAACACAAAG

AGCTTCAACA

GCATGCTATA
ATGGTATAGC
TGACGATACT
CTATATGCCA
GGTCTCATTT
TTTTATTAAA
TCTTCTCCGG
CATGGTCGCT
TGCCCACCAC
AGCTCGGGGA
AAGATGCAGG
TGCTGTTAAC
CCAGACATAA
ACCGTCCTTG
TGGTAGCAAC
TGTCTGCTTT
ACTATTTAAA
CCTCCAATTT
TCACTTTAAC
CTCACTCTTT
CTGCACCATC
CTGTTGTGTG
ATAACGCCCT
GCACCTACAG
TCTACGCCTG

GGGGAGAGTG

AGAGGTTTTA

GAATGCAATT

CTTGCTTTAA

GTTGTTGTTA

CTGTTTTTGG

TTAGCCTATA

TTCCATTACT

ATACACTGTC

ATTATTTACA

CATAACGTGG

TAGCGGCGGA

CGGCAGCTCC

CACCAGTGTG

GCGGGCTTGC

CAGCTGAGTT

GGTGGAGGGC

TAGCTGACAG

ACACGAAGCT

AGCTACAGGC

TGTGGGAGAC

TTGGTATCAC

GCAAATTGGA

TATCAACAGT

CCCGCTTACT

TGTCTTCATC

CCTGCTGAAT

CCAATCGGGT

CCTCAGCAGC

CGAAGTCACC

TTAGGAATTC

AAAACCTCCC

ACTTGTTTAT

CTTGGGGTCT

GGTGTGGGTT

AATCCATAAC

CTTCAGAGAC

AATTCACATA

GATCTCACGC

GCTTCTACAT

TTGCTCCTAA

CCGCACAAGG

ACCGCTGACG

GTTGTGTTCT

AGTGTAGTCT

ACTAACAGAC

TAAGCCGCCA

GTGCACTCCG

GGAGTCACCA

CAGAGGCCAG

GTCCCGTCAA

CTGCAACCTG

TTCGGCGGAG

TTCCCGCCAT

AACTTCTATC

AACTCCCAGG

ACCCTGACGC

CATCAGGGCC

ATTGATCATA

ACACCTCCCC

TGCAGCTTAT

249
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7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761

8821

AATGGTTACA

CATTCTAGTT

ATATTTGAAA

CGCCATTTTT

GTTTACGGGG

ATCGCAGTTT

CAAGCTGGCA

CATATTATTC

GTATCCATAT

ACATTGATTA

ATATATGGAG

CGACCcceceaCe

TTTCCATTGA

AGTGTATCAT

GCATTATGCC

AGTCATCGCT

GTTTGACTCA

GCACCAAAAT

GGGCGGTAGG

GATCGCCTGG

CAGCCTCCGC

AAGTACCGCC

TTTTGGCTTG

CCTATAGGTG

ATTACTAATC

ACTGTCCTTC

TTTACAAATT

ACGTGGGATC

AATAAAGCAA

GTGGTTTGTC

ATATGGCATA

CCAAAAGTGA

GATGGCGATA

CGATATAGGT

CATGGCCAAT

ATTGGTTATA

CATAATATGT

TTGACTAGTT

TTCCGCGTTA

CCATTGACGT

CGTCAATGGG

ATGCCAAGTA

CAGTACATGA

ATTACCATGG

CGGGGATTTC

CAACGGGACT

CGTGTACGGT

AGACGCCATC

GGCCGGGAAC

TATAGAGTCT

GGGTCTATAC

TGGGTTATTG

CATAACATGG

AGAGACTGAC

CACATATACA

TCCACGCGAA

TAGCATCACA

CAAACTCATC

TTGAAAATGT

TTTTTGGGCA

GACGACTTTG

GACAGACGAT

GCATATCGAT

TAGCATAAAT

ACATTTATAT

ATTAATAGTA

CATAACTTAC

CAATAATGAC

TGGAGTATTT

CGCCCCCTAT

CCTTATGGGA

TGATGCGGTT

CAAGTCTCCA

TTCCAAAATG

GGGAGGTCTA

CACGCTGTTT

GGTGCATTGG

ATAGGCCCAC

ACCCCCGCTT

ACCATTATTG

CTCTTTGCCA

ACGGACTCTG

ACACCACCGT

TCTCGGGTAC

AATTTCACAA

AATGTATCTT

CGCCGATGTG

TACGCGATAT

GTGACTTGGG

ATGAGGCTAT

CTATACATTG

CAATATTGGC

TGGCTCATGT

ATCAATTACG

GGTAAATGGC

GTATGTTCCC

ACGGTAAACT

TGACGTCAAT

CTTTCCTACT

TTGGCAGTAC

CCCCATTGAC

TCGTAACAAC

TATAAGCAGA

TGACCTCCAT

AACGCGGATT

CCCCTTGGCT

CCTCATGTTA

ACCACTCCCC

CAACTCTCTT

TATTTTTACA

CCCCAGTGCC

GTGTTCCGGA

ATAAAGCATT

ATCATGTCTG

AGTTTCTGTG

CTGGCGATAG

CGATTCTGTG

ATCGCCGATA

AATCAATATT

TATTGGCCAT

CCAACATTAC

GGGTCATTAG

CCGCCTGGCT

ATAGTAACGC

GCCCACTTGG

GACGGTAAAT

TGGCAGTACA

ATCAATGGGC

GTCAATGGGA

TCCGCCCCAT

GCTCGTTTAG

AGAAGACACC

CCCCGTGCCA

TCTTATGCAT

TAGGTGATGG

TATTGGTGAC

TATTGGCTAT

GGATGGGGTC

CGCAGTTTTT

CATGGGCTCT

TTTTTCACTG

GCGGCCGCCG

TAACTGATAT

CGCTTATATC

TGTCGCAAAT

GAGGCGACAT

GGCCATTAGC

TGCATACGTT

CGCCATGTTG

TTCATAGCCC

GACCGCCCAA

CAATAGGGAC

CAGTACATCA

GGCCCGCCTG

TCTACGTATT

GTGGATAGCG

GTTTGTTTTG

TGACGCAAAT

TGAACCGTCA

GGGACCGATC

AGAGTGACGT

GCTATACTGT

TATAGCTTAG

GATACTTTCC

ATGCCAATAC

TCATTTATTA

ATTAAACATA

TCTCCGGTAG

/150
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8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

CGGCGGAGCT
CAGCTCCTTG
CAGTGTGCCG
GGCTTGCACC
CTGAGTTGTT
GGAGGGCAGT
CTGACAGACT
CGAAGCTTAA
TACAGGCGCG
ACAGACCCTC
TGTGéGCTGG
GGATGATGAT
CTCCAAARAAC
TTACTGTGCA
AACCCTGGTC
CTCCTCCAAG
CCCCGAACCG
CCCGGCTGTC

CAGCAGCTTG

TCTACATCCG

CTCCTAACAG

CACAAGGCCG

GCTGACGCAT

GTGTTCTGAT

GTAGTCTGAG

AACAGACTGT

GCCGCCACCA

CACTCCCAAG

ACGCTGACCT

GTCCGTCAGC

AAGTACTACA

CAGGTGGTCC

CGATCCGCTG

ACCGTCTCCT

AGCACCTCTG

GTGACGGTGT

CTACAGTCCT

GGCACCCAGA

10021 GGTGGACAAG AGAGTTGGTG

10081

10141

10201

10261

10321

10381

10441

10501

GGCTCAGCGC
CAGGCCCCGT
GGGTCTTCTG
GCCCTGCACA
ACCCTGCCCC
ACCTTCTCTC
GTGACAAAAC

GCTCAAGGCG

TCCTGCCTGG

CTGCCTCTTC

GCTTTTTCCC

CAAAGGGGCA

TGACCTAAGC

CTCCCAGATT

TCACACATGC

GGACAGGTGC

AGCCCTGCTC

TGGAGGCCAG

TGGCGGTAGG

TTGGAAGACT

AAGAGTCAGA

CAGTACTCGT

TCCTTTCCAT

TGGGATGGAG

TCACTTTGAA

GCAGCTTCTC

CCCCAGGAAA

GCCCGTCTCT

TTACAATGAC

ATGACTATCT

CAGCCTCCAC

GGGGCACAGC

CGTGGAACTC

CAGGACTCTA

CCTACATCTG

AGAGGCCAGC

ACGCATCCCG

ACCCGGAGGC

CAGGCTCTGG

GGTGCTGGGC

CCACCCCARAA

CCAGTAACTC

CCACCGTGCC

CCTAGAGTAG

CCATGCCTCC

ACTTAGGCAC

GTATGTGTCT

TAAGGCAGCG

GGTAACTCCC

TGCTGCCGCG

GGGTCTTTTC

CTGTATCATC

GGAGTCTGGT

TGGGTTCTCA

GGCCCTGGAG

GGAGAGCAGG

CAACATGGAC

TTACTATTCT

CAAGGGCCCA

GGCCCTGGGC

AGGCGCCCTG

CTCCCTCAGC

CAACGTGAAT

AGCGACTCAT
AGCACGATGC
GAAAATGAGC
GCAGAAGAAG
GTTGCGGTGC
CGCGCCACCA
TGCAGTCACC
CTCTTCTTGG
CCTACGCTGG
CTCAGCACTA
TGGCTTGCAT
CTCACCATCA‘
CCTGTGGACA
TTTGACACGT
TCGGTCTTCC
TGCCTGGTCA
ACCAGCGGCG
AGCGTGGTGA

CACAAGCCCA

GGTCGCTCGG

CCACCACCAC

TCGGGGAGCG

ATGCAGGCAG

TGTTAACGGT

GACATAATAG

GTCCTTGACA

TAGCAACAGC

TGAAACCCAC

GTGGAGTGGG

TCATTTGGTG

CCAAGGACAC

CAGCCACATA

GGGGCCAGGG

CCCTGGCACC

AGGACTACTT

TGCACACCTT

CCGTGCCCTC

GCAACACCAA

ACAGGGAGGG AGGGTGTCTG CTGGAAGCCA

GCTATGCAGT

CTCTGCCCGC

GCAGGCACAG

TCAGACCTGC

GGCCAAACTC

CCAATCTTCT

CAGGTAAGCC

CCTGCATCCA

CCCAGTCCAG

CCCACTCATG

GCTAGGTGCC

CAAGAGCCAT

TCCACTCCCT

CTCTGCAGAG

AGCCCAGGCC

GGGACAGGCC

GGCAGCAAGG

CTCAGGGAGA

CCTAACCCAG

ATCCGGGAGG

CAGCTCGGAC

CCCAAATCTT

TCGCCCTCCA

CCAGCCGGGT

.y



10

o0

15

25

127

10561

10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

11101

11161

11221

11281

11341

11401

11461

11521

11581

11641

11701

11761

11821

11881

11941

12001

12061

GCTGACACGT
TTCCTCTTCC
TGCGTGGTGG
GGCGTGGAGG
CGTGTGGTCA
TGCAAGGTCT
GGTGGGACCC
CCTGAGAGTG
GTACACCCTG
GGTCAAAGGC
GAACAACTAC
CAAGCTCACC
GCATGAGGCT
GGAATTCATT
ACCTCCCACA
TGTTTATTGC
AAGCATTTTT
ATGTCTGGAT
TTGCTGGCGC
TCATGAGCGC
GCGCCATCTC
TACTGGGCTG
TGCTGGCGTT
GTCAGAGGTG
CCCTCGTGCG

CTTCGGGAAG

CCACCTCCAT

CCCCAAAACC

TGGACGTGAG

TGCATAATGC

GCGTCCTCAC

CCAACAAAGC

GTGGGGTGCG

ACCGCTGTAC

CCCCCATCCC

TTCTATCCCA

AAGACCACGC

GTGGACAAGA

CTGCACAACC

GATCATAATC

CCTCCCCCTG

AGCTTATAAT

TTCACTGCAT

CCTCTACGCC

CTATATCGCC

TTGTTTCGGC

CTTGCATGCA

CTTCCTAATG

TTTCCATAGG

GCGAAACCCG

CTCTCCTGTT

CGTGGC

CTCTTCCTCA

CAAGGACACC

CCACGAAGAC

CAAGACAAAG

CGTCCTGCAC

CCTCCCAGCC

AGGGCCACAT

CAACCTCTGT

GGGAGGAGAT

GCGACATCGC

CTCCCGTGCT

GCAGGTGGCA

ACTACACGCA

AGCCATACCA

AACCTGAAAC

GGTTACAAAT

TCTAGTTGTG

GGACGCATCG

GACATCACCG

GTGGGTATGG

CCATTCCTTG

CAGGAGTCGC

CTCCGCCCCC

ACAGGACTAT

CCGACCCTGC

(SEQ ID NO:50)

GCACCTGAAC
CTCATGATCT
CCTGAGGTCA
CCGCGGGAGG
CAGGACTGGC
CCCATCGAGA
GGACAGAGGC
CCCTACAGGG
GACCAAGAAé
CGTGGAGTGG
GGACTCCGAC
GCAGGGGAAC
GAAGAGCCTC
CATTTGTAGA
ATAAAATGAA
AAAGCAATAG
GTTTGTCCAA
TGGCCGGCAT
ATGGGGAAGA
TGGCAGGCCC
CGGCGGCGGT
ATAAGGGAGA
CTGACGAGCA
AAAGATACCA

CGCTTACCGG

TCCTGGGGGG

CCCGGACCCC

AGTTCAACTG

AGCAGTACAA

TGAATGGCAA

AAACCATCTC

CGGCTCGGCC

CAGCCCCGAG

CAGGTCAGCC

GAGAGCAATG

GGCTCCTTCT

GTCTTCTCAT

TCCCTGTCTC

GGTTTTACTT

TGCAATTGTT

CATCACAAAT

ACTCATCAAT

CACCGGCGCC

TCGGGCTCGC

CGTGGCCGGG

GCTCAACGGC

GCGTCGACCT

TCACAARAAAT

GGCGTTTCCC

ATACCTGTCC

ACCGTCAGTC
TGAGGTCACA
GTACGTGGAC
CAGCACGTAC
GGAGTACAAG
CAAAGCCAAA
CACCCTCTGC
AACCACAGGT
TGACCTGCCT
GGCAGCCGGA
TCCTCTATAG
GCTCCGTGAT
CGGGTAAATA
GCTTTAAAAA
GTTGTTAACT
TTCACAAATA
GTATCTTATC
ACAGGTGCCG
CACTTCGGGC
GGACTGTTGG
CTCAACCTAC
CGGGCCGCGT
CGACGCTCAA
CCTGGAAGCT

GCCTTTCTCC
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Ejemplo 4
CREACION DE UNA LINEA CELULAR DE CHO QUE EXPRESA EL

ANTICUERPO MONOCLONAL 1339

[00197] La CHO-K1 HD, una linea celular que se adapto para
crecer en un cultivo en suspensidén de alta densidad, se transfectd
con el vector de doble gen del anticuerpo monoclonal 1339 (como se
describe en el Ejemplo 3 anterior). Las células CHO-K1 HD se
Illevaron en suspension hasta el momento de la transfeccion. El dia
anterior a la transfeccién, las lineas en suspensiéon se sembraron en
placas de seis pozos en la presencia de suero para permitir la unién

de las células.

[00198] Se llevaron a cabo cuatro transfecciones separadas,
cada una separada por 7 dias, utilizando las siguientés pasadas de
ceélulas CHO-K1 HD, y se purificaron frescas y se digirié el ADN a
partir de las preparaciones de ADN del plasmido separadas. Cada
semana, las células se sembraron en dos placas de seis pozos, una
placa para una proporcion de 2.5:1 de ADN:lipofectamina, y la otra
para una proporcion de 3.0:1. Por consiguiente, se transfectdé un total
de 48 reservas durante el transcurso de cuatro semanas. Cada
reserva fue seguida para determinar los niveles de crecimiento y
produccion de anticuerpo; no todas las reservas sobrevivieron a la
seleccion de farmacos. Las reservas se denotan mediante la
siguiente nomenclatura: nombre de anticuerpo monoclonal/nimero de
transfeccién, proporcién de ADN:lipofectamina, letra del pozo

transfectado, y numero de plato. (Ejemplo: mAb 1339/1 2.5 B2 -
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reserva).

[00199] La productividad se midié utilizando el ensayo de
secrecion de 3 dias. Los datos se presentan en titulacion de
anticuerpo monoclonal (microgramo/mililitro) 'y  productividad
especifica (microgramos/milldbn de células/dia). La titulacién y la
especificidad del anticuerpo se determinaron mediante ELISA. Los
resultados de los ensayos de secrecion de todas las reservas 1339

probadas se estipulan en la Tabla 23.

