10

15

20

ANTICUERPOS MEJORADOS CONTRA IL-6

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente Solicitud reclama el beneficio de prioridad de la
Solicitud Provisional E.U.A. Num. 62/087,448, archivada el
4 de diciembre del 2014; vy la Solicitud Provisional E.U.A.
Num. 62/247,705, archivada el 28 de octubre del 2015. Los
contenidos completos de cada una de estas solicitudes se

incorporan en la presente a modo de referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

El campo de la invencidén se relaciona a IL-6. De modo mas
particular, el campo se relaciona a los moduladores de IL-6 y
sus usos en el tratamiento de enfermedades, tales como

enfermedades oculares.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

IL-6 es una citoquina pleiotrépica con papeles reportados en
inflamacién, hematopoyesis, angiogénesis, diferenciacién
celular vy sobrevida neuronal. La presente invencidn se
relaciona a anticuerpos mejorados de IL-6 y los usos de los

mismos.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencidén se relaciona a anticuerpos de IL-6 y fragmentos
(por ejemplo, fragmentos de unidén al antigeno) o derivados de
los mismos, asi como a acidos nucleicos que codifican 1los
anticuerpos de IL-6 o los fragmentos. La invencidén también se
relaciona a 1los wusos de dichos anticuerpos, fragmentos o
derivados. Los anticuerpos y fragmentos o derivados de 1los
mismos pueden utilizarse, por ejemplo, en el tratamiento de
una enfermedad asociada a IL-6. En modalidades, el
anticuerpo, fragmento o derivado del mismo puede unirse (por
ejemplo, unirse especificamente) a una IL-6, por ejemplo, a
una IL-6 humana. En modalidades, el anticuerpo, fragmento o
derivado del mismo ©puede unirse (por ejemplo, unirse
especificamente) al sitio II de una IL-6 (por ejemplo, al
sitio II de IL-6 humana).

En un aspecto aqui proporcionado es un anticuerpo
aislado o fragmento de unidén a antigeno que comprende una
regidén variable de cadena pesada que comprende

(1) una VH CDR1 que comprende la secuencia de
GYX;LX,NYLIE (SEQ ID NO:45),

(id) una VH CDR2 que comprende la secuencia de
VX3TPGX4GTIN (SEQ ID NO:46), vy

(1ii) una VH CDR3,

donde uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, o més) de los
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siguientes es cierto:

no es S.

X4

de

no es S.

En modalidades, X;

X1

En modalidades,

no es A, X,

X1 no es A,

es V 0O una

no es S, Xj

X, no es S,

sustitucidn

sustitucidn

no es I y Xy

X3 no es I vy

conservadora

conservadora

V. En modalidades, X, es P o una

de P. En modalidades, X3 es T o una sustitucidén conservadora

de T. En modalidades, X; es G o una sustitucidén conservadora

de G. En modalidades, uno, dos, tres o todos de entre los que

se mencionan a continuacidén, son ciertos: X; es V o una

sustitucidén conservadora de V, X, es P o una sustitucidn

conservadora de P, X3 es T o una sustitucidén conservadora de

T, y X4 es G o una sustitucidén conservadora de G. En

modalidades, X; es V o una sustitucidédn conservadora de V, X,

es P o una sustitucidédn conservadora de P, X3 es T o una

sustitucidén conservadora de T, y X4 es G o una sustitucidn

conservadora de G.

En modalidades, X; se selecciona de entre V, I, L y M.

En modalidades, X; se selecciona de entre V, I vy L. En
modalidades, X, se selecciona de entre P, G, y A. En
modalidades, X5 se selecciona de entre P vy G. En
modalidades, X3 se selecciona de entre T 'y S. En

modalidades, X, se selecciona de entre G y P.

En modalidades, uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, ©

todos) de entre los siguientes es cierto: X; es V, X, es P, X3
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es T, y X4 es G. En modalidades, X; es V, X, es P, X3 1 es s
T, yv X4 es G.

En modalidades, VH CDR3 comprende la secuencia de SEQ ID
NO:33.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén a
antigeno posee una afinidad elevada y/o potencia elevada por
IL-6 humana. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno posee una afinidad elevada y/o potencia
elevada por IL-6 humana al compararse con un anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno (por ejemplo, otro anticuerpo
idéntico o fragmento de unidén a antigeno) gque comprende una
secuencia donde uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, o todos) de
los que se mencionan a continuacidén son ciertos: X; es A, X
es S, Xz es I y X4 es S.

En algunas modalidades, el anticuerpo aislado o
fragmento de unidén al antigeno del mismo comprende una VH
CDR1 que comprende la secuencia de SEQ ID NO:31, una VH CDR2
que comprende la secuencia de SEQ ID NO:32, vy, opcionalmente,
una VH CDR3 que comprende la secuencia de SEQ ID NO:33.

En modalidades, la regidén variable de cadena pesada
comprende una secuencia que es al menos 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:17 o se diferencia
en no mas de 5, 4, 3, 2, o 1 aminoadcidos de SEQ ID NO:17. En

modalidades, la regidén variable de cadena pesada difiere en
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no mads de 5, 4, 3, 2, o 1 aminodcidos de SEQ ID NO:17. En
modalidades, la regidén variable de cadena pesada difiere en
entre 1-5 aminodcidos de SEQ ID NO:17.

En modalidades, la regidén variable de cadena pesada
comprende una secuencia que es al menos 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:37. En
modalidades, la regidén variable de cadena pesada consiste en
una secuencia que es al menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:37. En modalidades, la regidn
variable de cadena pesada difiere en no més de 5, 4, 3, 2, o
1 aminoédcidos de SEQ ID NO:37. En modalidades, el anticuerpo
o fragmento de unibén al antigeno comprende una regidn
variable de cadena pesada gque comprende SEQ ID NO:37. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
comprende una regidén variable de cadena pesada que consiste
en SEQ ID NO:37.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia que es al menos 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:39. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
comprende una secuencia que difiere en no més de 5, 4, 3, 2,
o 1 aminocdcidos de SEQ ID NO:39. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno comprende SEQ ID

NO:39. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
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antigeno es un Fab.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia que es al menos 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:54. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
comprende una secuencia que difiere en no més de 5, 4, 3, 2,
o 1 aminodcidos de SEQ ID NO:54. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno comprende SEQ ID
NO:54. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno es un Fab.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es un scFv. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno comprende o consiste en la
secuencia scFv.

QVQLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYVLPNYLIEWVRQAPGQGLEWMGVTTPGGG
TINYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTT
VTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIPEMNWYQ
QKPGOPPKLLIYAASNRGSGVPDREFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSEEVPLTE
GQGTKLEIKRTV (SEQ ID NO:52) o

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIPEFMNWYQQOKPGQPPKLLIYAAS
NRGSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQOSEEVPLTFGQGTKLEIKRTVGGG
GSGGGGSGGGGSQVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYVLPNYLTIEWVRQAPGOGLEWMG
VTTPGGGTINYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALE

YWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:53).
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En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia que es al menos 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:52 o SEQ
ID NO:53. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidn
al antigeno comprende SEQ ID NO:52 o SEQ ID NO:53. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
es un sckv.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia de cadena pesada que es al
menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a
SEQ ID NO:41. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de
unidén al antigeno comprende una secuencia de cadena pesada
que difiere en no mas de 5, 4, 3, 2, o 1 aminoacidos de SEQ
ID NO:41. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidn
al antigeno comprende una secuencia de cadena pesada dJue
comprende SEQ ID NO:41. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno comprende una secuencia de
cadena pesada que consiste en SEQ ID NO:41.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno posee una afinidad elevada y/o potencia elevada por
IL-6 humana al compararse con EBI-029 o un fragmento del
mismo. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno posee una afinidad elevada y/o potencia elevada por

IL-6 humana al compararse con un anticuerpo o fragmento de
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unidén al antigeno que comprende una VH CDR1 que comprende la
secuencia de SEQ ID NO:4, wuna VH CDR2 que comprende la
secuencia de SEQ ID NO:5, vy, opcionalmente, una VH CDR3 que
comprende la secuencia de SEQ ID NO:6. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno posee una
afinidad elevada y/o potencia elevada por IL-6 humana al
compararse con un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
que comprende una secuencia de regidén wvariable de cadena
pesada que comprende o consiste en SEQ ID NO:17. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
posee una afinidad elevada y/o potencia elevada por IL-6
humana al compararse con un anticuerpo o fragmento de unidn
al antigeno que comprende SEQ ID NO:24. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno posee una
afinidad elevada vy/o potencia elevada por IL-6 humana al
compararse con un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
que comprende o consiste en SEQ ID NO: 11.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una o mas secuencias de EBI-030 o EBI-031,
tal como se tiene en la Tabla 4. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno comprende uno o
mads dominios de EBI-030 o EBI-031, tal como se muestra en la
FIGURA 15 (por ejemplo, uno o mas de FR1, CDR1, FR2, CDR2,