Tabla 23

Productividad de las células CHO transfectadas

mAb No. final
SPR
conc. . pglcélulas de
Reserva de IL-6 mAb (nglcélulas i
(en E6 células
E6/dia) 6
pzg/ml) (x 10°)
TRANSFECCION 1
mADb 1339/1 2.5 A1 - reserva
(2E+05) 6.34 3.019 9.057 1.400
mAb 1339/1 2.5 A1 - reserva
(2E+05) 7.15 2.020 6.059 2.360
mAb 1339/1 2.5 A1 (5E+05) 10.10 3.367 10.100 2.000
mAb 1339/1 2.5 A1 (1E+06) 17.68 3.274 9.822 3.600

AY
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mAb No. final
SPR
conc. uglcélulas de

Reserva de IL-6 mAb (vg/células
(en E6 células
E6/dia) 6
pg/ml) (x10°)
mAb 1339/1 2.5 A1 #D2 1.60 3.048 9.143 0.350
mAb 1339/1 2.5 A2 - reserva 0.40 0.437 1.311 0.610
mAb 1339/1 2.5 B1 - reserva 0.78 0.765 2.294 0.680
mAb 1339/1 2.5 B2 - reserva 10.18 18.244 54.731 0.372
mAb 1339/1 2.5 B2 (2E+05) 28.81 27.166 81.499 0.707
mAb 1339/1 2.5 B2 (2E+05) 23.95 20.790 62.370 0.768
mAb 1339/1 2.5 B2 (2E+05) 10.58 21.374 64.121 0.330
mAb 1339/1 2.5 B2 (5E+05) 54.21 24.255 72.765 1.490
mAb 1339/1 2.5 B2 (5E+05) 37.23 20.683 62.050 1.200
mAb 1339/1 2.5 B2 (1E+06) 77.50 24.603 73.810 2.100
mAb 1339/1 2.5 C1 - reserva 4.29 9.226 27.677 0.310
mADb 1339/1 2.5 C2 - reserva 0.26 0.231 0.692 0.737
mAb 1339/1 2.5 C2 #D1 0.00 0.000 0.000 1.180
mAb 1339/1 2.5 C2 #D2 0.48 0.281 0.842 1.140
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mADb No. final
SPR
conc. i upglcélulas de

Reserva de IL-6 mAb (vg/células i
(en E6 células
E6/dia) 6
pg/mil) (x 10°)

TRANSFECCION 2
mAb 1339/2 2.5 C1 - reserva 5.89 3.812 11.437 1.030
mAb b 1339/2 pool 2.5 C2 2.95 0.624 1.873 3.150
TRANSFECCION 3

mAb 1339/3 2.5 A1 - reserva 0 0.000 0.000 1.160
mAb 1339/3 2.5 A2 - reserva 0.56 0.213 0.640 1.750
mAb 1339/3 2.5 B1 - reserva 0 0.000 0.000 1.340
mAb 1339/3 2.5 B2 - reserva 0.35 0.175 0.526 1.330
mAb 1339/3 2.5 C1 - reserva 0 0.000 0.000 2.040
mAb 1339/3 2.5 C2 - reserva 0.71 0.601 1.802 0.788
mAb 1339/3 3.0 A1 - reserva 0.80 0.368 1.103 1.450
mAb 1339/3 3.0 A2 - reserva 0 0.000 0.000 0.110
mAb 1339/3 3.0 A2 - reserva 0 0.000 0.000 0.220
mAb 1339/3 3.0 B1 - reserva 0 0.000 0.000 2.730
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mAb No. final
SPR
conc. . pglcélulas de
Reserva de IL-6 mAb (wzg/células .
(en E6 células
E6/dia) 6
pg/mil) (x10°)
mAb 1339/3 3.0 B2 - reserva 0.89 0.436 1.309 1.360
mAb 1339/3 3.0 C2 - reserva 0 0.000 0.000 1.130

[00200]

Los rendimientos de anticuerpo monoclonal a partir de

los experimentos de secrecién a pequefa escala se ilustran en la
Fig.10.
Ejemplo 5
ESPECIFICIDAD Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL ANTICUERPO

ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO

[00201] El anticuerpo monoclonal 1339 purificado se probd
para confirmar su especificidad para IL-6. El anticuerpo monoclonal
purificado 1339 se probé mediante ELISA, para determinar su enlace
con un panel de antigenos de control, incluyendo insulina humana,
albimina de suero humano, hemoglobina humana, y albumina de

suero bovino. No se vio ningun enlace especifico con estos

antigenos. (No se muestran los datos).

[00202] En adicion, se probaron el anticuerpo monoclonal
1339 purificado y el anticuerpo monoclonal 88 de control mediante
ELISA, para determinar su enlace con un panel de miembros de la

super-familia de IL-6: CNFT, oncostatina M, IL-11, y NNT-1. Como se
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muestra en las Figuras 5A y 5B, ni el anticuerpo monoclonal 1339 no
el anticuerpo monoclonal 88 se enlazaron con ninguna de estas
citoquinas en el ELISA.

INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR DE MURINO Y

HUMANA INDUCIDA POR IL-6.

[00203] Con el objeto de evaluar la actividad bioldégica de los
anticuerpos monoclonales anti-IL-6, se evalué su capacidad para
inhibir la proliferacion de células de mieloma de murino B9 inducida
por IL-6 (Figura 12), y la proliferacién de células humanas U266
inducida por IL-6 (Figura 13). La linea celular de murino B9 es

sensible a la IL-6 humana.

[00204] Como se muestra en la Figura 12, los anticuerpos
monoclonales 926, 1259, 1337, 1338, 1339 y 1340, mostraron todos
un efecto inhibidor dependiente de |la dosis sobre la proliferacion de
células de mieloma de murino inducida por IL-6. Por ejemplo, en
concentraciones del anticuerpo monoclonal de 100
nanogramos/mililitro, el nivel de inhibicion observado con I|os
anticuerpos monoclonales 926, 1337, 1338, y 1339 esta muy cercano
al nivel de inhibicion observado con el anticuerpo monoclonal B-ES8

de murino.

[00205] Como se muestra en la Figura 13, los anticuerpos
monoclonales 416, 926, y 1339 mostraron un efecto inhibidor
dependiente de la dosis sobre la proliferaciéon de células de mieloma

humano inducida por IL-6.
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INHIBICION DE LA INTERACCION ENTRE IL-6 E IL-6R.

[00206] Para evaluar adicionalmente la actividad biolégica de
los anticuerpos monoclonales anti-IL-6 humanos, se evaludé su
capacidad para inhibir la interaccién entre IL-6 y el receptor de IL-6,
utilizando citometria de flujo.

[00207] La citometria de flujo se llevd a cabo empleando
metodos convencionales. Primero, se llevéo a cabo el bloqueo con el
receptor de Fc sobre las células U266. U266 es una linea de
plasmacitoma humano que produce IgG e IL-6. Las células U266 se
cosecharon y se centrifugaron. Las células se contaron y se lavaron
dos veces en regulador de flujo (FB), y se ajustaron hasta
aproximadamente el 120 por ciento del numero final de células
necesario para el ensayo, calculando 150,000 células por pozo, de
una placa de 96 pozos. Las células se volvieron a suspender en
regulador de flujo a 5x10e6 células/mililitro, y se ajustaron a 0.1
miligramos de hulgG/mililitro. Las células se mezclaron y se
incubaron sobre hielo durante 20 a 30 minutos. En seguida, se
agregaron 15 volumenes de regulador de flujo, y las células se
centrifugaron. El sobrenadante se desechd, y las células se lavaron
dos veces mas con 20 mililitros de regulador de flujo. Luego las
células se volvieron a suspender a una densidad de 1.5x10e6
células/mililitro, y se agregaron 100 microlitros por pozo a la placa
de pre-incubacion. En seguida, se co-incubaron la IL-6 humana
recombinante y los anticuerpos monoclonales anti-IL-6 humana.

Primero se prepararon todas las diluciones necesarias de
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anticuerpos monoclonales e IL-6 en regulador de flujo. En seguida,
se pre-incubaron 50 microlitros de anticuerpo monoclonal con 50
microlitros de |IL-6 (de preferencia a 1 nM final) durante 30 minutos
sobre hielo, después de mezclar la placa en un vértex de placas
durante 30 segundos a potencia media. Se incluyeron pozos de
control para cada anticuerpo monocional ya sea sin IL-6, o bien con
[L-6 en ausencia de anticuerpo. En seguida, las células U266 se co-
i‘ncubaron con IL-6 y los anticuerpos monoclonales anti-IL-6. Las
células bloqueadas y lavadas se agregaron en 100 microlitros de
regulador de flujo a la mezcla de IL-6/mAb anterior. El volumen de
incubacioén final fue de 200 microlitros. Las células se incubaron
durante 30 minutos sobre hielo. Los pasos de lavado entre las
incubaciones se llevaron a cabo como sigue: Inicialmente, la placa
de incubacién se centrifugd a 250 xg durante 4 minutos en un
centrifugo establecido a 4°C. Las placas se deslizaron y se limpiaron
cuidadosamente sin deslocalizar los granulos. En seguida, las
células se volvieron a suspender mediante vortex de la placa durante
10 segundos a la potencia mas alta. Se agregaron 220 microlitros de
regulador de flujo, y nuevamente la placa se centrifugé. Este paso de
lavado se repitio una vez mas, y los granulos celulares pasados por
el vortex finalmente se volvieron a suspender en 100 microlitros de la
dilucién de anticuerpo respectiva. Luego las células se incubaron con
el anticuerpo B-F6 de ratéon anti-IL-6. Se agregaron 100 microlitros
del anticuerpo [5 microgramos/mililitro en regulador de flujo]

directamente a los granulos celulares lavados anteriores, los cuales
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se aflojaron mediante voértex breve, y entonces se pusieron
cuidadosamente de nuevo en vortex a potencia mediante durante 15
minutos. Las células se incubaron durante 30 minutos sobre hielo, y
se lavaron. En seguida, las células se incubaron con IgG1 de cabra
anti-ratén acoplada con APC. Los granulos celulares aflojados vy
lavados se volvieron a suspender en 100 microlitros del anticuerpb
marcado [2.5 microgramos de aloficocianina/mililitro]. Las células se
mantuvieron en la oscuridad, y se pusieron en vértex y se incubaron
sobre hielo durante 30 minutos. Las células se lavaron y se volvieron
a suspender en 200 a 400 microlitros de regulador de flujo. Entonces
se condujo el analisis mediante citometria de flujo. Primero, se
agreg6 yoduro de propidio (PI) utilizando una dilucién de 150 veces
del suministro de yoduro de propidio. Se establecié una compuerta
viva basada en la exclusion de yoduro de propidio, viendo F1-3
contra FSC. Se agregd yoduro de propidio solamente para la
siguientes muestras de células con el fin de evitar una incubacién

extendida de las células con yoduro de propidio.

[00208] Como se muestra en las Figuras 6A y 6B, los
anticuerpos monoclonales 926, 1259, 1337, 1338, 1339 vy 1340,
mostraron todos un efecto inhibidor sobre el enlace de la IL-6 con el
receptor de IL-6 en las células U266 bajo concentraciones crecientes
de IL-6, manteniéndose la concentracion de anticuerpo constante a
0.5 microgramos/mililitro. Se observé un nivel de inhibicién
notoriamente alto con el anticuerpo monoclonal 1339. De una manera

similar, las Figuras 7A y 7B muestran un efecto inhibidor de los
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anticuerpos monoclonales 242, 416, 926, y 1339 sobre el enlace de
IL-6 con el receptor de IL-6 en las <células U266, bajo
concentraciones crecientes de anticuerpo monoclonal,
manteniéndose la concentracion de IL-6 constante a 500
nanogramos/mililitro.
[00209] También se demostré el efecto inhibidor de los
anticuerpos monoclonales cuando se utilizé IL-6 biotinilada (no se
muestran los datos).
[00210] Estos resultados muestran que Ilos anticuerpos
monocionales, 242, 416, 926, 1259, 1337, 1338, 1339 y 1340 son
capaces de inhibir la interaccion entre la IL-6 y su receptor, y por
consiguiente, confirman la actividad biolégica de estos anticuerpos
monoclonales.
[00211] Finalmente, se Illevdé a <cabo un ensayo de
competencia, como se describe en el Ejemplo 2 para la Figura 4,
utilizando los anticuerpos monoclonales 416, 926, 1259, 1337, 1338,
1339 y 1340, junto con el anticuerpo monoclonal 88 de control. Como
se muestra en la Figura 8, todos los anticuerpos monoclonales
probados exhibieron un efecto inhibidor dependiente de la dosis
sobre el enlace de la IL-6 humana recombinante con el receptor de
IL-6.

Ejemplo 6
ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 926 Y

1339

[00212] Se determiné la reactividad cruzada con IL-6 de

2
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murino y de rata para los anticuerpos monoclonales 926 y 1339
mediante ELISA, como se describe anteriormente. Los pozos se
recubrieron con 100 nanogramos/mililitro de IL-6 de murino o de rata
(R&D Systems) a 100 microlitros/pozo. Para los experimentos que
utilizaron anticuerpos monoclonales humanos, se utilizé el anticuerpo
monoclonal 1gG1 kappa (lgG1 de mieloma humano; Sigma-Aldrich
Co.) como un control. Se agregé IgG-HRP de conejo anti-humano
(Dakco) a una dilucién de 1/10,000, a 100 microlitros/pozo, para la
deteccién de los anticuerpos monoclonales. Los controles de
anticuerpo policlonal (pAb) incluyeron IL-6 de cabra anti-humano
biotinilada (Peprotech), IL-6 de cabra anti-murino biotinilada
(Peprotech), e IL-2 de cabra anti-humano biotinilada (Peprotech).
Para los anticuerpos policlonales, se agreg6 estreptavidina-HRP
(Prozima) para la deteccion a 100 microlitros/pozo. Los anticuerpos
se aplicaron en concentraciones de 12.5, 25, 50, y 100
nanogramos/mililitro. Como se muestra en las Figuras 14 y 15,
respectivamente, los anticuerpos monoclonales 926 y 1339 no
detectan la IL-6 de murino o de rata recombinante recubierta,
mediante ELISA. |
Ejemplo 7
DETECCION DE IL-6 NATURAL HUMANA Y DE MONO

[00213] Se analizé6 la capacidad de los anticuerpos
monoclonales 926 y 1339 para detectar la IL-6 humana natural, en
monocitos humanos activados. Los monocitos de células

mononucleares de sangre periférica se activaron durante 24 horas
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con lipopolisacarido (LPS; 20 microgramos/mililitro; Sigma-Aldrich
Co.), con el objeto de inducir la presién intracitoplasmica de IL-6 (no
se muestran los datos. Las <células se trataron con 1
microgramo/mililitro de Brefeldina A (Sigma-Aldrich Co.) 6 horas
antes del final del tratamiento con lipopolisacarido, para inhibir el
transporte de IL-6 hacia el sobrenadante. Las células activadas se
analizaron mediante citometria de flujo como se describi6
anteriormente, con 0.8 microgramos/mililitro de los anticuerpos
monoclonaies biotinilados 88, 1339, 926, B-E8 (anti-IL-6 de murino;
Diaclone), B-Z1 (IgG1 de ratén; Diaclone), e IgG1 kappa humana
(Sigma-Aldrich Co.). Se |llevaron a cabo tres experimentos
independientes para cada anticuerpo. Los experimentos
representativos se muestran en la Figura 16, la cual muestra que los
anticuerpos monoclonales 926 y 1339 reconocen la IL-6

intracitoplasmica natural.

[00214] Adicionalmente, se determin6 mediante ELISA |Ia
capacidad de los anticuerpos monoclonales 926 y 1339 para
determinar la I[L-6 humana natural a partir de suero humano,
utilizando el kit de ELISA de IL-6 humana de Alta Sensibilidad
Diaclone, de acuerdo con los protocolos del fabricante. Utilizando
éste ultimo kit, se determiné la deteccion de IL-6 humana mediante
la competencia del anticuerpo monoclonal (5 microgramos/mililitro)
con el anticuerpo IL-6 recubierto sobre los pozos de la placa ELISA.
La adicién de suero conteniendo IL-6 (Suero AB, lote 5; Blood

Center, Besangon, Francia) en ausencia de un anticuerpo
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competidor, da como resultado la deteccion de la IL-6 mediante el kit
ELISA. La adiciéon de suero conteniendo IL-6 en |la presencia de un
anticuerpo competidor, da como resultado una reduccién en la
capacidad del kit ELISA para detectar la IL-6 en evl suero. Los
anticuerpos de control incluyeron B-E8 (anti-IL-6 de murino;
Diaclone), B-Z1 (IgG1 de ratén; Diaclone), e IgG1 kappa humana
(Sigma-Aldrich Co.). Como se muestra en la Figura 17, los
anticuerpos monoclonales 926 y 1339 detectan la IL-6 natural a partir

de suero donador sano.

[00215] Se determind mediante ELISA la capacidad del
anticuerpo monoclonal 1339 para detectar la IL-6 de mono natural, a
partir del suero de mono Rhesus (BPRC, Holanda), utilizando el kit
ELISA de IL-6 de mono U-Cytech (U-Cytech Biosciences), de
acuerdo con los protocolos del fabricante. Utilizando éste ultimo Kkit,
se determind la deteccidén de IL-6 de mono mediante competencia del
anticuerpo monocional (5 microgramos/mililitro) con el anticuerpo IL-
6 recubierto sobre los pozos de la placa ELISA. La adicion de suero
conteniendo IL-6 en ausencia de un anticuerpo competidor, da como
resultado la deteccion de IL-6 mediante el kit ELISA. La adiciéon de
suero conteniendo IL-6 en la presencia de un anticuerpo competidor,
da como resultado una reduccién en la capacidad del kit ELISA para
detectar la IL-6 en el suero. La IgG1 kappa de mono sirvié como un
anticuerpo de control. Como se muestra en la Figura 18, el
anticuerpo monoclonal 1339 detecta la IL-6 natural a partir de suero

de mono.
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[00216] Habiendo ahora descrito completamente la presente
invencién con algun detalle a manera de ilustracién y ejemplo, para
propésitos de claridad de entendimiento, sera obvio para un experto
ordinario en la materia que la misma se puede llevar a cabo
modificando o cambiando la invencién dentro de un rango amplio y
equivalente de condiciones, formulaciones, y otros parametros, sin
afectar el alcance de la invencién o de cualquier realizacion
especifica de la misma, y que se pretende que estas modificaciones
o0 cambios sean abarcados dentro del alcance de las reivindicaciones

adjuntas.

[00217] Todas las publicaciones, patentes, y solicitudes de
patente mencionadas en esta memoria descriptiva indican el nivel de
habilidad de los expertos en la materia a la que pertenece esta
invencion, y se incorporan a la presente como referencia hasta el
mismo grado como si cada publicaciéon, patente, o solicitud de
patente individual fuera indicada de una manera especifica e

individual como incorporada por referencia.
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EIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado, el cual comprende:
(a) una region variable de cadena pesada (VH) que
comprende:

(i) una VH-CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ
ID NO:55, y una secuencia de amiﬁoécidos que Aes idéntica a
cualquiera de las SEQ ID NOs: 51 a 55 excepto por 1 a 5
sustituciones de aminoéacidos;

(ii)  una VH-CDR2 que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ
ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:97, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 56 a
61 6 97 excepto por 1 a 5 sustituciones de aminoacidos;

(iili) una VH-CDR3 que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ
ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID
NO:98, y una secuencia de aminoacidos que es idéntica a cualquiera
de las SEQ ID NOs: 62 a 73 6 98 excepto por 1 a 5 sustituciones de

aminoacidos; y
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(b) una regién variable de cadena ligera (VL) que
comprende:

(i) una VL-CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que co'nsiste en las:
SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ
ID NO:78, SEQ ID NO: 79, y una secuencia de aminoacidos que es
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 74 a 79 excepto por 1 a 5
sustituciones de aminoacidos;

| (ii) una VL-CDR2 que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:81, SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:83, SEQ
ID NO:84, SEQ ID NO:85, y una secuencia de aminoacidos que es
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 80 a 85 excepto por 1 a 5
sustituciones de aminoacidos;

(iii) una VL-CDR3 que comprende una secuencia
de aminoéacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:88, SEQ ID NO:89, SEQ
ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:92, SEQ ID NO:93, SEQ ID
NO:94, SEQ ID NO:95, SEQ ID NO:96, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 86 a
96 excepto por 1 a 5 sustituciones de aminoacidos;

en donde este anticuerpo se enlaza especificamente a un
antigeno de IL-6.
2. Un anticuerpo monoclonal humano aislado, el cual

comprende una CDR1 de cadena pesada variable (VH-CDR1) que
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tiene la secuencia de aminoacidos T-S-G-X;.X,.V-X3 (SEQ ID NO:99),
en donde X;, X, y X3 pueden ser cualquier aminoacido, y en donde
este anticuerpo se enlaza especificamente a un antigeno de IL-6.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde X; es

metionina (M) o valina (V).

4. El anticuerpo de la reivindicacién 3, en donde X; es
valina (V).
5. El anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde X, es

cisteina (C), alanina (A), serina (S) o glicina (G).

6. El anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde X; es
serina (S) o glicina (G).

7. Un anticuerpo monoclonal humano aislado, el cual
comprende una CDR2 de cadena pesada variable (VH-CDR2) que
tiene la secuencia de aminoacidos X{-X,;-X3-W-D-D-D-X4-X5-Y-Xge-P-
S-L-X;-Xg (SEQ ID NO: 100), en donde X4, X3, X3, X4, X5, Xp, X7y Xg
pueden ser cualquier aminoacido, y en donde este anticuerpo se
enlaza especificamente a un antigeno de IL-6.

8. El anticgerpo de la reivindicacién 7, en donde X, es
leucina (L), fenilalanina (F) o valina (V).

9. El anticuerpo de la reivindicacion 8, en donde X; es
Ieuciha (L).

10. EIl anticuerpo de la reivindicacién 7, en donde X, es
isoleucina (1) o valina (V).

11. El anticuerpo de la reivindicacién 10, en donde X, es

isoleucina (I).
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12. EI anticuerpo de la reivindicacién 7, en donde X; es
tirosina (Y) o fenilalanina (F).

13. El anticuerpo de la reivindicacion 7, en donde X, es lisina
(K) o arginina (R).

14. EIl anticuerpo de la reivindicacién 7, en donde X5 es
arginina (R), tirosina (Y), o histidina (H).

15. EI anticuerpo de la reivindicacién 7, en donde Xz es
serina (S) o asparagina (N).

16. EIl anticuerpo de la reivindicacién 15, en donde Xg es
serina (8).

17. EIl anticuerpo de la reivindicaciéon 7, en donde X; es
arginina (R), lisina (K), acido glutamico (E) o serina (S).

18. EI anticuerpo de la reivindicacién 17, en donde X; es
lisina (K).

19. EI anticuerpo de la reivindicaciéon 7, en donde X; es
serina (S) o asparagina (N).

20. Una molécula de 4a&cido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una CDR1 de
cadena pesada variable (VH-CDR1) que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54, SEQ
ID NO:55, y una secuencia de aminoacidos que es idéntica a
cualquiera de las SEQ ID NOs: 51 a 55 excepto por 1 a 5
sustituciones de aminoacidos;

en donde una molécula de anticuerpo que comprende la
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VH-CDR1 mencionada se enlaza especificamente a un antigeno de
IL-6.

21. Una molécula de acido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una CDR2 de
cadena pesada variable (VH-CDR2) que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ
ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:97, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 56 a
61 6 97 excepto por 1 a 5 sustituciones de aminoacidos;

en donde una molécula de anticuerpo que comprende la
VH-CDR2 mencionada se enlaza especificamente a un antigeno de
IL-6.

22. Una molécula de acido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una CDR3 de
cadena pesada variable (VH-CDR3) que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ
ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID
NO:98, y una secuencia de aminoacidos que es idéntica a cualquiera
de las SEQ ID NOs: 62 a 73 6 98 excepto por 1 a 5 sustituciones de
aminoacidos;

en donde una molécula de anticuerpo que comprende la

VH-CDR3 mencionada se enlaza especificamente a un antigeno de

LY
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IL-6.

23. Una molécula de acido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucleé6tidos que codifica una CDR1 de
cadena ligera variable (VL-CDR1) que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ
ID NO:78, SEQ ID NO: 79, y una secuencia de aminoacidos que es
idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 74 a 79 excepto por 1 a 5
sustituciones de aminoacidos;

en donde una molécula de anticuerpo que comprende la
VL-CDR1 mencionada se enlaza especificamente a un antigeno de
IL-6.

24. Una molécula de acido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una CDR2 de
cadena ligera variable (VL-CDR2) que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID.NO:80, SEQ ID NO:81, SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:83, SEQ

ID NO:84, SEQ ID NO:85, y una secuencia de aminoacidos que es

idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 80 a 85 excepto por 1 a 5

sustituciones de aminoacidos;
en donde una molécula de anticuerpo que comprende la
VL-CDR2 mencionada se enlaza especificamente a un antigeno de
IL-6.
25. Una molécula de 4acido nucleico aislada, la cual

comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una CDR3 de

M
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cadena ligera variable (VL-CDR3) que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en las:
SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:87, SEQ ID NO:88, SEQ ID NO:89, SEQ
ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:92, SEQ ID NO:93, SEQ ID
NO:94, SEQ ID NO:95, SEQ ID NO:96, y una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 86 a
96 excepto por 1 a 5 sustituciones de aminoacidos;

en donde una molécula de anticuerpo que comprende la
VL-CDR3 mencionada se enlaza especificamente a un antigeno de
IL-6.

26. Un anticuerpo monoclonal aislado, el cual comprende:

(a) una region variable de cadena pesada (VH) que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada a partir del
grupo que consiste en las:

(1) H415 (SEQ ID NO:19);

(2) H884 (SEQ ID NO:20);

(3) H1077 (SEQ ID NO:21)

(4) H1078 (SEQ ID NO:22);

(6) H1079 (SEQ ID NO:23);

(6) H1081 (SEQ ID NO:24);

(7) H1089 (SEQ ID NO:25); vy

(8) una secuencia de aminoacidos que es cuando
menos el 80 por ciento idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 19
a25;y

(b) una region variable de cadena ligera (VL) que
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grupo que consiste en las:

(9)

(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
(17)
(18)
(19)
(20)
(21)
(22)
(23)
(24)
(25)

(26)

L112 (SEQ ID
L151 (SEQ ID
L158 (SEQ ID
L159 (SEQ ID
L164 (SEQ ID
L165 (SEQ ID
L166 (SEQ ID
L167 (SEQ ID
L168 (SEQ ID
L169 (SEQ ID
L170 (SEQ ID
L171 (SEQ ID
L172 (SEQ ID
L173 (SEQ ID
L174 (SEQ ID
L175 (SEQ ID
L189(SEQID

L198 (SEQ ID

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

1)
:2);
:3);
:4),
:5);
:6);
:7);
:8);
:9);
10);
11);
12)
13);
14);
15);
16);
17);

:18); y

(27) una secuencia de aminoacidos que es cuando

menos el 80 por ciento idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a
18,y

en donde este anticuerpo se enlaza especificamente a un

antigeno de IL-6.
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27. EIl anticuerpo de la reivindicacion 26, en
mencionada comprende H415 (SEQ ID NO:19) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento
misma.

28. EI anticuerpo de la reivindicacién 26, en
mencionada comprende H884 (SEQ ID NO:20) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento
misma.

29. EIl anticuerpo de la reivindicacion 26, en
mencionada comprende H1077 (SEQ ID NO:21) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento
misma.

30. EI anticuerpo de la reivindicacién 26, en
mencionada comprende H1078 (SEQ ID NO:22) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento
misma.

31. EIl anticuerpo de la reivindicacion 26, en
mencionada comprende H1079 (SEQ ID NO:23) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento
misma.

32. EI anticuerpo de la reivindicacién 26, en
mencionada comprende H1081 (SEQ ID NO:24) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento
misma.

33. EIl anticuerpo de la reivindicacién 26, en

donde la VH
secuencia de

idéntica a la

donde la VH
secuencia de

idéntica a la

donde la VH
secuencia de

idéntica a la

donde la VH
secuencia de

idéntica a la

donde la VH
secuencia de

idéntica a la

donde la VH
secuencia de

idéntica a la

donde la VH
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mencionada comprende H1089 (SEQ ID NO:25) o u.na secuencia de
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento idéntica a la
misma.

34. EIl anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH
mencionada comprende H415 (SEQ ID NO:19) y la VL mencionada
comprende L112 (SEQ ID NO:1).

35. EI anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH
mencionada comprende H415 (SEQ ID NO:19) y la VL mencionada
comprende L165 (SEQ ID NO:6).

36. EIl anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH
mencionada comprende H415 (SEQ ID NO:19) y la VL mencionada
comprende L172 (SEQ ID NO:13).

37. EI anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH
mencionada comprende H1079 (SEQ ID NO:23) y la VL mencionada
comprende L159 (SEQ ID NO:4).

38. EI anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH
mencionada comprende H415 (SEQ ID NO:19) y la VL mencionada
comprende L198 (SEQ ID NO:18).

39. EI anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH
mencionada comprende H1079 (SEQ ID NO:23) y la VL mencionada
comprende L198 (SEQ ID NO:18).

40. EI anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH
mencionada comprende H1081 (SEQ ID NO:24) y la VL mencionada
comprende L172 (SEQ ID NO:13).

41. EIl anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH

D36
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mencionada comprende H1077 (SEQ ID NO:21) y la VL mencionada
comprende L158 (SEQ ID NO:3).

42. EI anticuerpo de la reivindicaciéon 26, en donde la VH
mencionada comprende H1078 (SEQ ID NO:22) y la VL mencionada
comprende L158 (SEQ ID NO:3).

43. EI anticuerpo de la reivindicacion 26, en donde la VH
mencionada comprende H1081 (SEQ ID NO:24) y la VL mencionada
comprende L159 (SEQ ID NO:4).

44. EIl anticuerpo de la reivindicacién 26, en donde la VH
mencionada es una variante de H1079.

45. EI anticuerpo de la reivindicacion 44, en donde Ila
variante de H1079 mencionada comprende una o mas diferencias de
aminoacidos en las CDR1, CDR2 o CDR3 de H1079.

46. EI anticuerpo de la reivindicacion 45, en donde la
variante de H1079 mencionada comprende una o mas diferencias de
aminoacidos en la CDR3 de H1079.

47. El anticuerpo de la reivindicacién 46, en donde la
variante de H1079 mencionada se selecciona a partir del grupo que
consiste en H1511 (SEQ ID NO:26); H1420 (SEQ ID NO:27); H1432
(SEQ ID NO:28); H1515 (SEQ ID NO:29); H1362 (SEQ ID NO:30);
H1437 (SEQ ID NO:31); y H1461 (SEQ ID NO:32).

48. El anticuerpo de la reivindicacién 46, en donde Ila
variante de H1079 mencionada se selecciona a partir del grupo que
consiste en H1519 (SEQ ID NO:38); H1520 (SEQ ID NO:39); H1521

(SEQ ID NO:40); y H1522 (SEQ ID NO:41).

1%
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49. EI anticuerpo de la reivindicacion 26, en donde la VL
mencionada es una variante de L198.

50. EI anticuerpo de la reivindicacion 49, en donde la
variante de L198 mencionada comprende una o mas diferencias de
aminoacidos en las CDR1, CDR2 o CDR3 de L198.

51. EI anticuerpo de la reivindicacion 50, en donde Ia
variante de L198 mencionada comprende una o mas diferencias de
aminoacidos en la CDR3 de L198.

52. EI anticuerpo de la reivindicaciéon 51, en donde la
variante de L198 mencionada se selecciona a partir del grupo que
consiste en L314 (SEQ ID NO:33); L305 (SEQ ID NO:34); L303 (SEQ
ID NO:35); L298 (SEQ ID NO:36); y L321 (SEQ ID NO:37).

53. EI anticuerpo de la reivindicacién 44, en donde la
variante de H1079 mencionada es H1553 (SEQ ID NO:42) o H1579
(SEQ ID NO:43).

54. Un anticuerpo monoclonal aislado, el cual comprende:

(a) una region variable de cadena pesada (VH) que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada a partir del
grupo que consiste en las:

(1) H1522 (SEQ ID NO:41);

(2) H1553 (SEQ ID NO:42);

(3) H1579 (SEQ ID NO:43); vy

(4) una secuencia de aminoacidos que es cuando
menos el 80 por ciento idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 41

ad43;y



10

15

20

25

104

(b) una regibn variable de cadena ligera (VL) que

comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada a partir del

grupo que consiste en las:
(5) L198 (SEQ ID NO:18)
(6) L305 (SEQ ID NO:34)
(7) L314 (SEQ ID NO:33)
(8) L298 (SEQ ID NO:36)

(9) L321 (SEQ ID NO:37); y

(10) una secuencia de aminoacidos que es cuando

menos el 80 por ciento idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 18,

33, 34,36 6 37;y

en donde este anticuerpo se enlaza especificamente a un

antigeno de IL-6.

55. EI anticuerpo de la reivindicacién 54, en
mencionada comprende H1522 (SEQ ID NO:41) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento

misma.

56. EIl anticuerpo de la reivindicacion 54, en

mencionada comprende H1553 (SEQ ID NO:42) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento
misma.

57. EIl anticuerpo de la reivindicacién 54, en
mencionada comprende H1579 (SEQ ID NO:43) o una
aminoacidos que es cuando menos el 80 por ciento

misma.

donde la VH

secuencia de

idéntica a la

donde la VH
secuencia de

idéntica a la

donde la VH
secuencia de
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58. EI anticuerpo de la reivindicacién 54, en donde la VH
mencionada comprende H1522 (SEQ ID NO:41) y la VL mencionada
comprende L198 (SEQ ID NO:18).

59. EI anticuerpo de la reivindicacién 54, en donde la VH
mencionada comprende H1522 (SEQ ID NO:41) y la VL mencionada
comprende L305 (SEQ ID NO:34).

60. EIl anticuerpo de la reivindicaciéon 54, en donde la VH
mencionada comprende H1522 (SEQ ID NO:41) y la VL mencionada
comprende L314 (SEQ ID NO:33).

61. EI anticuerpo de la reivindicacion 54, en donde la VH
mencionada comprende H1553 (SEQ ID NO:42) y la VL mencionada
comprende L198 (SEQ ID NO:18).

62. EIl anticuerpo de la reivindicacién 54, en donde la VH
mencionada comprende H1579 (SEQ ID NO:43) y la VL mencionada
comprende L198 (SEQ ID NO:18).

63. EI anticuerpo de_la reivindicacién 54, en donde la VH
mencionada comprende H1579 (SEQ ID NO:43) y la VL mencionada
comprende L305 (SEQ ID NO:34).

64. EI anticuerpo de la reivindicacién 54, en donde la VH
mencionada comprende H1579 (SEQ ID NO:43) y la VL mencionada
comprende L314 (SEQ (D NO:33).

65. El anticuerpo de la reivindicacion 54, en donde la VH
mencionada comprende H1579 (SEQ ID NO:43) y la VL mencionada
comprende L298 (SEQ ID NO:36).

66. EIl anticuerpo de la reivindicacién 54, en donde la VH

180
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mencionada comprende H1579 (SEQ ID NO:43) y la VL mencionada
comprende L321 (SEQ ID NO:37).