FR3, CDR3, FR4, CH1l, bisagra, CH2, y CH3 de la secuencia de
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cadena pesada y/o FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4, y CK
de la secuencia de cadena ligera). En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno comprende una
cadena pesada y una cadena ligera. En modalidades, 1las
cadenas pesada y ligera se unen mediante uno o més enlaces
disulfuro. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidn
al antigeno es un Fab. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno es un scFv. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno es un fragmento
Fab, Fab', F(ab')2, scFv o Fv.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno posee una afinidad elevada y/o potencia elevada por
IL-6 humana al compararse con un anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno que comprende una O masS Secuencias
correspondientes de EBI-029, o secuencias de un anticuerpo
descrito en W02014/074905, aqui incorporado a modo de
referencia en su totalidad. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno posee una afinidad elevada y/o
potencia elevada por IL-6 humana al compararse con

tocilizumab.
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Descripciodn

SEQ
NO:

ID

Secuencia

EBI-029 HC
(IgG2)
secuencia
de

aminodcidos

SEQ
NO:11

ID

QVOLVQSGAE
PGQGLEWMGV
MELSSLRSED
SSASTKGPSV
VSWNSGALTS
QTYTCNVDHK
VFLFPPKPKD
DGVEVHNAKT
KCKVSNKGLP
KNQVSLTCLV
SDGSFFLYSK
SLSLSPGK

VKKPGSSVKV
ITPGSGTINY
TAVYYCARSR
FPLAPCSRST
GVHTFPAVLQ
PSNTKVDKTV
TLMISRTPEV
KPREEQENST
APIEKTISKT
KGEFYPSDIAV
LTVDKSRWQQ

SCKASGYALS

NYLIEWVRQA

AQKFQGRVTI
WDPLYYYALE

TADESTSTAY
YWGQGTTVTV

SESTAALGCL
SSGLYSLSSV
ERKCCVECPP
TCVVVDVSHE
FRVVSVLTVV
KGOQPREPQVY
EWESNGQPEN
GNVFSCSVMH

VKDYFPEPVT
VIVPSSNEGT
CPAPPVAGPS
DPEVQOEFNWYV
HODWLNGKEY
TLPPSREEMT
NYKTTPPMLD
EALHNHYTQK

EBI-029 HC
-H311A

SEQ
NO:10

ID

QVOLVQSGAE
PGOGLEWMGV
MELSSLRSED
SSASTKGPSV
VSWNSGALTS
QTYTCNVDHK
VFLFPPKPKD
DGVEVHNAKT
KCKVSNKGLP
KNQVSLTCLV
SDGSFFLYSK
SLSLSPGK

VKKPGSSVKV
ITPGSGTINY
TAVYYCARSR
FPLAPCSRST
GVHTFPAVLQ
PSNTKVDKTV
TLMISRTPEV
KPREEQFNST
APIEKTISKT
KGEFYPSDIAV
LTVDKSRWQQ

SCKASGYALS

NYLTEWVRQA

AQKFQGRVTI
WDPLYYYALE

TADESTSTAY
YWGQGTTVTIV

SESTAALGCL
SSGLYSLSSV
ERKCCVECPP
TCVVVDVSHE
FRVVSVLTVV
KGQPREPQVY
EWESNGQPEN
GNVEFSCSVMH

VKDYFPEPVT
VTVPSSNEGT
CPAPPVAGPS
DPEVQEFNWYV
AQDWLNGKEY
TLPPSREEMT
NYKTTPPMLD
EALHNHYTQK
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Descripcién |[SEQ ID|Secuencia
NO:

EBI-029 LC |SEQ ID|DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCRASESVD NYGIPFMNWY
secuencia NO:12 QQKPGQPPKIL, LIYAASNRGS GVPDRFSGSG SGTDFTLTIS
de SLQAEDVAVY YCQQSEEVPL TFGQGTKLEI KRTVAAPSVF
aminoacidos IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNFYPREAKV QWKVDNALQS

GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV

THQGLSSPVT KSFNRGEC
EBI-029 SEQ ID|QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYALS NYLIEWVRQA
(IgGl) Fab |NO:24 PGQGLEWMGV ITPGSGTINY AQKFQGRVTII TADESTSTAY
HC MELSSLRSED TAVYYCARSR WDPLYYYALE YWGQGTTVTV
secuencia SSASTKGPSV FPLAPSSKST SGGTAALGCL VKDYFPEPVT
de VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSSLGT
aminoacidos QTYICNVNHK PSNTKVDKKV EPKSCDKTHT
EBI-029 VH |SEQ ID|QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYALSNYLIE
secuencia NO:17 WVRQAPGQGLEWMGVITPGSGTINYAQKFQGRVTIT
de ADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEY
aminodcidos WGQGTTVTVSS
EBI-029 VL |SEQ ID|DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIPFMNWYQQ
secuencia NO:18 KPGQPPKLLIYAASNRGSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAE
de DVAVYYCQQSEEVPLTFGQGTKLEIKRTV
aminoacidos
EBI-029 SEQ ID|GYALSNYLIE
HC CDR1 NO:4
EBI-029 SEQ ID|VITPGSGTIN
HC CDR2 NO:5
EBI-029 SEQ ID|SRWDPLYYYALEY
HC CDR3 NO:6
EBI-029 SEQ ID|RASESVDNYGIPFMN
LC CDR1 NO:7
EBI-029 SEQ ID|AASNRGS
LC CDR2 NO:8
EBI-029 SEQ ID|QQSEEVPLT
LC CDR3 NO:9




10

15

20

12

Descripcién |[SEQ ID|Secuencia
NO:
EBI-030 HC |SEQ ID|QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYVLP NYLIEWVRQA
(IgG2) NO:41 PGQGLEWMGVTTPGGGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY
secuencia MELSSLRSED TAVYYCARSRWDPLYYYALE YWGQGTTVTV
de SSASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCL VKDYFPEPVT
aminoacidos VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSNEGT
QTYTCNVDHK PSNTKVDKTV ERKCCVECPP CPAPPVAGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVQFNWYV
DGVEVHNAKT KPREEQFNST FRVVSVLTVV HQDWLNGKEY
KCKVSNKGLP APIEKTISKT KGQPREPQVY TLPPSREEMT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPMLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK
EBI-030 LC |SEQ ID|DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCRASESVD NYGIPFMNWY
secuencia NO:42 QQKPGQPPKL LIYAASNRGS GVPDRFSGSG SGTDFTLTIS
de SLQAEDVAVY YCQQSEEVPLTFGQGTKLEI KRTVAAPSVE
aminoacidos IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNFYPREAKV QWKVDNALQS
GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV
THQGLSSPVT KSFNRGEC
EBI-030 SEQ ID|QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYVLP NYLIEWVRQA
(IgGl) Fab |[NO0O:39 PGQGLEWMGVTTPGGGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY
HC MELSSLRSED TAVYYCARSR WDPLYYYALE YWGQGTTVTV
secuencia SSASTKGPSV FPLAPSSKST SGGTAALGCL VKDYFPEPVT
de VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSSLGT
aminoacidos QTYICNVNHK PSNTKVDKKV EPKSCDKTHT
EBI-030 SEQ ID|QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYVLPNYLIEWVRQAPGQ
(IgG2) Fab |NO:54 GLEWMGVTTPGGGTINYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSL
HC RSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTTVTVSSASTKGPS
secuencia VFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
de HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTK

aminodcidos

VDKTVERK
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Descripcién |[SEQ ID|Secuencia

NO:
EBI-030 VH |SEQ ID|QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYVLP NYLIEWVRQA
secuencia NO:37 PGQGLEWMGV TTPGGGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY
de MELSSLRSED TAVYYCARSR WDPLYYYALE YWGQGTITVTV
aminoacidos SS
EBI-030 VL |SEQ ID|DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIPEFMNWYQQK
secuencia NO:38 PGQPPKLLIY
de AASNRGSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSE
aminodcidos EVPLTFG