67. Una moiécula de acido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una regidén
variable de cadena pesada (VH) de un anticuerpo anti-IL-6, en donde
la VH mencionada comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en ias:

(1) H415 (SEQ ID NO:19);

(2) H884 (SEQ ID NO:20);

(3) H1077 (SEQ ID NO:21)

(4) H1078 (SEQ ID NO:22);

(5) H1079 (SEQ ID NO:23);

(6) H1081 (SEQ ID NO:24);

(7) H1089 (SEQ ID NO:25); y

(8) wuna secuencia de aminoacidos que es cuando
menos el 80 por ciento idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 19
a 25. |

68. Una molécula de acido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucledétidos que codifica una region
variable de cadena ligera (VL) de un anticuerpo anti-IL-6, en donde
la VL mencionada comprende uné secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo que consiste en las:

(1) L112 (SEQ ID NO:1);
(2) L151 (SEQ ID NO:2);

(3) L158 (SEQ ID NO:3);
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(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
(17)
(18)

(19)

157

L159 (SEQ ID NO:4);
L164 (SEQ ID NO:5);
L165 (SEQ ID NO:6);
L166 (SEQ ID NO:7);
L167 (SEQ ID NO:8);
L168 (SEQ ID NO:9);
L169 (SEQ ID NO:10);
L170 (SEQ ID NO:11);
L171 (SEQ ID NO:12)
L172 (SEQ ID NO:13);
L173 (SEQ ID NO:14);
L174 (SEQ ID NO:15);
L175 (SEQ ID NO:16);
L189 (SEQ ID NO:17);
L198 (SEQ ID NO:18); y

una secuencia de aminoacidos que es cuando

menos el 80 por ciento idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a

18.
69. Una

comprende una

molécula de acido nucleico aislada, lia cual

secuencia de nucleétidos que codifica una regién

determinante de complementariedad (CDR) de una regién variable de

cadena pesada (VH) de un anticuerpo anti-IL-6 seleccionada a partir

del grupo que consiste en:

(1)
(2)

H415 (SEQ ID NO:19);
H884 (SEQ ID NO:20);

48&
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(3)
(4)
(5)
(6)
(7)

158

H1077 (SEQ ID NO:21)
H1078 (SEQ ID NO:22);
H1079 (SEQ ID NO:23);
H1081 (SEQ ID NO:24); y

H1089 (SEQ ID NO:25).

70. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 69, en

donde |la secuencia de nucledtidos mencionada codifica una CDR3 de

una regién variable de cadena pesada (VH) de un anticuerpo anti-IL-

6 seleccionada a partir del grupo que consiste en::

(1)

(2)

(3)

| (4)

(5)

(6)

(7)

71. Una

H415 (SEQ ID NO:19);
H884 (SEQ ID NO:20);
H1077 (SEQ ID NO:21)
H1078 (SEQ ID NO:22);
H1079 (SEQ ID NO:23);
H1081 (SEQ ID NO:24); y
H1089 (SEQ ID NO:25).

molécula de acido nucleico aislada, la cual

comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una regidén

determinante de complementariedad (CDR) de una regién variable de

cadena ligera (VL) de un anticuerpo anti-IL-6 seleccionada a partir

del grupo que consiste en:

(1)
(2)
(3)
(4)

L112 (SEQ ID NO:1);
L151 (SEQ ID NO:2);
L158 (SEQ ID NO:3);

L159 (SEQ ID NO:4);



10

15

20

25

159

(5) L164 (SEQ ID NO:5);
(6) L165 (SEQ ID NO:6);
(7) L166 (SEQ ID NO:7);
(8) L167 (SEQ ID NO:8);
(9) L168 (SEQ ID NO:9);
(10) L169 (SEQ ID NO:10);
(11) L170 (SEQ ID NO:11);
(12) L171 (SEQ ID NO:12)
(13) L172 (SEQ ID NO:13);
(14) L173 (SEQ ID NO:14);
(15) L174 (SEQ ID NO:15);
(16) L175 (SEQ ID NO:16);
(17) L189 (SEQ ID NO:17); y
(18) L198 (SEQ ID NO:18).

72. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 71, en
donde la secuencia de nucle6tidos mencionada codifica una CDR3 de
una region variable de cadena ligera (VL) de un anticuerpo anti-IL-6
seleccionada a partir del grupo que consiste en:

(1) L1112 (SEQ ID NO:1);
(2) L151 (SEQ ID NO:2);
(3) L158 (SEQ ID NO:3);
(4) L159 (SEQ ID NO:4);
(5) L164 (SEQ ID NO:5);
(6) L165 (SEQ ID NO:86);

(7) L166 (SEQ ID NO:7);

@q
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(8) L167 (SEQ ID NO:8);
(9) L168 (SEQ ID NO:9);
(10) L169 (SEQ ID NO:10);
(11) L170 (SEQ ID NO:11);
(12) L1171 (SEQ ID NO:12)
(13) L172 (SEQ ID NO:13);
(14) L173 (SEQ ID NO:14);
(15) L174 (SEQ ID NO:15);
(16) L175 (SEQ ID NO:16);
(17) L189 (SEQ ID NO:17); y
(18) L198 (SEQ ID NO:18).
73. Un vector de expresion que comprende una molécula de
acido nucleico de la reivindicacién 67.
74. Un vector de expresion que comprende una molécula de
acido nucleico de la reivindicacion 68.
75. Un vector de expresion que comprende una molécula de
acido nucleico de la reivindicacion 69.
76. Un vector de expresién que comprende una molécula de
acido nucleico de la reivindicacion 71.
77. Una célula hospedera que comprende un vector de
expresion de la reivindicacion 73.
78. Una célula hospedera que comprende un vector de
expresion de la reivindicacion 74.
79. Una célula hospedera que comprende un vector de

expresion de la reivindicacién 75.

/85
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80. Una célula hospedera que comprende un vector de
expresion de la reivindicaciéon 76.

81. Un método para el tratamiento de una enfermedad
inflamatoria, comprendiendo este método administrar un anticuerpo
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 o0 26 a 66 a un paciente
que lo necesite.

82. Un método para el tratamiento de una enfermedad
autoinmune, comprendiendo este método administrar un anticuerpo
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 o0 26 a 66 a un paciente
que lo necesite.

83. EI método de Ila reivindicaciébn 82, en donde la
enfermedad autoinmune es artritis reumatoide.

84. Un método para el tratamiento de un cancer,
comprendiendo este método administrar un anticuerpo de cualquiera
de las reivindicacionés 1 a 19 o 26 a 66 a un paciente que lo
necesite.

85. EI método de la reivindicacion 84, en donde el cancer
mencionado es mieloma multiple.

86. EI método de la reivindicacion 84, en donde el cancer
mencionado se selecciona a partir del grupo que consiste en
carcinoma renal, cancer de mama, cancer de préstata, linfoma, y
linfoma posterior a trasplante.

87. Un método para el tratamiento de artritis juvenil
idiopatica, comprendiendo este método administrar un anticuerpo de

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 0 26 a 66 a un paciente que

18,
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lo necesite.

88. Un método para producir el anticuerpo monoclonal
aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 o 26 a 66,
comprendiendo este meétodo: (i) cultivar una célula hospedera que
exprese una o mas secuencias de acidos nucleicos que codifiquen el
anticuerpo mencionado, y (ii) recuperar este anticuerpo a partir del
medio de cultivo.

89. EIl uso del anticuerpo monoclonal aislado de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 19 o 26 a 66, para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno
seleccionado a partir del grupo que consiste en una enfermedad o
trastorno autoinmune, una enfermedad o trastorno asociado con una
angiogénesis aberrante o inapropiada, cancer, osteoartritis, artritis
juvehil idiopatica, y condibiones fibréticas.

90. Una composicién farmacéutica, la cual comprende el
anticuerpo monoclonal aislado de cualquiera de las reivindicaciones
1a19 0 26 a 66 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

91. EIl anticuerpo monoclonal aislado de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 19 o 26 a 66, para utilizarse como un
medicamento en el tratamiento de una enfermedad o trastorno
seleccionado a partir del grupo que consiste en una enférmedad o]
trastorno autoinmune, una enfermedad o trastorno asociado con una
angiogénesis aberrante o inapropiada, cancer, osteoartritis, artritis
juvenil idiopatica, y condiciones fibréticas.

92. EI anticuerpo monoclonal aislado de cualquiera de las

934.
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reivindicaciones 1 a 19 o 26 a 66, en donde este anticuerpo inhibe la
proliferacion de células inducida por IL-6, tales como células de
mieloma B9 de murino (ECACC) o U266 humano en un nivel de
inhibicion del 80 por ciento o mayor.

93. EI anticuerpo monoclonal aislado de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 19 o 26 a 66, en donde este anticuerpo se
enlaza especificamente a IL-6, inhibiendo el enlace de IL-6 con su

receptor, en un nivel de inhibicién del 80 por ciento 0 mayor.

/BE%
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Gly

Ile

Gly

Pro
80

/}Bq



15

25

Glu Arp Val Gly Val Tyr Tyr Cys

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Glu Ile Vva

Glu Arg Al

Tyr Leu Al
35

Val Tyr Gli

50

85

100

2

106

PRT

Homo sapiens

1l Leu Thr Gln

a Thr Leu Ser
20

a Trp Tyr Gln

Yy Ala Ser Ser

Asp Ser Gly Ser Gly Thr

65

Pro Glu As

70

P Phe Ala Vval
85

Ile Thr Phé Gly Gln Gly

100

Ser

Cys

Gln

Arg

55

aAsp

Tyr

Thr

Pro

Axg

Lys

40

Ala

Phe

Tyx

Lys

Gln Asn Gly His Ser Phe Pro Leu

90

Glu Leu Lysg

108

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Leu
105

Thr
10,

Ser
Gly
oy
Leu
Gln

20

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ser

Thr

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Len

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Ala

Ser

Asp

30

Arg

Axg

Axg

Lys

25

Pro
18

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
a5

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

30
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25

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Asp Val
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Lys
50

S8er Arg
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211l>
<212>

<213>

3
105
PRT

Homo sapiens

val Met Thr Gln

Val Thr Ile Thr
20

Trp Tyr Gln Gln
35

vVal Ser Ser Leu

Ser Gly Thr Asp
70

Phe Ala Thr Tyr
85

Gly Pro Gly Thr
100

4
105
PRT

Homo sapiens

Ser

Cys

Lys

Arg

-3

Phe

Phe

Lys

Pro

Axg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
20

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Ser-Ala
Asp Ile

Pro Asn
45

Sexr Arg
60

Thxr Ser

Arg Arg

Ser

Asp

30

Leun

Phe

Leu

Phe

Val Gly
15

Asn/Phe

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Leu
95

Y



15

25

<400> 4

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

Asp Axrg Val Thr Ile Thr Cys Arg
- 20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Glu Ser
-1 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 ' 70

Glu Agp Leu Ala Thr Tyr Tyr Cys

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100

<210> 5

<211l> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ber

Lys

val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Ala

Ser

Thr

Pro

Sex

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
958

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

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

1 5

10

15

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

20

25

30



15

25

Leu Asn Trp Tyr Gln
35

Tyr Ala Al# Ser Ser
50 :

Ser Gly Sexr Gly Thr
65 )

Glu Asp Leu Ala Thr
: 85

Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 6

<211> 105

<212> PRT

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 6

Asp Ile Gln Met Thr

-1 5

Asp Ser Val Thr Ile
20

Leu Asn Trp Tyr Gln
35

Tyr Ala Thr Ser Thr
50

Arg Gly Sex Gly Thr
65

Gln

Thx

Gln

Leu

His
70

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Leu

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Phe

Leu Gly Lys Ala

40

Ser Gly Val Pro

Thr Leu Thr Ile

75

Cys Gln Gln Serx

90

Glu Ile Lys

Pro

Arg

Pro

40

Sex

Thr

105

Ser Ser Leu
10

Ala Sexr Gln
25

Gly Lys Ala

Gly val Pro

Leu Thr Ile
.15

Pro Lys Leu Leu Ile

Ser Arxrg Phe Ser Gly

60

Ser Ser Leu Gln Pro

Tyr Arg Pro Leu Thr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asp

45

Ala

Ile

Asp

45

Axg

Ser

Sexr

Ser

30

Leu

Phe

Leu

95

vVal

15

Ile

Leu

Ser

Gln

80

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pxo
80



15

25

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Thrxr Tyr Arg Asn Leu Phe
. 85 90 85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu

100 ’ 105
<210> 7
<211l> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 7

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 S 10 15

Asp Ser Val Thr Val Thr Cys Arg Ala Ser Gln Lys Met Arg Thr Tyr

20 25 30

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
38 - 40 45

’

Tyxr Asp Val Ser Phe Leu Gln Asn Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 . 60

Arg Ala Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asp Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyxr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Asp Thr Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 108
<210> 8
<211> 107
<212> PRT



15

25

<213> Homo

<400> 8

AsSp Val Val Met
1.

Asp Arg Val Thr
20

Leu His Trp Tyr
35

Tyxr Ala Ala Thr
50

Ser Gly Phe Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gln

: 100
<210> 9
<211> 107
<212> PRT
<213>

<400> °]

sapiens

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Arg

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

Homo sapiens

Ser

Cys

Glu

Gln

55

Phe

Phe

Arg

Pro

Arg

Pro
40

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Ser

val

Pxo

Sex

60

Ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Gly

Ser

Serxr

Asp

30

Ile

Phe

Leu

Phe

val
15

Serx
Leu
Ser

Gln

Pro
95

ely

Txp

Ile

Gly

Pro

80

Ile

Asp Val Vval Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
15

1

5

10

195
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15

25

Gly
Leu
Tyr
Sexr
65

Glu

Thr

Arg

Asn

Ser

50

Gly

Asp

Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Glu
X

Asp
Leu

Ser

Sex

Ile

Thr

Ala

Glu

50

Gly

val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly
Phe Ala
Gly Gly

- 100

10
107

PRT

Ile
Gln
Ile
Thx
Thr

85

Cly

Thr

Gln

val

Asp

70

Thr

Homo sapiens

10

Val Leu

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Tyr

Phe Gly

Thx Gln

5

Ile Ala

Gln Gln

Arg Leu

Thxr Asp

70

cys

Lys

Gln
S5

Phe

Sex

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Ala
25

Sexr Gln

Gly Lys

Gly val

Leu Thr

75

Gln Glin

S0

Glu Ile

105

Lys

Sexr Ser Leu
10

Ala Ser Gln
25

Gly Axrg Asn

Gly Val Ser

Leu Thr Ile
75

Ala Pro

Pro Ser

Ile Ser

Ser Tyr

Thr Ile

Arg
45

Arg
60

Ser

Ser

Ser Ala

Gly Ile

Pro Lys
45

Pro Lys
60

Asn Ser

Gly Asp Tyr .

30

Leu Leu Ile

Phe Ser Ala

Leu Gln Prxro
80

Phe Pro Leu
a8

Ser Ala Gly
15 '

Arg Thr Ala
30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Gln Pro
80

19



15

25

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

‘85

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100
<210> 11
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 11
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Ala Trp Tyr
35
Ser Lys Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Phe Ala
Thr Phe Gly Gly
100
<210> 12
<211> 105
<212> PRT

sapiens

Thr

;le

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Thr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Lys

Pro

Arg

Pro
40

Tyx

Ala

Cys

Leu

105

Ser

ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr Leu
10

Sexr Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75

Gln Ser
o0

Ile Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Phe

Ala
Ile
Lys
45

Asn

Ala

Ser

Serxr

30

Leu

Phe

Val

val

95

val

15

Arg

Leu

Ser

Qln

Pro
95

Gly

Txp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

750N



15

25

10

<213> Homo sapiens

<400> 12

Asp Ile Gla Met Thr Gln Ser Pro Sex Ser Leu Ser Ala Phe Val Gly
1 ) 10 15

Asp Gly val Thr Met Thr Cys Trp Ala Ser Gln Ser Ile Asn Asp Tyr
‘ 20 25 30

Leu Asmn Trp Tyr His Gln Arg Pro Gly Glu Ala Pro Glu Leu Leu Val
35 40 45

Phe Ala Ala Ser Asn Leu Gln Ile Gly Val Pro Ser Arg ' Phe Arg Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gln Pro
65 i 70 75 80

Glu Asp Ser Gly Thr Tyr Phé Cys Gln Gln Thr 8er Ser Phe Pro Leu
85 S0 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu

100 105
<210> 13
<211l> 105
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 13

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Sexr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 ‘ S 10 15

Asp Ser Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Thx Ile Ser Asp Phe
20 25 30

296
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15

25

Leu Asn Trp Tyr Gln Gl

38

His Ala
50

65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 14
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo

<400> 14

Asp Val Val Met
1

Gly aAxg Vval, Thr
20

Leu Asn Trp Tyr
35

Tyr Sexr Ala Ser
50 '

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Ser¥ Ser Asn Leu

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

Phe Ala Thr Tyr

Lys

Glin
S5

Phe
70

Sexr
85

Gly Gln Gly Thr Arg
- 100

sapiens

Thr Gln Ser
LY

Ile Thr Cys

Gln Gln Axg

Ile Val Gln
55

Thr His Phe
70

Thr Tyr Ser
85

Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Pro
40

Sex

Thx

cys

11

Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Tle
48

Gly Val Pro Ber Arg Phe Ser Gl
60 :

Ile Ser'Asp Lreu Gln Pro
75 80

Leu Thr

Gln Gln Thr Tyr Ser Thr Leu Gly

90 95
Glu
105
Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10 15

Ala Ser Gln Thr Ile Gly Asp Tyr
25 30

Gly. Lys Ala Pro Arg Leu Leu Ile
45 - '

Gly Val Pro Eer Arg Phe Ser Gly
60

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Gln Gln Sexr Tyr Ser Phe Pro Leu
90 98