OGTKLEIKRTV

EBI-030 SEQ ID|GYVLPNYLIE
HC CDR1 NO:31
EBI-030 SEQ ID|VITPGGGTIN
HC CDR2 NO:32
EBI-030- HC |SEQ ID|SRWDPLYYYALEY
CDR3 NO:33
EBI-030 SEQ ID|RASESVDNYGIPFMN
LC CDR1 NO:34
EBI-030 SEQ ID|AASNRGS
LC CDR2 NO:35
EBI-030 SEQ ID|QQSEEVPLT
LC CDR3 NO:36
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Descripcién |[SEQ ID|Secuencia
NO:
EBI-031 SEQ ID|QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYVLP NYLIEWVRQA
IgG2 HC NO:47 PGQGLEWMGV TTPGGGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY
secuencia MELSSLRSED TAVYYCARSR WDPLYYYALE YWGQGTITVTV
de SSASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCL VKDYFPEPVT
amino&cidos VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSNEGT
QTYTCNVDHK PSNTKVDKTV ERKCCVECPP CPAPPVAGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVQFNWYV
DGVEVHNAKT KPREEQFNST FRVVSVLTVV AQDWLNGKEY
KCKVSNKGLP APIEKTISKT KGQPREPQVY TLPPSREEMT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPMLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
SLSLSPGK
scFv VH-VL |SEQ ID|QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYVLPNYLIEWVRQAPGQ
secuencia NO:52 GLEWMGVTTPGGGTINYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSL
de RSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTTVTVSSGGGGSGG
aminodcidos GGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIP
FMNWYQQKPGQPPKLLIYAASNRGSGVPDRFSGSGSGTDFTLT
ISSLQAEDVAVYYCQQSEEVPLTFGQGTKLEIKRTV
scFv VL-VH [SEQ ID|DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIPFMNWYQQK
secuencia NO:53 PGQPPKLLIYAASNRGSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAED
de VAVYYCQQSEEVPLTFGQGTKLEIKRTVGGGGSGGGGSGGGGS
aminoacidos QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYVLPNYLIEWVRQAPGQ
GLEWMGVTTPGGGTINYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSL
RSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTTVTVSS

aa=aminodcido; na=acido nucleico; HC=cadena pesada; LC=cadena

ligera; VH=regibén variable de —cadena ©pesada; VL=regidn

variable de cadena ligera
La afinidad elevada y/o potencia elevada puede evaluarse
utilizando métodos aqui descritos y/o métodos conocidos en la

técnica.
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En modalidades, la afinidad se evalta utilizando
resonancia de superficie de plasmones (SPR).

En modalidades, la afinidad se eleva en al menos 1.5,
l.e, 1.7, 1.8. 1.9, 2, 3, o 4 veces.

En modalidades, la potencia se eleva. En modalidades, la
potencia se eleva tal como se indica por la disminucidén en el
IC50 vy/o diminucién en el 1IC90. En modalidades, el IC50
disminuye en al menos 5, 10, 20, 30, 40, o 50 wveces. En
modalidades, el IC50 disminuye en al menos alrededor de 50
veces. En modalidades, el IC90 disminuye en al menos 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, o 500 wveces.
En modalidades, el IC90 disminuye al menos alrededor de 100
veces.

En modalidades, la potencia se evalta, por ejemplo,
utilizando ensayo HEK-Blue™ o un ensayo de proliferacidn
T1165.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno inhibe la sefializacidén en cis de IL-6, por ejemplo,
tal como se evalua basandose en el valor IC50 o IC90 obtenido
utilizando un ensayo HEK-Blue™ aqui descrito, por ejemplo,
con 20 pM de IL-6 libre.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno posee un IC50 menor de 47 pM y/o un IC90 de menos de

4350 pM. En modalidades, el IC50 es menor que 47 pM, por
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ejemplo, menor que 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, o 1 pM. En
modalidades, el IC90 es menor que 4350 pM, por ejemplo, menor
que 4000, 2000, 1000, 100, 50, 40, 30, 20, 15, 10, o 5 pM.
En modalidades, el IC50 y/o IC90 se evalla en un ensayo HEK-
Blue™ con 20 pM de IL-6.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno Dbloquea a IL-6 1libre con mayor potencia al
compararse con tocilizumab, por ejemplo, tal como se evalla
basdndose en los valores de IC50 obtenidos uti8lizando un
ensayo HEK-Blue™ con 20 pM de 1IL-6. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno inhibe IL-6 con
mas de 900 veces de potencia al compararse con tocilizumab.
En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es EBI-031 o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno posee un IC50 de menor a 15 pM, por ejemplo, un IC50
de 14.2 pM, para inhibir IL-6.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno bloquea la seflalizacidén en trans de IL-6, por
ejemplo, tal como se evalta utilizando un ensayo HEK-Blue™
aqgqui descrito, por ejemplo, con 200 pM hiper IL-6. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
inhibe la sefializacidén mediante hiper IL-6. En modalidades,

el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno inhibe 1la
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sefializacidén mediante hiper IL-6 con una potencia méds elevada
que tocilizumab, por ejemplo, con mas de 900 veces de mayor
potencia al compararse con tocilizumab. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno inhibe 1la
sefializacién mediante hiper IL-6 con un IC50 menor a 1 pM. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
inhibe la seflalizacidén mediante hiper IL-6 con un IC50 menor
a 1 nM. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno inhibe la sefializacidén mediante hiper IL-6 con un
IC50 menor a 100 pM o menor a 50 pM, por ejemplo, con un IC50
de alrededor de 14-15 pM. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno es EBI-031 o un fragmento de
unién al antigeno del mismo.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno 1inhibe la sefializacidén en cis de IL-6 vy la
sefializacidén en trans de IL-6.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es efectivo en el bloqueo de la sefializacidén de IL-6
en el ojo durante al menos 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses,
5 meses, o) 6 meses, por ejemplo, después de una
administracién intravitrea. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno bloquea 95% de sefializacidn de
IL-6 en el ojo durante al menos 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4

meses, 5 meses, o0 6 meses, por ejemplo, después de una
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administracidén intravitrea. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno bloquea 95% de la seflalizacidn
de IL-6 en el ojo durante alrededor de 150 dias.

En otro aspecto aqui proporcionado se proporciona un
anticuerpo aislado o fragmento de unidén al antigeno que
comprende una secuencia de regidén variable de cadena pesada
que es al menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, o 99%
idéntica a SEQ ID NO:37, donde dicha secuencia de regidn
variable de cadena pesada comprende uno o méas (por ejemplo,
1, 2, 3 o 4) aminodcidos seleccionados de entre V28, P30,
T51, y G55 (el numero de aminodcidos es de acuerdo a SEQ ID
NO:41) .

En otro aspecto aqui proporcionado se proporciona un
anticuerpo aislado o fragmento de unidén al antigeno que
comprende una secuencia que es al menos 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:39, donde dicha
secuencia de regidén variable de cadena pesada comprende uno o
mas (por ejemplo, 1, 2, 3 o 4) aminodcidos seleccionados de
entre V28, P30, T51, y G55 (el nUumero de aminodcidos es de
acuerdo a SEQ ID NO:41).

En otro aspecto aqui proporcionado se proporciona un
anticuerpo aislado o fragmento de unidén al antigeno que
comprende una secuencia que es al menos 90, 91, 92, 93, 94,

95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:54, donde dicha
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secuencia de regidén variable de cadena pesada comprende uno o
mas (por ejemplo, 1, 2, 3 o 4) aminocadcidos seleccionados de
entre V28, P30, T51, y G55 (el nUmero de aminodcidos es de
acuerdo a SEQ ID NO:41).

En otro aspecto aqui proporcionado se proporciona un
anticuerpo aislado o fragmento de unidén al antigeno qgue
comprende una secuencia de cadena pesada que es al menos 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, o 99% idéntica a SEQ 1ID
NO:41, donde dicha secuencia de regidén variable de cadena
pesada comprende uno o méas (por ejemplo, 1, 2, 3 o 4)
aminoacidos seleccionados de entre V28, P30, T51, y G55 (el
nimero de aminodcidos es de acuerdo a SEQ ID NO:41).

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno posee una afinidad elevada por IL-6 humana relativa
a un anticuerpo control, por ejemplo, relativa a EBI-029 o un
fragmento del mismo. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno posee una afinidad elevada por
IL-6 humana relativa a un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno que es idéntica excepto que no comprende dicho o
dichos aminodcidos seleccionados de entre V28, P30, T51, vy
G55 y en su lugar comprende uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3 o
4) aminodcidos seleccionados de entre A28, S30, I51, y S55.
En modalidades, la afinidad aumenta en al menos 1.5, 1.6,

1.7, 1.8. 1.9, 2, 3, o 4 veces. En modalidades, la afinidad
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se evalta utilizando resonancia de superficie de plasmones
(SPR) .

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno posee una potencia elevada relativa a un anticuerpo
control, por ejemplo, relativa a EBI-029 o un fragmento del
mismo. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno posee una potencia elevada relativa a un anticuerpo
o fragmento de unidén al antigeno que es idéntico excepto que
no comprende dicho o dichos aminodcidos seleccionados de
entre V28, P30, T51, y G55 y en su lugar comprende uno O mas
(por ejemplo, 1, 2, 3 o 4) aminocacidos seleccionados de entre
A28, S30, I51, y Sb55.

En modalidades, la potencia es elevada tal como se
indica por una disminucién en el IC90. En modalidades, el
IC50 disminuye mediante al menos 5, 10, 20, 30, 40, o 50
veces. En modalidades, el IC50 disminuye por al menos
alrededor de 50 veces. En modalidades, el IC90 disminuye en
al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300,
400, o 500 wveces. En modalidades, el IC90 disminuye mediante
al menos alrededor de 100 veces.

En modalidades, la potencia se evalta utilizando ensayo
HEK-Blue™ o un ensayo de proliferacidén T1165.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al

antigeno posee un IC50 menor a 47 pM y/o un IC90 menor a
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4350 pM. En modalidades, el 1IC50 es menor a 47 pM, por
ejemplo, menor a 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, o 1 pM. En
modalidades, el IC90 es menor a 4350 pM, por ejemplo, menor a
4000, 2000, 1000, 100, 50, 40, 30, 20, 15, 10, o 5 pM. En
modalidades, el IC50 e/o IC90 se evalta en un ensayo HEK-
Blue™ con 20 pM de IL-6.

En algunas modalidades, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno comprende V28, P30, T51, vy G55 y el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno muestra afinidad
elevada y/o potencia elevada por IL-6 humana al compararse
con un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno que es
idéntico excepto que comprende A28, S30, I51, y S55.

En modalidades, un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno aqui descrito ademds comprende una regidn variable
de cadena ligera o fragmento de unidén al antigeno del mismo,
que comprende una VL CDR1, una VL CDR2, y una VL CDR3.

En modalidades, la VL CDR1 comprende la secuencia de SEQ
ID NO:34, la VL CDR2 comprende la secuencia de SEQ ID NO:35,
y la VL CDR3 comprende la secuencia de SEQ ID NO:36.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno ademés comprende una secuencia de regidén variable de
cadena ligera que es al menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, o 99% idéntica a SEQ ID NO:38.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
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antigeno ademas comprende una secuencia de regidén de cadena
ligera que comprende SEQ ID NO:38 o se diferencia de SEQ 1ID
NO:38 por no mas de 5, 4, 3, 2, o 1 aminoacidos.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno ademéds comprende una secuencia de regidédn variable de
cadena ligera que comprende SEQ ID NO:38. En modalidades, 1la
secuencia de regibén variable de cadena ligera consiste en SEQ
ID NO:38.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno ademés comprende una secuencia de cadena ligera que
es al menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, o 99%
idéntica a SEQ ID NO:42.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno ademés comprende una secuencia de cadena ligera que
difiere en no mas de 5, 4, 3, 2, o 1 aminoacido de SEQ 1ID
NO:42.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno ademas comprende una secuencia de cadena ligera dque
comprende SEQ ID NO:42.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno ademés comprende una secuencia de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO:42 o una secuencia que difiere en no mas
de 5, 4, 3, 2, o 1 aminodcidos de SEQ 1ID NO:42. En

modalidades, la secuencia de cadena ligera consiste en SEQ ID
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NO:42.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende

(i) una VH CDR1 que comprende la secuencia de SEQ 1ID
NO:31, wuna VH CDR2 que comprende la secuencia de SEQ 1ID
NO:32, y una VH CDR3 que comprende la secuencia de SEQ 1ID
NO:33 y (ii) una VL CDR1 que comprende la secuencia de SEQ ID
NO:34, wuna VL CDR1 gque comprende la secuencia de SEQ 1ID
NO:35, y una VL CDR3 que comprende la secuencia de SEQ 1ID
NO:36. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno comprende las CDR anteriores excepto gque posee una
mutacidén, por ejemplo, un total de 1, 2 o 3 mutaciones en las
seis CDR. En modalidades, la o las mutaciones no disminuyen
la afinidad y/o potencia del anticuerpo o fragmento de unidn
al antigeno.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es un anticuerpo IgGl, IgG2, 1IgG3, o un IgG4 o
fragmento del mismo. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno es un anticuerpo IgGl o IgG2 o
fragmento del mismo. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno es IgGl Fab o un IgG2 Fab. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
es un anticuerpo IgG2 o fragmento de unidén al antigeno.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
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antigeno se modifica para reducir o eliminar la actividad
ADCC.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unidn
al antigeno del mismo. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno es un anticuerpo monoclonal
humano o humanizado o un fragmento de unidén al antigeno del
mismo.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una regidén variable de cadena pesada que
comprende o consiste en SEQ ID NO:37 y una regidn variable de
cadena ligera que comprende o consiste en SEQ ID NO:38. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
comprende las regiones variables de cadena pesada y ligera
anteriores excepto que posee una mutacidn, por ejemplo, un
total de méximo 1, 2, o 3 mutaciones. En modalidades, la o
las mutaciones no disminuyen la afinidad y/o potencia del
anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia de cadena ©pesada que
comprende SEQ ID NO:41 vy, opcionalmente, una secuencia de
cadena ligera que comprende SEQ ID NO:42.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al

antigeno comprende una secuencia de cadena ©pesada que
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consiste en SEQ ID NO:41 y, opcionalmente, una secuencia de
cadena ligera que consiste en SEQ ID NO:42.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una sSecuencia de cadena pesada Jue
comprende SEQ ID NO:47 vy, opcionalmente, una secuencia de
cadena ligera que comprende SEQ ID NO:42.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia de cadena pesada dgue es
idéntica a SEQ ID NO:41 y una secuencia de cadena ligera que
es i1idéntica a SEQ ID NO:42, excepto que el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno comprende una mutacidn (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, o 5 mutaciones en total en relacidén a
SEQ ID NO:41 y/o SEQ ID NO:42). En modalidades, la o las
mutaciones se encuentran en la o las regiones de armazdédn. En
modalidades, la mutacién no disminuye la afinidad vy/o
potencia del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno en
relacidén a un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno que
no comprende dicha mutacién.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia de cadena pesada que es
idéntica a SEQ ID NO:47 y una secuencia de cadena ligera que
es 1déntica a SEQ ID NO:42, excepto que el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno comprende una mutacidn (por

ejemplo, 1, 2, 3, 4, o 5 mutaciones en total en relacidén a
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SEQ ID NO:47 y/o SEQ ID NO:42). En modalidades, la o las
mutaciones se encuentran en la o las regiones de armazdédn. En
modalidades, la mutacién no disminuye la afinidad vy/o
potencia del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno en
relacidén a un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno que
no comprende dicha mutacidn.

En una modalidad, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno es un Fab.

En una modalidad, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es un IgGl Fab.

En una modalidad, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es un Fab que comprende una secuencia de cadena
pesada que comprende SEQ ID NO:39 y una secuencia de cadena
ligera qgue comprende SEQ ID NO:42. En una modalidad, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno es un Fab aislado
que comprende una secuencia de cadena pesada que consiste en
SEQ ID NO:39 y una secuencia de cadena ligera que consiste en
SEQ ID NO:42.

En una modalidad, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es un IgG2 Fab.

En una modalidad, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno es un Fab aislado que comprende una secuencia de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO:54 y una secuencia de

cadena ligera que comprende SEQ ID NO:42. En una modalidad,
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el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno es un Fab
aislado que comprende una secuencia de cadena pesada due
consiste en SEQ ID NO:54 y una secuencia de cadena ligera que
consiste en SEQ ID NO:42.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia de cadena pesada que es
idéntica a SEQ ID NO:39 y una secuencia de cadena ligera que
es 1déntica a SEQ ID NO:42, excepto que el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno comprende una mutacidén (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, o 5 mutaciones en total en relacidén a
SEQ ID NO:39 y/o SEQ ID NO:42). En modalidades, la o las
mutaciones se encuentran en la o las regiones de armazdédn. En
modalidades, la mutacién no disminuye la afinidad vy/o
potencia del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno en
relacidén a un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno que
no comprende dicha mutacidn.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno comprende una secuencia de cadena pesada dgue es
idéntica a SEQ ID NO:54 y una secuencia de cadena ligera que
es i1idéntica a SEQ ID NO:42, excepto que el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno comprende una mutacidén (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, o 5 mutaciones en total en relacidn a
SEQ ID NO:54 y/o SEQ ID NO:42). En modalidades, la mutacién

no disminuye 1la afinidad vy/o potencia del anticuerpo o
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fragmento de unidén al antigeno en relacidn a un anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno gque no comprende dicha
mutacién.

En algunas modalidades, el anticuerpo o fragmento de
unidén al antigeno puede unirse a al menos uno de entre R24,
K27, Y31, D34, S118, o V121 de IL-6 humana. En modalidades,
el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno puede unirse a
rR24, K27, Y31, D34, S118, vy V121 de IL-6 humana. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
puede unirse a al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4
o al menos 5 de entre R24, K27, Y31, D34, S118, y V121 de IL-
6 humana.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno puede unirse (por ejemplo, puede unirse
especificamente) al sitio II de una IL-6 humana.

En modalidades, el anticuerpo o un fragmento de unidn al
antigeno del mismo puede unirse a IL-6 con una Tm de 70°C o
mayor.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo puede unirse a IL-6 con una Tm de 80°C o
mayor.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento del mismo (por
ejemplo, un fragmento de unidén al antigeno del mismo) se une

a al menos uno de entre R24, K27, Y31, D34, S118, y V121 de
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una IL-6 humana.