15

25

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100
<210> 15
<211l> 104
<212> PRT
<213>
<400> 15

Asp Ile Val Met
1

Asp Arg Val Thr
20

Leu Asn Trp Tyr
35

His Ser Ala Ser
50

Ser Gly Tyr Gly
65

\
Asp Asp Phe Ala

Phe Gly Pro Gly
100

<210> 16
<211> 107
<212> PRT

<213>

Homo sapiens

Thr Gln

ILle Thr

Gln Gln

Thr Leu

Thr Glu

70

Thr Tyr

Thr Lys

Homo sapiens

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

12

10S

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Lys

Ala

Ile

Gln
S0

Leu

Ala

Pro

Ile

78

Gly

Ber

Asn

Pro

Ser
60

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Ser

Asn

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Val

15

Thxr

Leu

Serxr

Gln

Leu
95

Gly

Tyx

val -

Gly

Pro

80

Thxy



15

25

<400>

1

13

16

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asn Ile Ile Asp Tyr

20 25 30

Leu Asn Txp Tyr Gln His Lys Pro Gly Lys Val Pro Thr Leu Leu Ile

35

40 45

Ser Gly Thr Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50

55 60

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

65

70 75 ' 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly His Gly Thr Pro Leu

85 90 95

Ser Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

100 105

17

107

PRT

Homo sapiens

17

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

1

5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Met Ser Asp Tyr

20 | 25 30

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

35

40 45

"LoA]
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e

15

25

Tyr Ser Ala Ser Gly Leu

50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65

85

70

" Glu Asp Val Ala Ala Tyr

Thr Phe Gly Pro Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp Ile
1

Asp Gly
Leu asn

Phe Ala
. 50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

100

18
106
PRT
Homo

18

Gln Met

val Thr
20

Trp Tyr
Ala Ser
Ser Glu

Ser Gly

Gly Gly
100

sapiens

Met

His

aAsn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

TyY
70

Tyr

Thx

Gln

‘685

Phe

Tyxr

Lys

Ser

Cys

Axg

Gln

55

Phe

Phe

Lys

Ser

.Thr

Cys

Leu

Pro
Txp
Pro
40

Ile
Thr

Cys

Leu

14

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Val

Thxr

Gln’

S0

Ile

Ser

10

Ser

Glu

val

Thr

Asn

80

Ile

Pro

Ile

75

Sex

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ile Asn Leu Gln Pro
80

Phe Ser Phe Pro Leu
95

Ser Ala Phe Val Gly
' 15

Ser Tle Asn Asp Tyr
30

Pro Glu Leu Leu Vval
45

Ser Arg Phe Arg Gly
60

Asn Ser Leu Gln Pro
80

His Ser Phe Pro Leu
95



10

o2

15

25

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln Val
b R

Thr Leu

Gly Met

Trp Leu
50

Leu Arg
65

Vval Leu

Cys Ala

Gly Gln

<210>
<211>
<212>

<213>

19
119
PRT
Homo

19

Thy Leu

Thr Leu

20

Cys Val

Ala Leu
Sex

Arg

Thr Met

Ser
160

Arg

Gly
115

Thx

20

119

PRT

sapiens

Lys

Thxr

Ser

Ile

Leu

Thr
85

Tyr

Leu

Glu Ser

Cys Thr

Trp Ile

Tyr
55

Thr Ile

70

ASn Met

Asp Asp

val Thr

Homo sapiens

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Thr

Asp

Tyr

15

Pro

S8er

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Leu
105

Ala
10

Gly

Pro

Asp

Asp

val
90

Tyxr

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Tyr

Val

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Ala

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Leu

Pro

Thr

30

Ala

Asn

Asn

Thx

Asp
110

Thr

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Gln

Ser

Glu

Ser

val

- BO

TYyr

Tyr

Trp

208



15

25

<400>

Gln Val
1

Thr Leu

Gly Met

Trp Leu

50

Leu Arg

Vval Leu

Cys Ala

Gly Gln

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

1

20

Thr Leu Lys

Thr Leu Thr
20

Cys Val Ser
3s

Ala Leu Ile

Ser Arg Leu

Thr Met Thr
85

Arg Ser His
100

Gly Thr Leu
118

21
119

PRT

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Asn

Rep

Val

Homo sapiens

21

5

Serx

Thrx

Ile

Trp

55

Ile

Met

Asp

Thr

Gly

Phe

Arg
40

16

Pxo

Ser
25

Gln

Asp Asp

Thr

Asp

Lys

Pro

Leu
105

Ala
10

Gly
Pro
ABp
Asp
val
S0

TYyTr

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
"

Asp

Tyr

val

Ser

ely

Lys

Leu

Lys

45

Arg
60

Sex

Ala

Lys

Ala

Leu

Pxo

Thr

30

Ala

Asn

Asn

Thx

Asp
110

Thr Gln
15

Thr Ser
Leu Glu
/

Pro Ser

Gln Vval
80

Tyr Tyr
95

Tyr Trp

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln
: 10

15

204
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15

25

Thxr Lew Thr Leu
20

Gly Val Ser Val
35

Trp Leu Ala Leu
50

Leu Lys Asn Arg
65 .

Val Leu Thr Met

Cys Ala Arg Ser
100

Gly Gln Gly Thr
115

<210> 22

<211> 119

<212> PRT

<213>

<400> 22

Gln Val Thr Leu
1

Thr Leu Thr Leu
20

Gly Val Ser Val
35

Trp Leu Ald Leu

Thr Cys

Gly Trp

Val Tyr

Leu Thr

70

Thr Asn

Tyr Asp

Leu Val

Homo sapiens

Lys Glu
5

Thr Cys

Gly Trp

Tle Tyx

Thr

Phe

Txp

55

Ile

Met

Asp

Thr

Ser

Ile

Ile

Trp
55

Phe

Axg

40

Asp

Thr

Asp

Tyrx

Gly

Phe

Arg

40

Asp

17

Ser
25

Gln
Asp
Arg

Pro

Leu
105

Pro
sSerx
25

Gln

Asp

Gly

Pro

Asp

Asp

val
90

Tyx

Thr

10

Gly

Pro

ABp

Phe

Pro

Arg

Thxy

75

Asp

Leu

Phe

Pro

Lys

Ser

Gly

Arg

Ser

Thr

Ala

Val

sSer

Gly

Arg
60

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Leu

Lys

Phe

Lys

45

Tyr

aArg

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Asp
110

Pro

Lys

30

Ala

Ser

Thr

Leu
Pro

Gln

Tyr
95

Tyr

Thr
15
Thr

Leu

Pro

Ser

Glu

Ser

Val
80

Tyr

Trp

Gln

Ser

Glu

Ser

Lo



18

Leu Lys Asn Arg Leu Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
as S0 95 ’

Cys Ala Arg Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp
100 108 110

Gly Gln Glg Thr Leu Val Thr
: i1

<210> 23

10

15

25

<211>
<212>
<213>

<400>

Gin Val
1

Thr Leu

Gly val

Trp Leu
50

Leu Glu
65

vVal Leu

119

PRT

Homo sapiens

23

Thr
Thir
Gly
35

Ala

Ser

Tht

Leu

Leu

20

Val

Phe

Arg

Met

Lys

Gly

Ile

Leu

Thr
85

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Ser Gly

Ser Phe

Val Axg
40

Trp Asp

S5

Ile Thr

Met Asp

Pro

‘Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Thr
10

Gly

Pro

Asp

Asp

val
90

Leu

Phe

Pro

Lys

Thy

75

Asp

Val Lys

Ser Leu

Aly Lys
45

60

Ser Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Pro
Ser
30

Ala

Ser

Asn

Thr Gln
15

Thr Ser

Leu Glu

Pro Ser

Gln val
80

Tyr Tyr
95 '

E23Y
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Cys Ala Arg Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

10

15

e .

25

11t
<210> 24
<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 24

Gln Val Thr Leu Lys Glu

1

5

Thx Leu Thr Leu Thr Cys

Gly val Ala
35

Trp Leu Ala
50

Leu Lys Ser
65

Val Leu Thr

Cys Ala Aﬁg

Gly Gln Gly
115

20

val Gly

Leu

Axg

Met

Ser

100

Thr

Ile

Leu

Thr
85

Tyr

Leu

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Asp

Vval

Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln
10 15

Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
25 30

Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu

40 , 45

Trp Rsp Asp Asp Lys His Tyr Ser Pro Ser
55 ’ 60

Ile Thr Lys Asp Thr Sexr Lys Asn Gln Val
75 80

Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
80 95

‘Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp
105 110

Thr Val Ser Serxr
120

2.



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

25
119
PRT

Homo sapiens

25

Gln Val Thx Leu Lys Glu Sér

1

»

Thx Leu Thr Leu Thr Cys Thr

20

Gly Met Cys Val Ser Trxp Ile

35

Trp Leu Thr Leu Ile Tyr Trp

50

S5

Leu Glu Thr Arg Leu Thr Ile

65

70

Val Leu Thi Met Thr Asn Met

85

Cys Ala Arg Ser Tyr Asp Asp

100

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

<210>

<211>

<212>

115

26

119

PRT

Gly

Phe

Axrg

40

Asp

Thr

Asp

Tyr

20

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Leu
105

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val
90

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Tyr

Val

Sex

Gly

Arg

Ser

Thr

Ala

Lys

Leu

Lys

45

Lys

Ala

Leu

Pro

Ser

30

Ser

Asn

Thr

Asp
110

Thr

is

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr
95

Tyr

Gln

Ser

Glu

Ser

Vval
80

Trp



10

15

25

<213>
<220>

<223>

<400>

Gln Val
2

Thr Leu

Gly val

Trp Leu
50

Leu Glu
65

val Leu

Cys Ala

Gly Gln

<210>
<211>
<212>

<213>

Secuencia Artificial

Variante

26

Thr Leu Lys

Thr Leu Thr
20

Gly Val Gly
35

Ala Phe Ile

Ser Arg Leu

Thr Met Thr
85

Arg Phe Tyr
100

Gly Thr Leu
115

27

119

PRT

21

H1511 humana

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Asp

Val

Ser

Sexr

val

Ile

Met

Asp

Thr

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Thr

Asp

Secuencia Artificial

Pro

Serxr

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Leu
108

Thr

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val
90

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyx

vVal

Ser

Gly

Tyr
60
Ser

Thr

Ala

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Leu

Pro
Ser
30

Ala
Ser
Asn
Thr

Asp
110

Thx

1s

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gln

Ser

Glu

Ser

val
80

209



10

I'

15

25

<220>
<223>

<400>

Gln val
1

Thr Leu

Gly val

Trp Leu
50

Leu Glu
33

Val Leu

Cys Ala

Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

Variante

27

Thr Leu

Thr Leu
20

Gly Val
35

Ala Phe

Ser Axg

Thr Met

Arg Ser
" 100

Gly Thr
118

28
119

PRT

Secuencia Artificial

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Ala

Leu

22

H1420 humana

Glu

Cys

Trp

Phe

Thx

70

Asn

Asp

Val

Ser

Ser

val

Txp

58

Ile

Met

Asp

Thr

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Thr

ASp

Tyr

Pro

Ser
25

Gln

Asp

Lys

Pro

Leu
105

Variante H1432 humana

Thr
10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val
90

Leu

Phe

Pro

Lys

Thx

75

Asp

val

Ser

Gly

Ty

60

Sex

Thr

Ala

Lys

Leu

Lys

45

Lys

Ala

Leu

Pro

Sex
30

Ala

Sexr

Asn

Thr

Asp
110

Thr Glo
is5

Thr Ser

Leu Glu
Pro Ser

Gln val
80

Tyr Tyr
95

Tyr Txp

K¢/



10

15

25

<400>

28

Gln val Thr Leu Lys Glu Ser

1

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Ser

20

Gly val Gly Val Gly Txp Val

3s

Trp Leu Ala Phe Ile Phe Trp

50

65

55

Leu Glu Ser Arg lLeu Thr Ile

70

Val Leu Thr Met Thr Asn Met

85

Cys Ala Arg Ser Gly Asp Asp

100

Gly Gln Gly Thxr Leu Val Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

118

29

119

PRT

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Thx

Asp

Tyr

Secuencia Artificial

23

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Leu
105

Variante H1515 humana

Thrx

10

Gly

Pro

Asp

Asp

val
80

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Val

Sexr

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Ala

Lys Pxro

Leu Ser
30

Lys Ala
45

Tyr Ser
Lys Asn

Ala Thr

Leu Asp
110

Thr Gln
15

Thr Ser

Leu Glu

Pro Ser

Gln val
80

Tyr Tyx
8s

Tyr Trp

LM



10

15

25

<400> 29

Gln val Thr Leu
3 :

Thr Leu Th¥ Leu
: 20

Gly Vval Gly Val
35

Trp Leu Alad Phe
80

Leu Glu Ser Axg
65 .

Val Leu Thr Met

Cys Ala Ard Ser
100

Gly Gln Gly Thr
115

<210> 30

<211> 119

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 30

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr
85

Tyr

Leu

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Asp

Vval

Serx

Ser

val

Trp

55

Ile

Met

Asp

Thy

Gly

Phe

40

Asp

Thr

Asp

Tyrx

Secuencia Artificial

24

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Leu
105

Variante H1362 humana

Thr
10

Gly
Pro
ABp
Asp
val
90

Met

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

78

Asp

Tyx

val

sexr

cly

Tyr

60

Ser

Thr

Ala

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Alz

Leu

Pro

Ber

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Asp
110

Thr Gln
15

Thr Ser

Leu Glu

Prxo Ser

Gln Val
80

Tyr Tyr
95

Tyr Trp

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln
10

b ! 5

15

QAL



(8}

15

20

»we

25

Thr Leu Thr

Gly Val Gly
35

Trp Leu Ala
50 ‘

Leu Glu Sex
65

Val Leu Thyr

Cys Ala Arg

Gly Gln Gly
115

Leu

20

vVal

Phe

Axg

Met

Ser

100

Thr

<210> 31

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

‘Thr

Gly

Ile

Leu

Thr
85

TYX

Leu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Asp

val

Ser

val

Trp

55

Ile

Met

Asp

Thr

Bhe

Arg

40

Asp

Thr

Asp

TYr

25

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Leu
105

<223> Variante H1437 humana

<400> 31

Gly

Pro

Asp

Asp

val
90

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyxr

Ser Leu Ser Thr
30

Gly Lys Ala Leu
45

Tyr Tyr Ser Pro
60

Ser Lys Asn Gln

Thr Ala Thr Tyr
95

Ser Leu Asp Tyr
110

Ser

Glu

Sex

val

80

Tyr

Trp

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

1l

13

10

18

Thr Leu ThY Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser

20

25

30

2R



15

25

26

Gly Vval Gly Val Gly Trp Val Axg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu
35 ’ 40 45

Trp Leu Ala Phe Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Ser Pro Ser

50 ’ © 85 ‘60

Leu Glu Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
€5 70 75 80

val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Phe Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

115
<210> 32
<211> 119
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante H1461 humana
<400> 32

Gln Val ThY Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thxr Gln
1 . s 10 . 158

Thy Leu Thr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Sexr Thr Ser

20 25 30

Gly Val Gly Val Gly Trxrp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu
35 ) 40 45 :

U4



15

25

27

Trp Leu Ala Phe Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Ser Pro Ser

S0 55 60

Leu Glu Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
€5 70 75 80

val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 9S

Cys Ala Arg Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Leu Asp Thr Txp

_ 100 105 110
<210> 33
<211> 106
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante L314 humana
<400> 33

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Phe‘yal-cly.
1 5 10 15

Asp Gly Val Thr Met Thr Cys Trp Ala Ser Gln Ser Ile Asn Asp Tyrx
20 . 25 30

Leu Asn Trb Tyx His Gln Arg Pro Gly Glu Ala Pro Glu Leu Leu Vval
35 40 45

Phe Ala Ala S8er Asn Leu Gln Ile Gly Val Pro Ser Arg Phe Arg Gly
50 55 _ 60

Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gln Pro
65 : 70 75 80

ws



15

25

85

28

S0

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp Ile Glan Met

1

asp Gly Val Thr Met

Leu Asn Trp Tyr His

38

Phe Ala Ala Ser Asn

50°

65

Thr Phe Gly Gly Gly

100

34

106

PRT

105

Secuencia Artificial

Variante

34

20

Ser Gly Se¥ Glu Thr

‘Glu Asp Ser Gly Thr
85

100

Thr

L305 humana

Gln

Thr

Gln

Leu

Tyr

70

Tyr

Thr

Ser

Cys
Arg
Gln
55

Phe

Phe

Lys

Pro Ser Ser
10

Trp Ala Ser
25

Pro Gly Glu
40

Ile Gly Val

Thr Leu Thr

Cys Gln His
‘90

Leu Glu Ile
105

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Ser Ala
Ser Tle

Pro Glu
45

Ser Arg
60

Asn Ser

His Ser

Phe

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Phe

95

Val
15

Asp
Leu
Arg

Gln

Pro
95

.Glu Asp Ser GQly Thr Tyr Phe Cys Gln Sexr Gly His Ser Phe Pro Leu

Cly

val

Gly

Pro

80

Leu

RS



10

15

25

<210> 35

<211> 106
<212> PRT
<213>

<220>

<223>

<400> 35

Asp Ile Gln Met

Asp Gly Val Thr
20

Leu Asn Txp Tyr
35

Phe Ala Ala Ser
50

Ser Gly Ser Glu
65

Glu Asp Setr Gly

Thr Phe Gly Gly
100
<210> 36
<211> 106
<212> PRT

<213>

Thr

Met

His

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Tyr
70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Arg