En modalidades, el anticuerpo o un fragmento de unidén al
antigeno del mismo se une a al menos dos de entre R24, K27,
Y31, D34, S118, y V121 de una IL-6 humana. En modalidades, el
anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno del mismo se
une a al menos tres de entre R24, K27, Y31, D34, S118, y V121
de una IL-6 humana. En modalidades, el anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno del mismo se une a al menos cuatro de
entre R24, K27, Y31, D34, S118, y V121 de una IL-6 humana. En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo se une a al menos cinco de entre R24, K27, Y31,
D34, S118, y V121 de una IL-6 humana. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo se une
a Rz24, K27, Y31, D34, S118, y V121 de una IL-6 humana.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unidn
al antigeno del mismo. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno es un anticuerpo monoclonal
humanizado. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno es un anticuerpo monoclonal humano.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno muestra <10% de agregacidén a una concentracidn de
100-150 mg/mL, por ejemplo, a una concentracidén de alrededor

de 142 mg/mL en PBS, pH 7.4. En modalidades, el anticuerpo o
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fragmento de unidén al antigeno posee propiedades
farmacocinéticas mejoradas al compararse con otro agente
terapéutico, por ejemplo, al compararse con tocilizumab,
bevacizumab, ranibizumab, vy/o Eylea®. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno posee retencidn
mejorada en el ojo cuando se administra al ojo, por ejemplo,
intravitrea, por ejemplo, mediante inyeccidén intravitrea. En
modalidades, la retencidén mejorada en el o0jo se indica
mediante una vida media elevada en el ojo, por ejemplo, en el
cuerpo vitreo, retina, humor acuoso, coroides y/o
esclerdtica.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno posee una vida media en el cuerpo vitreo de al menos
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1e¢, 17, 18, 19, o 20
dias. En modalidades, la vida media en el cuerpo vitreo es al
menos de 10 dias. En modalidades, la vida media en el cuerpo
vitreo se evalla en un animal, por ejemplo, en un conejo O un
mono. En modalidades, la vida media en el cuerpo vitreo se
evallia en un humano.

En modalidades, un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno aqui descrito posee una vida media sistémica
reducida (por ejemplo, un Ti,, menor) y/o un aclaramiento
sistémico mejorado, por ejemplo, una vida media sistémica

reducida o un aclaramiento sistémico mejorado al compararse
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con el de otro agente terapéutico, por ejemplo, tocilizumab,
bevacizumab, ranibizumab, y/o aflibercept (Eylea®) . En
modalidades, la vida media sistémica (por ejemplo, Ti/ ) es
menor que la de tocilizumab vy/o aflibercept (Eylea®). En
modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
comprende un dominio Fc que comprende una mutacidén (por
ejemplo, en 1, 2, 3, o 4 mutaciones) a una o mas posiciones
que corresponden a H311, D313, I254, o H436 (la numeracidn es
de acuerdo a SEQ ID NO:41). En modalidades, la mutacidén se
selecciona de entre una o mas de H311A, H311E, H311N, D313T,
I254A, I254R, vy H436A. En modalidades, el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno comprende un dominio Fc que
comprende una mutacidédn que corresponde a H311A (enumerado tal
como aparece en SEQ ID NO:41). En modalidades, el dominio Fc
es un dominio IgGl Fc. En modalidades, el dominio Fc es un
dominio IgG2 Fc.

En modalidades, el dominio Fc es un dominio IgGl Fc que
posee la secuencia de SEQ ID ©NO:50 vy, opcionalmente,
comprende una mutaciédn en wuna o mads de las posiciones
subrayadas: (H90, D92, I33, y H215):
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGO
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:50).
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En modalidades, el dominio IgGl Fc comprende una
mutacidén correspondiente a una o més de entre H90A, H90E,
H90N, D92T, I33A, I33R, y H215A (enumerado tal como aparece
en SEQ ID NO:50).

En modalidades, el dominio Fc es un dominio IgG2 Fc dque
posee la secuencia de SEQ ID ©NO:51 vy, opcionalmente,
comprende una mutacién en wuna o méds de las posiciones
subrayadas: (H86, D88, I29, y H211):
VECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO:51)

En modalidades, el dominio IgG2 Fc comprende una
mutacidén correspondiente a una o mas de entre H86A, HS86E,
H86N, D88T, I29A, I29R, y H211A (enumerado tal como aparece
en SEQ ID NO:51)

En modalidades, la mutacidén Fc reduce la acumulacidn
sistémica del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
(por ejemplo, aumenta el aclaramiento o disminuye la vida
media, por ejemplo, Ti,) del anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno. En modalidades, la acumulacidén sistémica se
reduce al compararse con la de otro agente terapéutico (por

ejemplo, tocilizumab, bevacizumab, ranibizumab, y/0
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aflibercept). En modalidades, la acumulacidén sistémica se
reduce al compararse con la de tocilizumab y/o aflibercept.
En modalidades, la acumulacién sistémica se reduce al
compararse con la acumulacidén sistémica de un anticuerpo
correspondiente o un fragmento de unidén al antigeno que no
comprende la mutacidn. En modalidades, la acumulacién
sistémica se evalla después de la administraciédn intravitrea
del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un método
para reducir los efectos sistémicos de inhibir IL-6 en un
sujeto, el método que comprende la administracidén al sujeto
un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende un dominio
Fc mutado tal como aqui se describe. En modalidades, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno puede inhibir una
actividad de 1IL-6 y posee actividad reducida de Fc (por
ejemplo, unidén reducida a FcRn) al compararse con un
anticuerpo o fragmento del mismo correspondiente gque posee un
dominio de Fc de tipo natural. En algunos casos, el método de
reducir los efectos sistémicos de la inhibicidén de IL-6 en un
sujeto incluyen la administracién al sujeto de un antagonista
de IL-6, que comprende un dominio Fc mutado tal como aqui se
describe.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un acido

nucleico que comprende una secuencia que codifica un
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anticuerpo o fragmente de unidén al antigeno aqui descrito. En
modalidades, el &cido nucleico codifica wuna secuencia de
aminodcidos aqui descrita. En modalidades, el &cido nucleico
comprende SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:43, o SEQ ID NO:48. En
modalidades, el 4cido nucleico codifica una secuencia
descrita en la Tabla 4.

También se proporciona en la presente un vector que
comprende el &cido nucleico. También se proporciona en la
presente una célula que comprende el &cido nucleico o el
vector.

En modalidades, un anticuerpo IL-6 o fragmento de unidn
al mismo aqui descrito es para su utilizacién en el
tratamiento de un sujeto (por ejemplo, un humano) que padece
una enfermedad asociada a IL-6. En modalidades, la enfermedad
es una enfermedad ocular, por ejemplo, una enfermedad ocular
caracterizada por un nivel elevado de IL-6, por ejemplo, en
el cuerpo vitreo.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno es para su utilizacidédn en el tratamiento de un
sujeto (por ejemplo, un humano) con edema macular diabético
(DME, por sus siglas en inglés), retinopatia diabética,
uveitis, glaucoma, sequedad ocular (por ejemplo,
queratoconjuntivitis), conjuntivitis alérgica, dolor ocular,

desprendimiento de retina regmatdgeno (RRD, por sus siglas en



10

15

20

35

inglés), degeneracién macular relacionada a la edad (AMD, por
sus siglas en inglés), retinopatia diabética proliferativa
(PDR, por sus siglas en inglés), oclusién de la vena central
de la retina (RVO, por sus siglas en inglés), neuromielitis
6ptica (NMO, por sus siglas en inglés), trasplante de cbérnea,
abrasidén de la cbérnea, o dafio ocular fisico. En modalidades,
el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno es para su
utilizacidén en el tratamiento de un sujeto (por ejemplo, un
humano) con DME.

En modalidades, un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno contra IL-6 aqui descrito es para su utilizacidn en
la preparacidédn de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad asociada a IL-6. En modalidades, la enfermedad es
una enfermedad ocular, por ejemplo, una enfermedad ocular
caracterizada por un nivel elevado de 1IL-6en el cuerpo
vitreo. En modalidades, la enfermedad asociada a IL-6 es
edema macular diabético (DME) , retinopatia diabética,
uveitis, glaucoma, sequedad ocular (por ejemplo,
queratoconjuntivitis), conjuntivitis alérgica, dolor ocular,
desprendimiento de retina regmatdédgeno (RRD), degeneracidn
macular relacionada a la edad (AMD), retinopatia diabética
proliferativa (PDR), oclusidén de la vena central de la retina
(RVO), neuromielitis optica (NMO), trasplante de cbrnea,

abrasidén de la cbérnea, o dafio ocular fisico. En modalidades,
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la enfermedad asociada a IL-6 es edema macular diabético. En
modalidades, el medicamento se formula para su administracidn
al cuerpo vitreo del ojo del sujeto (por ejemplo, inyeccidn
intravitrea).