Gln

55

Fhe

Phe

Lys

Pro

Trp

Pro

40

Ile

Thx

Cys

Leu

Secuencia Artificial

29

Secuencia Artificial

Variante L303 humana

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser Leu
10

Ser Gln

Glu Ala

Val Pro

Thr Ile
75

Leu Gly
20

Ile

Sex

Ber

Pro

Ser

60

Asn

His

Ala

Ile

Glu

45

Arg

Ser

Ser

Phe

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Asp

Leu

Arg

Gln

Pro
85

Gly

Tyr

val

Gly

Pro

80

Leu

U



10

15

25

<220>
<223>

<400> 36

Asp Ile Gln Met

Asp Gly val Thr
20

Leu Asn Trp Tyr
35

Phe Ala Ala Ser
S0

Ser Gly Ser Glu
6s :

Glu Asp Ser Gly

Thr Phe Gly Gly
100

<210> 37

<211> 106

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 37

Variante

Thr

Met

His

Thr

Thr

. 85

Gly

1L.,298 humana

Gln

Thr

Gln

Leu

Thr

Ser

Cys

Arg

Gln

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Trp

Pro

40

Ile

Thr

Cys

Leu

Secuencia Artificial

Variante L3321 humana

30

Sex

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser

Glu

Val

Asn
90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Ser

Sexr

Pro

Ser

60

Asn

His

Ala

Ile

Glu

45

Arg

ser

Ser

Phe

Asn
30

Leu

Phe

Leu

Phe

val Gly
15

Asp Tyr

Leu Val

Arg GCGly

Gln Pro
80

Pro Leu
95

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser ARla Phe Val Gly

1

5

10

15

218



10

15

25

Asp Gly Val Thr Met Thr Cys Trp
' 20

Leu Asn Trp Tyr His Gln Arg Pro
35 40

Phe Ala Ala Ser Asn Leu Gln Ile
5S¢ 55

Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thy
65 70

31
Ala Ser
25
Gly Glu

Gly Vval

Leu Thr

Glu Asp Ser Gly Thr Tyr Phe Cys ‘Gln Asn
. 85 ) 920

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

<210> 38

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante H1519 humana

<400> 38

Gln Ser Ile Asn Asp Tyr
30

Ala Pro Glu Leu Leu Val
45

Pro Ser Arg Phe Arg Gly
60

Ile Asn Ser Leu Gln Pro
75 80

Gly Trp Ser Phe Pro Leu
’ 95

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln
1 s 10 1s

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 ' : 30

Gly Val Gly Vval Gly Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys .Ala Leu Glu
35 40 45

Trp Leu Ala Phe Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Ser Pro Sex
50 55 : . 60

49



10

15

25

32

Leu Glu Ser Axg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln val

111

70

Val Leu Thy Met Thx Asn Met Asp Pro

Cys Ala Arg Ser Ala Asp Asp Tyr Leu

85

100 105

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

1158
<210> 39
<211> 119
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante H1520 humana
<400> 39

75 80

Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
90 g _ 95

Tyr Tyr Ser Leu Asp Tyr Trp
110

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

1

5

10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Sexr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser

20 25

30

Gly Val Gly val Gly Trp Val Axg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu

35

40

45

Trp Leu Ala Phe Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Ser Pro Ser

50

S5

&0

Leu Glu Sexr Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val

65

70

75 80



10

. “

15

25

33

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

85

90

95

Cys Ala Arg Ser Ala Asp Asp Tyxr Leu Tyr Tyr Ala Phe Asp Tyr Trp

100 105

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

115
<210> 40
<211l> 119
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante H1521 humana
<400> 40

Gln val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro
1 5

Thr Leu Tht Leu Thr Cys Sexr Phe Sex
20 25

Gly Val Gly val Gly Trp Val Arg Gln
35 40

Trp Leu Ala Phe Ile Phe Trp Asp Asp
50 85

Leu Glu Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys
65 70

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro
85

Thr

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val
80

Leu
Phe
Pro
Lys
Thx

75

Asp

val

Ser

Gly

Tyxr
60

Sex

Thr

Lys

Leu

Lys
45

Tyr

Lys

Ala

110

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Thr
15

Thr
Leu

Pro

Gln

Gln

Ser

Glu

Serx

Val
80

Tyr

Y



34

Cys Ala Arg Ser Ala Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ser Phe Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

10

15

25

115
<210> 41
<211> 119
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante H1522 humana
<400> 41
Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln
1 5 10 ' 15
Thx Leu Thr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30
Gly Val Gly Val Gly Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu
35 40 45
Txp Leu Ala Phe Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyxr Ser Pro Ser
50 £S5 60
Leu Glu Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80
Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Ser Ala Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Sexr Phe Asp Thr Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115



10

8

15

25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gln val

Thr Leu

Gly Val

Trp Leu

50

Leu Glu
65

Val Leu

Cys Ala

Gly Gln

<210>
<211>

<212>

42

119

PRT

35

Secuencia Artificial

Variante

42

Thr' Leu

Thr Leu
20

Gly Val
35
Ala Phe

Ser Arg

Thx Met

Axrg Serxr

100

Gly Thr
118

43
119

PRT

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thrx
858

Leu

H1553 humana

Glu

Cys

Trp

Trp

Thx

70

Asn

Asp

val

Ser

Sex

Val

TIp

S5

Ile

Met

Asp

Thr

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Thx

Asp

Pro

Bex
25

Gln

Asp

Dys

Pro

Leu
105

Thr
10

Gly

Pro

Asp

Asp

val
S0

Leu Val Lys Pro Thr Glud
15

Phe Ser Leu Ser Thr Ser
30

Pro Gly Lys Ala Leu Glu
45

Lys Tyr Tyr Ser Pro Ser
€0 :

Thr Ser Lys Asn Gln Val
75 80

Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
95

Tyr Ala Leu.Asp Tyr Trp
110

R
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15

25

36

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Variante H1579 humana
<400> 43

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser
1 5

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Ser
20

Gly Val Gly Val Gly Trp Val
35

Trp Leu Ala Phe Ile Trp Trp
50 55

Leu Glu Ser Arg Leu Thr Ile

Gly

Phe

Arg
40

Asp

Thr
65 70
Val Léu Thr Met Thr Asn Met Asp
8s
Cys Ala Arg Ser Ala Asp Asp Tyr
100
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115
<210> 44
<211> 490
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Leu
108

Thr

10

Gly

Pro

Asp

Asp

val
90

Tyx

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Sex

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Phe

Pro

Sex

30

Ala

Ser

Asn

Thr

ABD
110

Thx Gln
158

Thr Ser

Leu Glu

Pro Ser

Gln Vval
80

Tyr Tyr
85

Thr Trp

21



10

e

15

25

<223>

<400>

gtcgacccac
ctgcatatgt
cacagacact
gtgtaggctg
gggatgatga
cctccagaaa
actaétgtgc
gaacctcagt

ctggatctge

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> .

gtcgaceeac
tgettttctg
tgtctgtgace
actacttaca
ttteccaate
tcactctcag
gtcacagett

ctgcaccaac

37

Cadena pesada del mAb B-E8 de murino

44

gcgtceccoggac
cttgtcccaa
cagtctgact
gattcgtcag
taagtactat

ccaggtattce

,tcgatcctat

caccgtetec

45

470

ADN

atggacaggce
gttactctaa
tgttctttct
ccttcaggga
aacccatcece
ctcaagatca
gatgactatc

tcagccaaaa

ttacttette
aagagtctygg
ctgggttttc
agggtctgga
tgaagaécca
ccagtgtgga
tttactatge

cgacaccecc

Secuencia Artificial

Cadena ligera del

45

gcgtccggaa
gacttcagee
tccaggagat

ctggtatcaa

catctectggg

tatcaacagt
teegetcacg

tgtatccatc

aatttgaaga
tccagatgtg
agagtctcete
caaaaatcac
atccceteea
gtggaacctg
ttecggtgetg

ttcccaccat

mAb B-ES8

tggtgtceac

acattgtgat

tttoctgcag

atgagtctece
ggttcagtgg
aagatgttgg
ggaccaagct

catgcgagat

attcctgctg
ccctgggéta
actgagcact
gtggctggca
gctcacaatc
cactgcagat
tttggactac

atctgtctat

ctgattgtce
ttgaagceccet
tctggtatgg
cacatttggt
tccaaggata
actgeccactt

tggggtcaag

ccactggeec

de murino

ttctcagcecte
gactcagtct
ggccagccag
aaggecttctce
cagtggatcé
agtgtattac
ggagctgaaa

tcgaacatct

cttggacttt
ccagccacce
agtattégcg
atcaaatctg
gggtcagatt

tgtcaaaatg

cgggetgaty

60

120

180

240

300

380

220

480

490

60

120

180

240

300

360

420

470

RN
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

38

46
471
PRT

Secuencia Artificial

Cadena pesada del mAb 926 humano

46

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe

1

Ala His Ser Gln val Thr Leu Lys Glu

20 ’ 25

Pro Thr Gln Thr Leu Thr Leu Thr Cys

35

40

Ser Thr Ser Gly Val Gly Val Gly Tfp

50

558

Ala Leu Glu Trp Leu Ala Phe Ile Phe

65

70

Ser Pro Sexr Leu Glu Sexr Arg Leu Thr

85

Asn Gln Val val Leu Thr Met Thr Asn

100 105

Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Ala Asp
115 120

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

130

135

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala

145

150

Leu
10

Ser
Ser
val
Trp
Ile
90

Met
Asp

Thy

Pro

Val
Gly

Phe

Arg

Asp

Thx

Asp

Tyr

val

Ser
158

Ala

Pro

Ser

Gln

60

Asp

Lys

Pro

Leu

Ser

140

Ser

Thr

Thr

Gly

45

Pro

Asp

Asp

val

TYyr

125

Ser

Lys

Ala

Leu

30

Phe

Pro

Lys

Asp

110

Tyr

Ala

Sex

Thr
15

Val
Ser
Gly
Tyr
Ser
95

Thr
Ala

Ser

Thr

Gly

Lys

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

Leu

Thxr

Ser
160

24
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Gly

Pro

Thr

Vval

Asn

225

Pro

Glu

Asp
Asp
Gly
305

Asn

Trp

Pro

Gly

val

Phe

val
210

val

‘Lys

Leu

Thr

Val

2390

Val

Ser

Leu

Ala

Thr
Thr
Pro
198
Thr

Asi

Sex

Leu
275
Ser
Glu
Thy

Asn

pro
3s8

Ala

val
180

Ala

val

Hisg

Gly

260

Met

His

val

Tyr

Gly

340

Ile

Ala

165

Ser

vVal

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

Arg
325

Lys

Glu

Leu

Trp

Leu

Serxr

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

val

Glu

Lys

Gly

Asn

Gln

Ser
215

Ser

Sex

Arg

Pro

295

Ala

val

Thr

Cys

Ser

Ser
200

Serxr

Asn

His

val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
360

39

Leu

Gly
185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

348

Ser

Val Lys
170

Ala Leu

Gly Leu

Gly Thr

Lys vVal
235

Cys Pro
250

Leu Phe
Glu. Val
Lys Phe
yys Pro

315

Leu Thr
330

Lys Val

Lys Ala

Asp

Thr

Tyx

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Axg

Val

Sex

Lys

Tyr

Ser

Serx
2085

Thr

Lys

Ccys

Pro

Cys-

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Phe Pro
175

Gly Vval
190

Leu Ser

Tyr Ile

Lys Val

Pro Ala
285"

Lys Pro
270

Val val

Tyr Val

Glu Gln

His Gln

335

Lys Ala
350

Glu

His

Ser

Cys

Glu
240

Pro,

Lys

val

320

Asp

Leu

Gly Gln Pro Arxrg

385

PREN
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15

Glu Pro Gln vVal Tyr

370

Asn Gln Val Ser Leu

388

Ile Ala Val Glu

Thr Thr Pro Pro
420

Lys Leu Thr Val
435

Cys Ser val Met
450

Leu Ser Leu Ser
465

<210> 47
<211> 233

<212> PRT

405

val

Asp

His

Pro

Thr

Thy

390

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
470

Leun
378

cys

Ser

‘Asp

Ser

Ala
455

Lys

40

Pro Pro

Leu VvVal

asn Gly

Ser Asp
425

Arg Trp
440

Leu His

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

Gly

385

Pro

Sex

Gln

His

Asp

380

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyx
460

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

445

Thr

Leu Thr

Pro Ser

Asn Tyr
415

Leu Tyx
430

Val Phe

Glin Lys

Lys

Asp

400

Lys

8er

Sex

Ser

<223> Cadena ligera del mAb 926 humano

<400> 47

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 i5 '

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
) 20 . 25 ‘ 30

Phe Val Gly Asp Gly Val Thr Met Thr Cys Trp Ala Ser Gln Ser Ile
35 40 45
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Asn Asp Tyr Leu Asn

50

Leu Leu Val Phe Ala

€5

Phe Arg Gly Ser Gly

8S

Leu Gln Pro Glu Asp

Phe Pro Leu Thr Phe

Vval Ala Ala Pro Ser

130

Lys Ser Gly Thr Ala

145

100

115

Axrg Glu Ala Lys Val

165

Asn Ser Gln Glu Ser

180

Ser Leu Ser Ser Thr

198

Lys Val Tyr Ala Cys

210

Thr Lys Ser Phe Asn

- 225

<210>

<211>

<212>

48

471

PRT

Trp

Ala

70

Ser

Ser

Gly

val

Ser
150

Gln

val

Leu

Glu

Arg
230

Tyr

55

Ser

Glu

Gly

Gly

Phe
135

val

TIp

Thy

Thx

val
215

Gly

His

Asn

Thr

Thr

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

41

Gln

Leu

Tyr

Tyr
105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln
185

Ser

His

Cys

Axg

Gln

Phe

90

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp
170

Asp

Lys

Gln

Pro
Iie

75

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
155
Asn
Ser

Ala

Gly

Gly

60

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Glu

val

Thr

aAsn

Ile

125

Asp

Leu

Asp

205

Ser

Ala

Pro

Ile

Gly

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Serxr
190

Glu

Ser

Pro

Ser

Asn

95

His

Arg

Gln

Tyr

Ser
175

Thr

Lys

Glu

'Arg

80

Serx

Ser

Thrx

Leu

Pro

160

Gly

TYyr

His

Pro\val

8
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42

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cadena pesada del mAb 1339 humano
<400> 48

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile
1 5

Ala His Ser Gln Vval Thr Leu
20

Pro Thr Gln Thr Leu Thr Leu
35. ‘

Ser Thr Ser Gly Val Gly Val
50 55

Ala Leu Glu Trp Leu Ala Phe
65 - 70

Ser Pro Sexr Leu Glu Ser Arg
8BS

Asn Gln val val Leu Thr Met
100

Thxr Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser
11585

Asp Thr Trp Gly Gln Gly Thr
130 138

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
145 150

Gly Gly Thy Aia Ala Leu Gly
165

Leu

Lys

Thr

40

Gly

Ile

Leu

Thr

ala

120

Leu

Leu

Cys

Phe

Glu
25

Cys

Trp

Thr

Asn

k#s 1

Asp

val

Ala

Leu

Leu
10

Ser

Ser

val

Trp

Ile

90

Met

Asp

Thr

Pro

val
170

val

Gly

Phe

Arg

Asp

75,

Thr

Asp

Tyr

val

Ser
155

Lys

Ala
Pro
Ser
Gln
&0

Asp
Lys
Pro

Leu

Ser
140

Serx

Asp

Thr

Gly

45

Pro

Bsp

Agp

val

Tyr
125

Sex

Lys

Tyr

Ala
Leu
30

Phe
Pro
Lys
Thr

Asp
110

Tyx

Ala

Ser

Phe

Thx

1s

val

Ser

Gly

Tyr

Ser

95

Thr

Ser

ser

Thr

Pro
17%

Gly

Lys

Leu

Lys

Tyr

80

Lys

Ala

Phe

Thr

Ser

160

Glu

PACY
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Pro

Thy

val

Val

Phe

Vval

Thr

Pro
195

Thr

210 -

Asn
225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

val

Lys

Leu

Thx

val

290

Val

Ser

Leu

Ala

Pro
370

Asin

Ser

Leuy

Vval Ser
180

Ala Val

val Pro

His Lys

Cys Asp
245
J

Gly Gly

. 260

Leu

275

Serxr

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Met Ile

His Glu

Val His

Tyr Arg
325

Gly Lys
340

Ile Glu

val Tyr

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

val

Glu

Lys

Thr

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

S8er

Arg

Pro

295

Ala

val

Thr

Leu
375

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

Val

Thx

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

43

Gly

i85

Sexr

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

val

Thr

val

Cys
345

Ser

Pro

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Serxr

Leu

Leu

Thr

vVal

235

Pro

Phe

val

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Thr

Gln
220
Asp
Pro
Pro
Thr
Asn
300
Arg
val
Ser

Lys

Asp
380

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Gly
190

Leu
Ty
Lys
Pro
Lys

270

val

Glu

Lys
350

Gln

Leu

Val Bis
Ser Ser
Ile Cys

val Glu
240

Ala Pro
25§

Pro Lys
val Vval

Val Asp

Gln Tyxr
320

Gln Asp
335

Ala Leu

Bro Arxrg

Thr Lys

34
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44

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
400

385 390 395

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys

405 410

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu TyY Ser

420 425 430

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Axg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser

43S 440 ' 445

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Serx

450 455 460

Leu Sexr Leu Ser Pro Gly Lys

465 470

<210> 49

<211> 233

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cadena ligera del mAb 1339 humano
<400> 49

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala
1 S 10

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
20 25 30

Phe Val Gly Asp Gly Val Thr Met Thr Cys Trp Ala Ser Gln
35 40 45

Asn Asp Tyr Leu Asn Trp Tyr His Gln Arg Pre Gly Glu Ala
SO S5 60

415

Thr Gly

15

Ser Ala

Ser Ile

Pro Glu

132
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‘Leu Leu Val Phe

65

Phe Arg Gly Sex

Leu Gln Pro Glu

Phe Pro

val Ala
130

Lys Ser
145

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val
210

Thr Lys
225
<210>
<211>
<212>

<213>

100

s

Leu Thr
115

Ala Pro
Gly Thr
Ala Lys

Gln Glu
180

Ser Ser
195

Tyr Ala
Ser Phe
50

12076

ADN

Ala

Gly
85

Asp

Phe

Sex

Ala

val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

Ala
70

Ser

Sexr

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

Ser

Glu

Gly

Gly

Phe

135

val

Trp

Thr

Thr

val
215

Gly

Asn

Thrx

Thx

Gly

120

ile

val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

Secuencia Artificial

45

Leu

Tyr

1905

Thr

Phe

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Gln

Phe
90

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

75

thr

cys

Leu
Pro
Leu
1588
Asn
Ser

Ala

Gly

3/

4383

Ile Gly Val Pro

Leu

Gln

Glu

Serxr

140

ABn

Ala

Lys

Asp

Thr Ile

Asn Ala
110

Ile Lys
125

Agp Glu
Asn Phe
Leu Gln
Asp Ser

190

Tyr Glu
205

Ser

Asn
a5

His
Axg
an
Tyr
Ser
175

Thr

Lys

Leu Ser Ser Pxo

220

Arg

80

Ser

Ser

Thx

Leu

bro

160

Gly

His

val

23R
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<220>
<223>

<400>

gcttteteat
gggetgtgtg
tcttgagtee
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg

attatcaaaa

ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt

ggtgtcacge

agttacatga

tgtcagaagt
tecttactgte
attctgagaa
tacegegeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cetttttcaa

tgaatgtatt

46

Vector de doble gen del mAb 1339 humano

50

agctcacgct
cacgaacccce
aacccggtaa
gegaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgete

aggatcttca
tatgagtaaa

atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgeccagtta
tegtegtttg
tccececatgt
aagttggcceg
atgccatceg
tagtgtatgé
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa

tagaaaaata

gtaggtatct
ccgttcagee
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgegecagaaa
agtggaacga

cctagatcct

cttggtectga
ttegtteatce
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgcg
gtatggcettc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgett
ggcgaccgag>
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcattt;tca

aacaaatagg

cagttcggty
cgaccgetge
ategeccactg
tacagagttc
ctgcgctcetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt

tttaaattaa

cagttaccaa
catagttgecc
cccecagtgcet
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagectee
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgectettge
gctecatcatt
atccagttcg
cagcgtttct

gacacggaaa

gggttattgt

ggttecgege

taggtcgtte
gcettatceeg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt

aaatgaagtt
tgcttaatca

tgactcecceg
gcaatgatac
gccggaaggyg
aattgttgec
gccattgcta
ggttcocaac
tecetteggte
atggcageac
ggtgagtact
cecggegtecaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg

acattteoecc

gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcace
tcgtgtagat
cgcgagaccece
cegagegeay
gggaagctag
caggcategt
gatcaagacy
ctccgategt
tgcataattc
caaccaagtc
cacgggataa
cttcggggeg
etecgtgecace
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt

gaaaagtgcee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
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acctgacgtce
gaggccectga
accctcaaga
aaggagacac
agatccgget
gcagaagtat
getececccage
cgcccectaac
atggctgact
tccagaagta
geccaccgete
catcaagcaa
ggttgatggt
gtgtgtagaa
ctccaacagt
tcccaacaag
tttaaggeac
aatggaacag
tggetttect
cagggatate
aacaaatgcet
ccgecatggga
tggggtaata
ccataccaac
ggcecatecgag
gggectggac
ttctgctggt
gaagaaaggt

agaagccatc

taagaaacca
tggctetttg
gaaaatgtaa
tttatgttta
gtggaatgtg
gcaaagcatg
aggcagaagt
tecegececate
aatttrtttt
BtBRSQRQQF
agagcacctt
atgtacttgt
actggagaag
gagttacctg
gacatgtatc
ctggtgttcet
tcgtgtaaac
gagtatacte
gggecccaag
gtggaggcte
gaggtcatge
gatcatcetet
gcaacctttyg
tttagcacca
aaactaagca
aaktgccecgtg
gtcgecaatce
tactttgaag

gtcegecacat

ttattatcat
cggcacccat
tcacactgge
agaaggttgg
tgtcagttag
catctcaatt
atgcaaagcea
ccgceccctaa
atttatgcag
ttttttggag
ccaccatggce
gectgeeeca
gactgegetg
agtggaattt
tecagecetgt
gtgaagtttt
ggataatgga
tgatgggaac
gtccgtatta
actaccgcgce
ctgcecagtyg
gggtggccceg
accccaagee
aggccatgcg
ageggeaccyg
gtectgactgg
gcagtgecag
accgeggcecec

gccttctceaa

47

gacattaacc
cgttegtaat
tcaccttcgy
taaattcett
ggtgtggaaa
agtcagcaac
tgcatcteaa
ctcegeccag
aggccgagge
gecctaggett
cacctcagceca
gggtgagaaa
caaaacccge
tgatggetct
tgccatgttt
caagtacaac
catggtgage
agatgggcac
ctgtggtgtyg
ctgetegtat
ggaactccaa
tttecatcttg
cattcctggg
ggaggagaat
gtaccacatt
gttccacgaa
catcegecatt
ctectgccaat

tgagactggc

tataaaaata
gttcégtggc
gtgggecttt
gcggetttgyg
gteeccagge
caggtgtgga
ttagtcagca
ttcegeccat
cgcecteggece
ttgcaaaaag
agttcccact
gtccaageca
accctggact
agtaccttte
cgggacccct
cggaagectg
aaccagcacce
cettttggtt
ggcgcagaca
gctggggtea
ataggaccct
catcgagtat
aactggaatg
ggtctgaage
cgagcctacg
acgtccaaca
cceecggactg
tgtgaccect

gacgagccet

ggcgtatcac
accgaggaca
ctgcgtttat
cagccaagcet

tccccageag

aagtccccag -

accatagtcc
tecteegecce
tctgagctat
ctagecttggg
tgaacaaaaa
tgtatatctg
gtgagcccaa
agtctgaggg
tccgcagaga
cagagaccaa
cctggtttgg
ggccttcecaa
aagcctatgg
agattacagg
gtgaaggaat
gtgaagactt
gtgcaggctyg
acatcgagga
atcccaaggyg
tcaacgaqtt
tcggccagga
ttgcagtgac

tccaatacaa

1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

PASY
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aaactaatta
gagatctttg
gagatttaaa
attctaattg
tggaatgect
gaggctactyg
cccaaggact
actcttgett
attatggaaa
ctgtttttte
ttgtgtacet
gccttgacta
aaacctceca
cttgtttatt
taaagcattt
tecatgtctgg
tgtttgtecg

agtggtgttt

'catattgaaa

gtgatttetg
gatagacgac
aggtgacaga
caatgcatat
tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt

agtacgccecec

gactttgagt
tgaaggaacc
gctctaaggt
tttgtgtatt
ttaatgagga
ctgactctca
ttcccteaga
getttgetat
aatattctgt
ttactcecaca

ttagettttt

gagatcataa

Eacctccccc
gcagcttata
ttttcactge
atctctaget
aaatacgcgt
atcgecgata
atgtecgccga
ggcatacgeg
tttggtgact
cgatatgagg
cgatctatac
aaatcaatat
atattggctce
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta

ctattgacgt

gatcttgagce
ttacttetgt
aaatataaaa
ttagattcca
aaacctgttt
acattctact
attgctaagt
ttacaccaca
aacctttata
caggcataga
aatttgtaaa
tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
tcgtgtcaag
tttgagattt
gagatggega
tgtgagttec
atatctggeg
tgggcgattc
ctatatcgcece
attgaatcaa
tggctattgy

atgtccaaca

‘tacggggtea

tggccegecet
tceccatagta
aactgcccac

caatgacggt

48

ctttcctagt
ggtgtgacat
tttttaagtg
acctatggaa
tgctcagaag
cctccaaaaa
tttttgagte
aaggaaaaag
agtaggcata
gtgtctgcta
ggggttaata
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
tggtttgtce
gacggtgact
ctgtegecga
tattggasaa
tgtgtaactg
atagcgctta
tgtgtgtcege
gatagaggecg
tattggecat
ccattgcata
ttaccgeccat
ttagttcata
ggctg@ccgc
acgccaatag
ttggcagtac

aaatggcecyg

tecatcccace
aattggacaa
tataatgtgt
ctgatgaatg
aaatgccatc
agaagagaaa
atgectgtgtt
ctgcactgcet
acagttataa
ttaataacta
aggaatattt
gaggttttac
aatgecaattg
agcatcacaa

aaactcatca

gcagtgaata
ctaaattcat
atcgatattt
atatcgecat
tatcgtttac
aaatatcgca
acatcaagct
tagcecatatt
cgttgtatec
gttgacatty
gcccatatat
ccaacgaccc
ggactttcca
atcaagtgta

cctggcatta

cegecccaga
actacctaca
taaactactg
ggagcagtgg
tagtgatgat

ggtagaagac

tagtaataga

atacaagaaa
tcataac#ca
tgctcaaaaa
gatgtatagt
ttgectttaaa
ttgttgttaa
atttcacaaa

atgtatectta

ataaaatgtg
gtcgcgegat
gaaaatatgg
tttteccaaaa
gggggatggc
gtttcgatat
ggcacatgge
attcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttecge
ccgeccattg
ttgacgtcaa
tcatgtgcca

tgcccagtac

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4980

5040

5100
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atgaccttat
atggatgatge
tttecaagtc
gactttccaa
cggtgggagg
catccacgcet
gaacggtgcea
gtctatagge
atacaccccec
attgaccatt
atggctettt
tgacacggac
tacaacacca
gaatctcgygyg
ccgageectyg
cagtggaggc
ccgtggeggat
catttggaag
gataagagtc
gagcagtact
tgttcctétc
ccatgggatg
acatccagat
tgacttgttg
gggaggcccc
ggttcagggg
aagatagtgg
ggaccaagcet
ctgatgagca

ccagagaggc

gggactttec
ggttttagea
tccaccccat
aatgtcgtaé
tctatataag
gttttgacct
ttggaacgeg
ccacceccett
gcttecteat
attgaccact
gccacaacte
tptgtatttt
ccgtceeecag
tacgtgttece
ctceecatgec
cagacttagg
agggtatgtg
acttaaggca
agaggtaact
cgttgetgec
catgggtctt
gagetgtatce
gacccagtet
ggcaagtcag
tgagctcctg
cagtggatct
cacatacttc
cgagatcaaa
gttgaaatct

caaagtacag

tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgec
cagagctcegt
ccatagaaga
gattcccegt
ggettcettat
gttataggtg
ccectattgg

tctttattgy

tacaggatgg

tgccegeagt
ggacatgggce
tccagegact
cacagcacga
tctgaaaatg
gcggcagaag
ccegttgegg
gegegegeca
ttetgeagtc
atcctettet
cegtectece
agtatcaacg
gtctttgetg
gagaégtatt
tgtcagaatg
cgtacggtgg
ggaactgcct

tggaaggtgg

49

tacétctacg
gggegtggat
gggagtttgt
ccattgacgc
ttagtgaacce
cacegggace
gccaagagtyg
gcatgctata
atggtatagc
tgacgatact
ctatatgecca
ggtctcattt
tttt;ttaaa
tcttctecgg
catggteget

tgcccaccac

agctecgggga
aagatgcagyg
tgctgttaac
ccagacataa
accgtecttg
tggtagcaac
tgtetgettt
actatttaaa
cctacaattt
tcactttaac
ctcactcttt
ctgcaccate
ctgttgtgtg

ataacgccct

tag;agtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggegg
gtcagatcgce
gatccagcct
acgtaagtac
ctgtttttgg
ttagecctata
ttecattact
atacactgtc
attatttaqa
cataacgtgg
tagcggegga
cggeagetec
caccagtgtg
gcgggettge
cagctgagtt
ggtggaggge
tagctgacag
acacgaagct
agctacaggc
tgtgggagac
ttggtatcac
gcaaattgga
tatcaacagt
ccegettact
tgtcttecatc
cctgctgaat

ccaatcgggt

cgctattace
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggegtgta
ctggagacgc
ccgeggecgyg
cgcctataga
cttggggtcet
ggtgtgggtt
aatccataac
cttcagagac
aattcacata
gatctcacgc

gcttetacat

ttgctectaa

ccgcacaagg

accgetgacyg

gttgtgttct
agtgtagtcet
actaacagac
taagccgeca
gtgcactecyg
ggagtcacca
cagaggccag
gteccgtcaa
ctgcaacgtg
ttecggeggag
ttcccgeeat
aacttctate

aactcccagg

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
§700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780

6840

63800
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agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagetegee
atcagccata
ctgaacctga
aatggttaca
cattctagtt
atatttgaaa
cgccattttt
gtttacgggy
atcgeagttt
caagctggca
catattatte
gtatccatat
acattgatta
atatatggag
cgaccccega
tttecattga
agtgtatcat
geattatgece
agtcatcgcet
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcgcctgg
cagcotocge
aagtaccgec
ttttggettyg

cctataggtg

agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag
ccacatttgt
aacataaaat
aataaagcaa
gtggtttgte
atatggcata
ccaaaagtga
gatggcgata
cgatataggt
catggccaat
attggttata
cataatatgt
ttgactagtt
ttecgegtta
ccattgacgt
cgteaatggy
atgceaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggattte
caacgggact
cgtgtacggt
agacgccatce
ggecgggaac
tatagagtot
gggtctatac

tgggttattg

agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca
agaggtttta
gaatgcaatt
tagcatcaca
caaactcatc
ttgaaaatgt
tttttgggca
gacgactttg
gacagacgat
gcatatcgat
tagcataaat
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgeacectat
ccttatggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttcocaaaatyg
aggaggtcta
cacgctgttt
ggtgcattgy
ataggccecac
accececgett

accattattg

50

gcacctacag
tctacgectg
ggggagagtyg
cttgetttaa
gttgttgtta
aatttcacaa
aatgtatctt
cgccgatgtg
tacgcgatat
gtgacttggg
atgaggctat
ctatacattg
caatattggce
tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatggce
gtatgttccc
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
ttggcagtac
ccccattgac
tocgtaacaac
tataagcaga
tgacctecat
aacgceggatt
cceettgget
cctcatgtta

accactcecce

ceteagoage
cgaagtcacc
ttaggaattc
aaaacctcce
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtcetg
agtttctgtg
ctggcgatag
cgattetgty
atcgcecgata
aatcaatatt
cattdgccat
ccaacattac
gagtcattag
ccgeetgget
atagtaacge
geccacttgy
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatggge
gtcaatggga
tecgececcceat
gectegtttag
agaagacacc
cceegtgeca
tcttatgeat
taggtgatgy

tattggtgac

accectgacge
catcagggcece
attgatcata
acacctecece
tgcagcttat
ttttteactyg
geggecgeeg
taactgatat
cgettatate
tgtcgcaaat
gaggegacat

ggccattage

tgcatacgtt

cgccatgttg
ttecatagece

gacegcccaa

caatagggac
cagtacatca
ggeccgecty
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gggaccgatc
agagtgaacgt
getatactgt
tatagcttag

gatactttce

6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580

8640
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attactaatc
actgtectte
tttacaaatt
acgtgggatc
cggcggagct
cagctecttg
cagtgtgcecg
ggcttgcace
ctgagttgtt
ggagggcagt
ctgacagact
cgaagcttaa
tacaggecgceg
acagacccte
tgtgggctgg
ggatgatgat
ctccaaaa#c
ttactgtgca

aaccctggtce

. ctectccaag

ccccgaaceg
ccecggetgte
cagcagctty
ggtggacaag
ggcteagege
caggcccegt
gggtettetg
gccctgcaca
accctgecece

accttctete

cataacatgg
agagactgac
cacatataca
tccacgecgaa
tctacatceyg
ctecetaacag
cacaaggccg
gectgacgecat
gtgttetgat
gtagtctgag
aacagactgt
gcocgccacca
cactcccaag
acgctgacct
gtccgtcage
aagtactaca
caggtggtce
Cgatccgctg
accgtctecet
agcacctctyg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
agagttggtg
tc;tgcctgg
ctgecetcette
getttttecee
caaaggggca
tgacctaagc

ctccecagatt

ctctttgcca
acggactetg
acaccaccgt
tetegggtac
agcecetgete
tggaggccag
tggcggtagg
ttggaagact
aagagtcaga
cagtactegt
tectttecat
tgggatggag
tcactttgaa
geagettete
ccccaggaaa
gececgtetee
ttacaatgac
atgactatct
cagcctccac
ggggcacagce
cgtggaactc
caggactcta
cctacatctg
agaggccagc
acgcatceeyg
acccggéggc
caggctcetgyg
ggtgctggge
ccaccccaaa

ccagtaactc

51

caactctctt
tatttttaca
cccecagtgcee
gtgttcecgga
cecatgectce
acttaggcac
gtatgtgtet
taaggcagcyg
ggtaactccee
tgctgeegeg
gggtctttte
ctgtatcate
ggagtctggt
tgggttctea
ggccctggag
ggagagcagg
caacatggac

ttactattet

caagggccca
ggcecctggge
aggcgcectg
ctceccteoage
caacgtgaat
acagggaggg
gctatgeagt
ctetgeecge
gcaggcacag
tcagacectge
ggccaaactc

ccaatcttet

tattggctat
ggatggggte
cgcagttttt
catgggctct
agcgactcat
agcacgatge
gaaaatgage
gcagaagaag
gttgeggtge
cgcgecacca
tgcagtcace
ctettettgy
cectacgetgg
ctcagcacta
tggcttgcat
ctcaccatca
cctgtggaca
tttgacacgt
teggtcettee
tgcetggtca
accageggeg
agcgtggtga
cacéagccca
agggtgtctg
cccagtecag
cccactcatyg
gctaggtgce
caagagccat
tccactcect

ctctgecagag

atgccaatac -

tcatttatta
attaaacata
tecteeggtag
ggtcgetegy
ccacgcaccac
tcggggageg
atgcaggcag
tgttaacggt
gacataatag
gtecttgaca
tagcaacage
tgaaacccac
gtggagtggg
tecatttggtg
ccaaggacac
cagccacata
ggggccaggyg

ccctggeace
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgececte
gcaacaccaa
ctggaagceca
ggcagcaagyg
ctcagggaga
cctaacceag
atccgggagg
cagctcecggac

cccaaatctt

8700
8760
8820
8880
8940
SQ00
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140