También en la presente se proporciona una composicidn
que comprende un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
agqui descrito. En modalidades, la composicién  ademés
comprende un acarreador farmacéuticamente aceptable y uno o
mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

En modalidades, la composicidén es para su utilizacidén en
el tratamiento de una enfermedad asociada a IL-6. En
modalidades, la enfermedad es una enfermedad ocular, por
ejemplo, una enfermedad ocular qgque se caracteriza por un
nivel elevado de IL-6 en el cuerpo vitreo. En modalidades, 1la
composicidédn es para su utilizacidédn en el tratamiento de edema
macular diabético (DME), retinopatia diabética, wuveitis,
glaucoma, sequedad ocular (por ejemplo,
queratoconjuntivitis), conjuntivitis alérgica, dolor ocular,
desprendimiento de retina regmatdédgeno (RRD), degeneracidn
macular relacionada a la edad (AMD), retinopatia diabética
proliferativa (PDR), oclusidén de la vena central de la retina
(RVO), neuromielitis oéptica (NMO), trasplante de cbrnea,
abrasidén de la cdbdrnea, o dafio ocular fisico.

Ademds en la presente se proporciona un método para
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tratar una enfermedad asociada a IL-6, el método comprende la
administracién a un sujeto con una cantidad terapéuticamente
efectiva de u anticuerpo o fragmento contra IL-6 aqui
descrito. En modalidades, la enfermedad asociada a IL-6 es
una enfermedad ocular, por ejemplo, una enfermedad ocular
caracterizada por un nivel elevado de IL-6 en el cuerpo
vitreo. En modalidades, la enfermedad asociada a IL-6 es
edema macular diabético (DME) , retinopatia diabética,
uveitis, glaucoma, sequedad ocular (por ejemplo,
queratoconjuntivitis), conjuntivitis alérgica, dolor ocular,
desprendimiento de retina regmatdégeno (RRD), degeneracidn
macular relacionada a la edad (AMD), retinopatia diabética
proliferativa (PDR), oclusidén de la vena central de la retina
(RVO), neuromielitis optica (NMO), trasplante de cbérnea,
abrasidén de la cdérnea, o dafio ocular fisico. En modalidades,
la enfermedad asociada a IL-6 es edema macular diabético.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno, o la composicidédn que comprende el anticuerpo o
fragmento de wunidén al antigeno, se administra al cuerpo
vitreo del ojo del sujeto (por ejemplo, mediante inyeccidn
intravitrea). En modalidades, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno, o la composicidén que comprende el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno es para inyeccidn

intravitrea.
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En modalidades, la enfermedad asociada a IL-6 es edema
macular diabético vy el anticuerpo o fragmento o la
composicién que comprende el anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno se administra al cuerpo vitreo del ojo del
sujeto.

Ademas, en la presente se proporciona un anticuerpo o
fragmento (por ejemplo, un fragmento de unidén al antigeno)
del mismo (por ejemplo, un anticuerpo o fragmento del mismo
contra IL-6 tal como aqui se describe=, o una composicidén que
comprende dicho anticuerpo o fragmento del mismo, para su
utilizacidén en el tratamiento de una enfermedad asociada a
IL-6 (por ejemplo, para su utilizacidén en el tratamiento de
un sujeto, por ejemplo, un sujeto humano, con una enfermedad
asociada a IL-6).

En modalidades, dicha enfermedad es una enfermedad
ocular que se caracteriza por un nivel elevado de IL-6, por
ejemplo, en el cuerpo Vvitreo. En modalidades, dicha
enfermedad es edema macular diabético (DME), retinopatia
diabética, uveitis, sequedad ocular (por ejemplo,
queratoconjuntivitis), conjuntivitis alérgica, degeneraciodn
macular relacionada a la edad (AMD), retinopatia diabética
proliferativa (PDR), desprendimiento de retina regmatdgeno
(RRD), oclusidén de la vena central de la retina (RVO),

neuromielitis o6ptica (NMO), trasplante de cérnea, abrasidédn de
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la c¢bdbrnea, o dafio ocular fisico. En modalidades, dicha
enfermedad es DME. En modalidades, dicha enfermedad es
sequedad ocular. En modalidades, dicha enfermedad es
queratoconjuntivitis. En modalidades, dicha enfermedad es
uveitis. En modalidades, dicha enfermedad es AMD. En
modalidades, dicha enfermedad es PDR. En modalidades, dicha
enfermedad es trasplante de cdérnea, abrasidén de cdrnea o dafio
ocular fisico. En modalidades, el anticuerpo o fragmento (por
ejemplo, el fragmento de unién al antigeno) es adecuado para
su administracién al cuerpo vitreo del ojo. En modalidades,
el anticuerpo o fragmento (por ejemplo, el fragmento de unidn
al antigeno) se administra al cuerpo vitreo del ojo.

Ademas, en la presente se proporciona un método de
tratamiento de wuna enfermedad asociada a IL-6, el método
comprende la administracidén a un sujeto con un anticuerpo IL-
6 o fragmento del mismo tal como aqui se describe. En
modalidades, el anticuerpo IL-6 o fragmento del mismo (por
ejemplo, un fragmento de unidén al antigeno del mismo), se
administra en una cantidad terapéuticamente efectiva. En
modalidades, la enfermedad asociada a IL-6 es una enfermedad
ocular caracterizada por un nivel elevado de IL-6 en el
cuerpo vitreo. En modalidades, la enfermedad asociada a IL-6
es edema macular diabético (DME), retinopatia diabética,

uveitis, sequedad ocular, queratoconjuntivitis, degeneracidn
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macular relacionada a la edad (AMD), retinopatia diabética
proliferativa (PDR), oclusién de la vena central de la retina
(RVO), neuromielitis oéptica (NMO), trasplante de cbérnea,
abrasidén de la cdérnea, o dafio ocular fisico.

En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno (por ejemplo, el fragmento de unidén al antigeno del
mismo), es adecuado para su administracién al cuerpo vitreo
del ojo. En modalidades, el anticuerpo o fragmento del mismo
(por ejemplo, el fragmento de unién al antigeno del mismo),
se administra al cuerpo vitreo del ojo del sujeto. En
modalidades, la enfermedad asociada a IL-6 es edema macular
diabético y el anticuerpo o fragmento del mismo se administra
al cuerpo vitreo del ojo del sujeto.

Ademds, en la presente se proporciona un kit que
comprende un anticuerpo de IL-6 o composicidén aqui descrita
y, opcionalmente, instrucciones para su utilizacidn.

Ademds, en la presente se proporciona un contenedor o
dispositivo, por ejemplo, un dispositivo de administracidn de
farmaco, que comprende un anticuerpo de IL-6 o composicidn
aqui descrita. En modalidades, dicho dispositivo se configura
para la administracién del anticuerpo o composicidén al ojo,
por ejemplo, al cuerpo vitreo. Ademas, en la presente se
proporciona un kit gue comprende dicho contenedor o

dispositivo.
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Tal como se utiliza en la presente, el término
“anticuerpo” es sinénimo de inmunoglobulina % debe
considerarse como comunmente se conoce en la técnica. EI
término anticuerpo no se limita por cualquier método de
produccidén de anticuerpos. Por ejemplo, el término anticuerpo
incluye, entre otros, anticuerpos recombinantes, anticuerpos
monoclonales y anticuerpos policlonales. Tal como aqui se
utiliza, un anticuerpo es un tetrdmero, y a menos dJue se
describa 1lo contrario, cada uno se compone de dos pares
idénticos de cadenas de polipéptidos, cada par posee una
cadena ligera y una cadena pesada. El extremo amino terminal
de cada cadena comprende una regidén variable de alrededor de
entre 100 vy 120 aminodcidos o mé&s gue poseen un papel
primordial en el reconocimiento del antigeno. El extremo
carboxilo terminal de <cada cadena comprende una regidn
constante con un papel primordial en la funcidén efectora del
anticuerpo. Las clases de —cadenas ligeras humanas se
denominan cadenas ligeras kappa vy lambda. Las clases de
cadenas pesadas son mu, delta, gamma, alfa o épsilon, Vv
definen el isotipo de un anticuerpo. Los isotipos de
anticuerpos son IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente.
Entre las cadenas ligera y pesada, las regiones variables vy
constantes se unen mediante una regidén “J” de alrededor de 12

o mas aminoacidos, y la cadena pesada ademds incluye una
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regidén “D” de alrededor de tres o mas aminoacidos.

Las regiones variables de cada par de cadena
pesada/ligera (VH y VL), respectivamente, forman el sitio de
unidén al antigeno. De este modo, un anticuerpo IgG intacto,
por ejemplo, posee dos sitios de unidén. A excepcidn de
anticuerpos bifuncionales o biespecificos, los dos sitios de
unién son los mismos.

Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo muestran la misma estructura general o
regiones de armazdén relativamente conservadas (FR) unidas
mediante tres regiones hipervariables, ademds denominadas
regiones determinantes de la complementariedad o CDR. El1
término “variable” se refiere al hecho que ciertas porciones
de los dominios variables difieren extensivamente en cuanto a
secuencia entre anticuerpos y se involucran en la unidén vy
especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno
particular. La variabilidad reside primordialmente en las
CDR, que se separan mediante las regiones de armazdédn (FR) més
altamente conservadas. La asignacidén de aminodcidos a cada
dominio se lleva a cabo de acuerdo con las definiciones de
Kabat Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and
1991)), o Chothia and Lesk, J Mol Biol 196:901-917 (1987);

Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989), donde se describen
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métodos conocidos en la técnica.

“Tipo natural” puede referirse al alelo o especie mas
prevalente que se encuentra en una poblacién o al anticuerpo
obtenido de un animal no manipulado, al compararse con un
alelo o polimorfismo, o una variante o derivado obtenido
mediante alguna forma de manipulacidén, tal como mutagénesis,
utilizacién de métodos recombinantes y medios similares para
cambiar un aminodcido de la molécula de unidén al antigeno.

El término “fragmento de anticuerpo” se refiere a una
porcién de una cadena intacta o completa o a un anticuerpo,
generalmente a la de unién al Dblanco o regidén variable.
Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen, pero no se
limitan a, fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y Fv. Un “fragmento
funcional” o “andlogo de un anticuerpo anti IL-6 de sitio II”
es un fragmento que puede prevenir o reducir sustancialmente
la habilidad de IL-6 de unirse a un receptor, reducir la
habilidad del complejo IL-6/IL-6R para unirse a gpl30, o
reducir la habilidad del ligando para unirse a gpl30 o para

A\Y

iniciar 1la sefilalizacién. Tal como aqui se wutiliza, un
fragmento de unidén al antigeno” o “fragmento funcional”
generalmente es sindénimo de “fragmento de anticuerpo” y puede
referirse a fragmentos, tales como Fv, Fab, F(ab'")2 vy

similares gue pueden prevenir o reducir sustancialmente la

habilidad de 1IL-6 de unirse a un receptor, reducir la
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habilidad del complejo IL-6/IL-6R para unirse a gpl30, o para
iniciar la sefalizacién.

Un “derivado” de un anticuerpo es un polipéptido que
incluye al menos una CDR de un anticuerpo aqui descrito.
Normalmente, el derivado puede unirse al sitio II de IL-6.

“Competir” se refiere qgque a un primer anticuerpo o
fragmento del mismo, puede competir por la unién con un
segundo anticuerpo o fragmento del mismo, de tal modo que la
unién del primer anticuerpo con su epitopo disminuye a
niveles detectables en la presencia del segundo anticuerpo,
al compararse con la unidén del primer anticuerpo en ausencia
del segundo anticuerpo. En algunos casos, el término también
puede referirse a la unidén del segundo anticuerpo a su
epitopo, la cual es menor a niveles detectables en la
presencia del primer anticuerpo. El mecanismo de dicha
competicidén puede ser mediante, en ejemplos no limitantes,
impedimento estérico, cambio de conformacidén, unidén a un
epitopo comun.

El término “porcentaje de identidad de secuencia” en el
contexto de las secuencias de &acido nucleico se refiere a los
residuos en dos secuencias que son los mismos cuando se
alinean para su maxima correspondencia. La longitud de 1la
comparacién de identidad de secuencia puede ser hasta al

menos de nueve nucledbdétidos, por ejemplo, al menos alrededor
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de 18 nucledtidos, al menos alrededor de 24 nucledtidos, al
menos alrededor de 28 nucledtidos, al menos alrededor de 32
nucledétidos, al menos alrededor de 36 nucledtidos, o al menos
alrededor de 48 o méds nucledtidos. Los algoritmos conocidos
en la técnica pueden utilizarse para medir identidad de
secuencia de nucledétidos. Por ejemplo, las secuencias de
polinucledétidos pueden compararse utilizando FASTA, Gap o
Bestfit (Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer
Group (GCG), Madison, WI). FASTA, incluye, por ejemplo, 1los
programas FASTA2 'y FASTA3, ©proporciona alineamientos vy
porcentaje de identidad de secuencias de las regiones de la
mejor coincidencia entre 1la secuencia de consulta y la
secuencia de DbuUsqueda (Pearson, Methods Enzymol 183:63-98
(1990) ; Pearson, Methods Mol Biol 132:185-219 (2000) ;
Pearson, Methods Enzymol 266:227-258 (1996); Pearson, J Mol
Biol 276:71-84 (1998); incorporados en la presente a modo de
referencias). Se wutilizan normalmente los parédmetros por
defecto para un programa o algoritmo en particular. Por
ejemplo, el porcentaje de identidad de secuencia entre las
secuencias de &cido nucleico pueden determinarse utilizando
FASTA con sus parametros por defecto (longitud de palabra de
6 y factor NOPAM para la matriz de puntaje) o utilizando Gap
con sus parametros por defecto, tal como se proporcionan en

GCG Versidén 6.1, incorporado en la presente a modo de
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referencia.

El término “porcentaje de identidad de secuencia” en el
contexto de las secuencias de aminoadcidos se refiere a 1los
residuos en dos secuencias que son los mismos cuando se
alinean ©para su méxima correspondencia. La longitud de
comparacién de identidad de secuencia puede ser hasta al
menos de cinco residuos de aminoacidos, por ejemplo, al menos
alrededor de 20 residuos de aminoadcidos, al menos alrededor
de 30 residuos de aminodcidos, al menos alrededor de 50
residuos de aminodcidos, al menos alrededor de 100 residuos
de aminodcidos, al menos alrededor de 150 residuos de
aminocadcidos, o al menos alrededor de 200 o méds residuos de
aminoadcidos. La identidad de secuencia en los polipéptidos se
mide normalmente utilizando software de anadlisis de
secuencia. Los algoritmos para la determinacidn del
porcentaje de i1dentidad de secuencia se conocen en la
técnica. Por ejemplo, las secuencias de aminodcidos pueden
compararse utilizando FASTA, Gap o Bestfit (Wisconsin Package
Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI). El
software de andlisis de proteinas encuentra coincidencias en
las secuencias utilizando mediciones de similitud asignadas a
distintas sustituciones, deleciones y otras modificaciones,
incluyendo sustituciones conservadoras de aminoacidos. Por

ejemplo, GCG contiene programas tales como “Gap” y “Bestfit”,
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los cuales pueden utilizarse con parametros por defecto tal
como lo especifican los programas para determinar 1la
homologia de la secuencia o la identidad d la secuencia entre
polipéptidos altamente relacionados, tales como polipéptidos
homélogos de distintas especies de organismos, o entre una
proteina de tipo natural y un andlogo de la misma. Véase, por
ejemplo, GCG Versién 6.1 (University of Wisconsin, Madison,
WI). Las secuencias de polipéptido también pueden compararse
utilizando FASTA y sus parametros por defecto o recomendados,
véase GCG Versidén 6.1. FASTA (por ejemplo, FASTA2 y FASTA3)
que proporciona alineamientos y porcentaje de identidad de
secuencia de las regiones de la mejor coincidencia entre 1la
secuencia de consulta y la secuencia de buUsqueda (Pearson,
Methods Enzymol 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol Biol
132:185-219 (2000)). Otro algoritmo que puede utilizarse
cuando se compara una secuencia con una base de datos que
contiene un gran numero de secuencias de distintos organismos
es el programa computacional BLAST, por ejemplo, Dblastp o
tblastn, wutilizando parametros por defecto tal como 1los
proporcionan los programas. Véanse, por ejemplo, Altschul et
al., J Mol Biol 215:403-410 (1990); Altschul et al., Nucleic
Acids Res 25:3389-402 (1997).

Una proteina o polipéptido es “sustancialmente pura”,

“sustancialmente homogénea” o “sustancialmente purificada”
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cuando al menos alrededor de entre 60 y 75% de una muestra,
posee una sola especie de polipéptido. E1 polipéptido o
proteina puede ser monomérica o multimérica. Un polipéptido o
proteina sustancialmente puro puede comprender alrededor de
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, o 99% pureza; por ejemplo,
un polipéptido o proteina sustancialmente pura es 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 98%, o 99% pura. La pureza u homogeneidad
de la proteina puede evaluarse mediante cualquier medio
adecuado, tal como electroforesis en gel de poliacrilamida de
una muestra de proteina seguida por la visualizacidén de una o
mas bandas asociadas con la proteina o polipéptido (por
ejemplo, tras la tincidén del gel), HPLC por exclusidén de
tamafios, HPLC por intercambio de cationes, electroforesis de
capilaridad reducida en SDS, mapeo de péptidos o mapeo de
glicanos. Se puede lograr una mayor resolucidén utilizando
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, otros medios de
purificacidn.