10200

© 10260

10320

10380

10440

274
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gtgacaaaac
gctcaaggeg
gctgacacgt
ttecetcttee
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtet
ggtgggacce
cctgagagtg
gtacacecctg
ggtcaaagge
gaacaactac
caagctcacc
gecatgagget
ggaattcatt
acctcccaca

tgtttattge

aagcattttt
atgtctggat.
ttgetggege
tcatgagege
g;gccatctc
tactgggetg
tgctggcétt:

gtcagaggtg’

ccctegtgcg

cttcgggaag,

tcacacatge
ggacaggtgce
ccacctcecat
ccccaaaace
tggacgtgag
tgcataétgc
gcgtectcac
ccaacaaagce
gtggggtgeg
accgctgtac
cceccatece
ttctatececa
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc
gatcataatc
ccteceectg

agcttataat

ttcactgecat
cctetacgee
ctatatcgec
ttgtttecgge
cttgcatgcea
cttectaatg
tttqcatagg
gcgaaaceceg
ctctectgtt

cgtggc

ccacegtgea
cctagégtag
ctcttectea
caaggacacc
ccacgaagac
Caagacaaag
cgtectgeac
cctccéggcc
agggccacat
caacctectgt
gggaggagat
gegacatege
ctcecgtget
gecaggtggcea
actacacgca
agccatacca

aacctgaaac

ggttacaaat

tctagttagtg
ggacgecatcg
gacatcaccg
gtgggtatgg
cecattcettiyg
caggagtcge
ctcegeccee
acaggactat

ccgaccetge

52

caggtaagcc
cctgecatcca
gcacctgaac
ctecatgatct
cctgaggtca
ccgcgggagg
caggactgge
cccatcgaga
ggacagaggc
cccetacaggg
gaccaagaac
cgtggagtgy
ggactecegac
gcaggggaac
gaagagectc
catttgtaga
ataaaatgaa

aaagcaatag

gtttgtccaa
tggceggeat
atggggaaga
tggcaggece
cggcggeggt
ataagggaga
ctgacgagca
aaagatacca

cgcttaccgg

agcecaggec
gggacaggec
tectggaggy
cccggaceee
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatcte
‘cggctcggcc
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatyg
ggctcettet
gtcttctcat
tecctgtote
ggttttactt
tgcaattgtt
catcacaaat
actcatcaat
caccggcegcec
tcgggetege
egtggccggg
gctcaacggce
gegtegacct
tcacaaaaat
ggegtttece

atacctgtece

tcgeecteca
ccagccgggat
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
caccectetge
aaccacaggt
tgacctgceet
ggcagccgga
tcectetatag
gctccgtgat
cgggtasdata
gctttaaaaa
gttgttaact
ttcacaaata
gtatcttatce
acaggtgcgg
cactteggge
ggactgttgg
ctcaacctac
cgggccgegt
cgacgctcaa
cetggaagcet

gcectttetcee

10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10820
loseso
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
117600
11760
1lB820
11880

11940

12000

12060

12076

24
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

53

51
7
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR1 Humana

51

Thr Ser Gly Met Cys Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

52

7

PRT

Secuencia Artificial

VH CDR1 Humana

52

Thr Ser Gly Val Ala Val Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

5

53

7

PRT

Secuencia Artificial

VH CDR1 Humana

2444
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54

<400> 53

Thr Ser Gly Val Ser Val Gly

1 5

<210> 54

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VH CDR1 Humana

<400> 54

Thr Ser Gly Val Gly Val Gly

1 5

<210> 55

<21l> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VH CDR1 Humana

<400> 55

Thr Ser Gly Val Ala Val Asn

1 5
<210> 56
<211l> 16
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial



10

15

20

25

<220>

<223>

<400>

55

VH CDR2 Humana

56

Leu Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Arg Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10
57
16
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR2 Humana

57

15

Leu Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys His Tyr Ser Pro Ser Leu Lys Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10
58
16
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR2 Humana

58

15

Leu Val Tyr Trp Asp Asp Asp Arg Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Asn

1

<210>

<211>

5 10

59

16

15

247
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56

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VH CDR2 Humana

<400> 59

Leu Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Ser Pro Ser Leu Lys Asn

1 5 10 15
<210> 60

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR2Z Humana

<400> 60

Phe Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Ser Pro Ser Leu Glu Ser

1 5 10 15
<210> 61

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR2Z Humana

<400> 61

Val Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Arg Arg Tyr Ser Pro Ser Leu Ser Ser

1 5 10 15

24



15

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Phe Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

57

62

12

PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

62

5
63
12
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

63

5

64

12

PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

10

10

248



15

25

<400>

Ser Ala Asp Asp Tyr eu Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Gly Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Aia Leu Asp Tyr

1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Leu Asp Tyr

1
<210>
<211>
<212>

<213>

64

5
65
12
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

65

5
66
12
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

66

5
67
12
PRT

Secuencia Artificial

10

10

10

24\



15

25

59

<220>
<223> VH CDR3 Humana
<400> 67

Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ser Leu Asp Tyr

1 5 : 10
<210> 68
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> VH CDR3 Humana
<400> 68

Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Phe Asp Tyr

1 5 10
<210> 69
<211> 12
<212>  PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> VH CDR3 Humana
<400> 69

Ser Tyr Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Leu Asp Thr

1 5 10
<210> 70
<211> 12

217



15

25

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Ala Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ser Leu Asp Tyr

1

<210>

<211l>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Ala Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Phe Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Ala Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ser Phe Asp Tyr

1

PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

70

5
71
12
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

71

5
72
12
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

72

5

60

10

10

10

248
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20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Ala Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ser Phe Asp Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg Ala Ser Gln Thr Ile Asp Ser Ser Tyr Leu Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

61

73
12
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR3 Humana

73

5
74
12
PRT

Secuencia Artificial

VL CDR1 Humana

74

5
75
11
PRT

Secuencia Artificial

VL CDR1 Humana

10

10



15

25

<400>

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Asp An Phe Leu Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg Ala Ser Gln Thr Ile Ser Ser Tyr Leu Asn

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ile Tyr Leu Asn

1

<210>

<211>

<212>

<213>

75

5
76
11
PRT

Secuencia Artificial

VL CDR1 Humana

76

5
77
11
PRT

Secuencia Artificial

VL CDR1 Humana

77

5
78
11
PRT

Secuencia Artificial

10

10

10
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63

<220>
<223> VI, CDR1 Humana
<400> 78

Arg Ala Ser Gln Thr Ile Ser Asp Phe Leu Asn

1 ' 5

<210> 79

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VL CDR1 Humana

<400> 79

Trp Ala Ser Gln Ser Ile Asn Asp Tyr Leu Asn

1 5
<210> 80
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> VL CDR2 Humana
<400> 80

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1 5
<210> 81
<211> 7

10

10

K81
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25

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

64

PRT

Secuencia Artificial

VL CDR2 Humana

81

Lys Val Ser Ser Leu Axrg Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

82

7

PRT

Secuencia Artificial

VL CDR2 Humana

82

Ala Ala Ser Ser Leu Glu Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

83

7

PRT

Secuencia Artificial

VL CDR2 Humana

83

Ala Thr Ser Thr Leu Gln Ser

1

5

(YA
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25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

65

84
7
PRT

Secuencia Artificial

VL CDRZ Humana

84

Ala Ser Ser Asn Leu Gln Ser

1

<210>

<211l>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
85
7
PRT

Secuencia Artificial

VL CDR2 Humana

85

Ala Ala Ser Asn Leu Gln Ile

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

5

86

9

PRT

Secuencia Artificial

VL, CDR3 Humana

2GR
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<400>

Gln Gln Tyr Ala Lys Ser Pro Ile Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln Gln Thr Arg Arg Phe Pro Leu Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

86

5
87
9
PRT

Secuencia Artificial

VL CDR3 Humana

87

5
88
9
PRT

Secuencia Artificial

VL CDR3 Humana

88

5
89
S
PRT

Secuencia Artificial

YA
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<220>
<223> VL CDR3 Humana
<400> 89

Gln Gln Thr Tyr Arg Asn Leu Phe Thr

1 5

<210> 90

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VL CDR3 Humana

<400> 90

Gln Gln Thr Tyr Ser Thr Leu Gly Thr

1 5
<210> 91
<211l> 9
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> VL CDR3 Humana
<400> 91

Gln Asn Gly His Ser Phe Pro Leu Thr

1 5
<210> 92
<211> 9

NS
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68

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VL CDR3 Humana

<400> 92

Gln Ser Gly His Ser Phe Pro Leu Thr

1 5

<210> 93

<211> S

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VL CDR3 Humana

<400> 93

Gln His Gly His Ser Phe Pro Leu Thr

1 5

<210> 94

<211> ]

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> VL CDR3 Humana

<400> 94

Gln Leu Gly His Ser Phe Pro Leu Thr

1 5

256
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20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

69

95
9
PRT

Secuencia Artificial

VL CDR3 Humana

95

Gln Asn Ala His Ser Phe Pro Leu Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

96

9

PRT

Secuencia Artificial

VL CDR3 Humana

96

Gln Asn Gly Trp Ser Phe Pro Leu Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

5

97

16

PRT

Secuencia Artificial

VH CDR2 Humana
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<400> 97

Leu Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Ser Pro Ser Leu Glu Thr

1 5 10 15
<210> o8

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR3 Humana

<400> 98

Ser His Asp Asp Tyr Leu Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr

1 5 10
<210> 99

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> VH CDR1 Humana

<220>

<221> CARACTERTSTICAS_VARIAS

<222> (4) .. (4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido
<220>

<221> CARACTERTSTICAS_VARIAS

<222> (5) .. (5)

L5H
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20

25

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

71

Xaa puede ser cualquier aminoacido

CARACTERfSTICAS_VARIAS
(7) .. (7)
Xaa puede ser cualquier aminoécido

99

Thr Ser Gly Xaa Xaa Val Xaa

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

5
100
16
PRT

Secuencia Artificial

VH CDR2 Humana

CARACTERTSTICAS_VARIAS

(1) .. (1)

Xaa puede ser cualquier aminoacido

CARACTERISTICAS_VARIAS
(2) .. (2)

Xaa puede ser cualquier aminoacido

CARACTERISTICAS VARIAS

(3) .. (3)



15

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Xaa Xaa Xaa Trp Asp Asp Asp Xaa Xaa Tyr Xaa Pro Ser Leu Xaa Xaa

1

72

Xaa puede ser cualquier

CARACTERTSTICAS_VARIAS
(8) .. (8)

Xaa puede ser cualquier

CARACTERISTICAS_VARIAS
(9) .. (9)

Xaa puede ser cualquier

CARACTERISTICAS_VARIAS
(11) .. (11)

Xaa puede ser cualquier

CARACTERISTICAS VARIAS
(15) .. (15)

Xaa puede ser cualquier

CARACTERfSTICAS_VARIAS
(16) .. (16)
Xaa puede ser cualquier

100

5

aminoacido

aminoacido

amino&cido

aminoacido

aminodcido

aminodcido

10
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2. Enlace de IL-6 mediante ELISA

Yy fg 188

S

1. Expresion de MAbs > |
mutantes & :’M I

l3. ELISA de competencia

&

sin IL-6 IL-6 0.5 nM IL-6 2 nM IL-6 4.0 nM

v
XYLLIXXT® 88 1 z _Be_l
%u, 2880 )
et | 3] 416 |

Seleccionar MAbs con una ICs, menor de 416
Probar en ensayos funcionales

FIG. 3
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Bloqueo de IL-6 con MAbs mutantes

sin IL-6
rhuilL-6 1 nM
+MAb 1 nM
+MAb 0.5 nM
+MAD 0.25 nM

FIG. 4

4/20
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MADb88 — Especificidad de enlace de prueba con
otras citoquinas de la saper-familia de IL-6

aPlaca de IL-6

mPlaca de 1L-11

BPlaca de CNTF

E% ﬁ I A TP EPlaca de oncostatina M

10 1.25 0.625 0313 0156 0 gpjacy de NNT-1/BCSF-3
MAb Ing/ml

Placa de TNF-a -
Bcitoquina que no es de
- la super-familia de IL-6

FIG. 5A

MADb1339 - Especificidad de enlace de prueba |

con oras citoquinas de la super-familia de IL-6
aPlaca de IL-6

0.5 sPlaca de IL-11
0.4

g.%31 $ @Placa de CNTF
0.2
.04 : aPlaca de oncostatina M
o @ |

125 0625 0.313 0156 0 =Placa de NNT-1/BCSF-3

MADb /ng/mi . Placa de TNF-a -
ecitoquina que no es de
la super-familia de IL-6

FIG. 5B
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SPR (ug/células E6/dia

1339/4 2.5 A1 —reserva
1339/4 3.0 A2 — reserva
1339/3 3.0 A1 —reserva

1339/3 2.5 A1 —reserva

MADb 1339/3 3.0 C2 —reserva
MADb 1339/3 3.0 B2 - reserva
MAb 1339/3 3.0 B1 —reserva
MADb 1339/3 3.0 A2 —reserva
MADb 1339/3 2.5 C2 - reserva
MAb 1339/3 2.5 C1 — reserva
MAb 1339/3 2.5 B2 —reserva
MAb 1339/3 2.5 B1 —reserva
MAb 1339/3 2.5 A2 - reserva
MAb 1339/2 2.5 C2 — reserva
MAb 1339/2 2.5 C1 —reserva
MAb 1339/1 2.5 CZ_— reserva

MAb 1339/1 2.5 C1 —reserva
MAb 1339/1 2.5 82_— reserva

MAb 1339/1 2.5 B1 —reserva
MADb 1339/1 2.5 A2 —reserva
MADb 1339/1 2.5 A1 —reserva

12/20
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" SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO &
UL
No. 09-007783- -00000-0000

Fecha: 2009-01-28 16112:59  Dep. 2020 NUECREACIONI ndustria y Comercio

Tra. 11 PATENTELYH Eve: 378 FASENACIONALI UPERINTENDENCIA
Act. 411 PRESENTACION Foiios: 280

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

-~

seoo>e

PATENTE DE INVENCIO‘N [] | MODELO DE UTILIDAD [ ]
Indicaci un/de que se sohmta la concesion de una patente N
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la sohcntud 5(]4
Descripcién de la invencion IXI 26
Dibujos de ser estos pertinentes ‘ X1 264
Comprobante de pago de las tasas establecidas Xz

COMPLETA [ . INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL  [X]

€ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [X]
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [X ]
¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del X]
4

material que incorpora el disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas [X]

COMPLETA [X] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
€ Representacién grafica del esquema trazado

€ Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

d@od@ DALY

Firma Responsable

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
: Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: info@sic.gov.co
WWW.SIiC.gov.co
Bogot4, D.C., Colombia



REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA

REFERENCIA Radicacién No. 9 7783
Solicitud internaciocnal PCT/US2007/017337
Fecha inicio fase nacional 03/03/2009
Trémite 11 '
e Eventoe 378
Actlacién’ 430
Oficio No. 3771

Teniendo en cussca gque el capitulo reivindicatorio presentado excede de quince
reivindicacinnes, es necesario que cancele la tasa establecida por cada
reiv}ndi:acién adicional presentada, de conformidad con 1lo dispuesto en la
resolucién de tasas vigente para la fecha de presentacién de la solicitud, so pena
.de gue no sean tenidas en cuenta dentro del presente tramite administrativo.

;‘En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo

i;CQgtencioso Administrativo, se le regquiere para que dentro del término de dos (2)
Qﬁgéeé siguientes a 1la fecha de notificacidén del presente oficio atienda el
regquerimiento aqui seflalado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto
establece el articulo 13 de la misma codificacidn, respecto de las reivindicaciones
adicionales.

Notifiquese el ©presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPFEDES DE VERGEL
Jefe de la divis¥dén de Nuevas Creaciones

El anteriqQr requerimiento fue notificado por fijacidén en lista de
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