El término “similitud sustancial”, cuando denomina a un
adcido nucleico o fragmento del mismo, se refiere a dque,
cuando se alinea de manera Oéptima con las inserciones o
deleciones apropiadas del nucledétido con otro acido nucleico
(0 su hebra complementaria), hay identidad de secuencia de
nucledtidos en al menos alrededor de 85%, al menos alrededor

de 90%, y al menos alrededor de 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de
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bases de nucledétidos, por ejemplo, 85%, 90%, 95%, 96%, 98%, o
99% de identidad de secuencia, medida por cualquier algoritmo
conocido de identidad de secuencia, tal como FASTA, BLAST o
Gap.

Aplicandose a polipéptidos, el término “identidad
sustancial” o “similitud sustancial” se refiere a dos
secuencias de aminodcidos, gque cuando se alinean de manera
6ptima, mediante programas tales como GAP o BESTFIT
utilizando marcas por espacios tal como lo proporcionan los
programas, intercambian al menos alrededor de 70%, 75%, 80%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad de secuencia; por
ejemplo, 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de
identidad de secuencia. En ciertas modalidades, las
posiciones de residuos gque no son idénticos difieren en
sustituciones conservadoras de aminoacidos.

“Cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a
aquella cantidad de un agente terapéutico que se administra vy
que mejora al menos un signo o sintoma de una enfermedad
tratada o aumenta o mejora el o los efectos profildcticos o
terapéuticos de otro tratamiento (por ejemplo, otro agente
terapéutico) Util para tratar una enfermedad asociada a IL-6.
Se entiende que la cantidad terapéuticamente efectiva puede
administrarse en dosis multiples a lo largo de una cantidad

limitada de tiempo o a modo de tratamiento crdénico.
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“Tratar” y “tratamiento” se refieren a un método para
mejorar uno o mas signos o sintomas de una enfermedad.

Tal como aqui se utiliza, el término “enfermedad”
incluye enfermedades y desdrdenes.

Toda 1la descripcidédn de cada documento de patente vy
articulo cientifico aqui referico, y aquellos documentos de
patentes vy articulos cientificos por ellos citados, se
incorporan expresamente a modo de referencia en la presente
para cualquier propdsito.

Las caracteristicas vy ventajas adicionales de 1la

invencidén se describen con mas particularidad a continuacidn.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 es una grafica que ilustra los resultados de un
experimento en el cual un anticuerpo anti IL-6 se administrd
via intravitrea en un modelo de rata CNV. Se administrd
anticuerpo anti VEGF como control positivo y el control
negativo fue el vehiculo solamente. p = 0.0054 al Dia 15 y p
= 0.0005 al Dia 22 para anti IL-6 vs. vehiculo control.

La FIGURA 2 es una grafica que ilustra los resultados de
un experimento de unidén para probar la habilidad del
anticuerpo murino 64 para inhibir la unidén de IL-6/IL-6R a
gpl30.

La FIGURA 3A es una grafica que ilustra un experimento
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en el cual se probd la habilidad de 020 para bloquear la
sefializacién de IL-6 en la ausencia de un exceso de IL-6Rx
soluble. Los experimentos se llevaron a cabo en células HEK-
Blue-IL-6 con 0.2 ng/mL IL-6 y 2pg/mL IL6Rox.

La FIGURA 3B es una grafica que ilustra un experimento
en el cual se probdé la habilidad de 020 para bloquear la
sefializacién de IL-6 en la presencia de un exceso de IL-6Rx
soluble. Los experimentos se llevaron a cabo en células HEK-
Blue-IL-6 con 0.2 ng/mL IL-6 y 2ug/mL IL6R«.

La FIGURA 4 es una grafica que ilustra los resultados de
un experimento en el cual un anticuerpo monoclonal anti IL-6
(“Blogqueador de IL-6") se administrdé wvia intravitrea en un
ratédn modelo CNV. Los controles fueron no tratamiento (ojo

contralateral), inyeccidén intravitrea de un anticuerpo anti

VEGF (“Bloqueador de VEGF”) o inyeccidén intravitrea de un
anticuerpo de isotipo control anti HRP (“Anticuerpo
control”) .

La FIGURA 5 muestra la unidén de IL-6 en relacidén al
anticuerpo de tipo natural (EBI-029), en anticuerpos con las
siguientes mutaciones (1) I51T/S55G, (2) A28V/I51T/S55G, (3)
S30P/I51T,/S55G, y (4) A28V/S30P/I51T/S55G (también
denominado como EBI-030).

La FIGURA 6 muestra la sefializacidédn en fracciones de las

células reporteras de IL6 HEK-Blue™ tratadas con IL-6 y uno
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de los siguientes Fab: (1) WT (EBI-029), (2) A28V/I51T/S55G,
(3) S30P/I51T/S55G, (4) A28V/S30P/I51T/S55G (EBI-030).

La FIGURA 7 muestra la luminiscencia (una medida de
proliferacidén inducida por IL-6) en células T1165.85.2.1
tratadas <con IL-6 y wuno de los siguientes Fab a la
concentracién mostrada: (1) WT (EBI-029), (2) A28V/I51T/S55G,
(3) S30P/I51T/S55G, (4) A28V/S30P/I51T/S55G (EBI-030).

La FIGURA 8 muestra la sefializacidédn en fracciones de las
células reporteras de IL6 HEK-Blue™ tratadas con 20 pM IL-6
y distintas concentraciones de (1) EBI-029 1IgG2 (EBI029)
producido en células HEK-6E, (2) EBI-030 1IgG2 (EBIO30)
producido en células HEK-6E, y (3) EBI-030 IgG2-H311A (EBIO030
H311A) producido en células HEK-6E; (4) tocilizumab (TOCI), vy
(5) EBI-030 IgG2 producido en un conjunto estable CHO (EBI-
030 CHO) .

La FIGURA 9 muestra el modelo farmacocinético descrito
en el Ejemplo 20.

La FIGURA 10 muestra el efecto de aumentar la potencia
del anticuerpo en la duracidén de inhibicidén de IL-6 en el
ojo, tal como se simula utilizando el modelo farmacocinético
descrito en el Ejemplo 20.

La FIGURA 11 muestra la concentracidén de farmaco EBI-
029, EBI-029-H311A, EBI-030, EBI-030-H311A, Eylea®, v

tocilizumab (TCZ) en el cuerpo vitreo a lo largo del tiempo
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después de la administracidn intravitrea.

La FIGURA 12 muestra la concentracién de farmaco EBI-
029, EBI-029-H311A, EBI-030, EBI-030-H311A, Eylea®, y
tocilizumab (TCZ) en la retina a lo largo del tiempo después
de la administracidédn intravitrea.

La FIGURA 13 muestra la concentracién de farmaco EBI-
029, EBI-029-H311A, EBI-030, EBI-030-H311A, Eylea®, y
tocilizumab (TCZ) en el humor acuoso a lo largo del tiempo
después de la administracidén intravitrea.

La FIGURA 14 muestra la concentracién de farmaco EBI-
029, EBI-029-H311A, EBI-030, EBI-030-H311A, Eylea®, y
tocilizumab (TCZ) en la coroides a lo largo del tiempo
después de la administracidén intravitrea.

La FIGURA 15A muestra las localizaciones de FR1, CDRI1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4, CH1l, bisagra, CH2, y CH3 en las
secuencias de cadena pesada de EBI-029 (SEQ ID NO: 11), EBI-
030 (SEQ ID NO: 41), vy EBI-031 (EBI-031 también se denomina
en la presente como EBI-030-H311A) (SEQ ID NO: 47).

La FIGURA 15B muestra las localizaciones de FR1l, CDRI,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4, y CK en la secuencia de cadena
ligera (EBI-029, EBI-030 y EBI-031 poseen la misma secuencia
de cadena ligera) (SEQ ID NO: 12).

La FIGURA 16A muestra la seflalizacidédn en fracciones de

células reporteras de IL-6 HEK-Blue™ tratadas con 20 pM IL-6



10

15

20

54
a distintas concentraciones de EBI-031 o tocilizumab.

La FIGURA 16B muestra la sefializacidén en fracciones de
células reporteras de IL-6 HEK-Blue™ tratadas con 200 pM
hiper IL-6 a distintas concentraciones de EBI-031 o
tocilizumab.

La FIGURA 17 muestra resultados de simulaciones por
computadora descritas en el Ejemplo 24.

La FIGURA 18 muestra un diagrama esquematico de las tres
isoformas estructuralmente distintas de anticuerpos IgG2
debido al cambio en el enlace disulfuro.

La FIGURA 19 muestra cromatogramas de RP-HPLC de
muestras de EBI-031: sin tratar (panel superior), 5 mM DTT
(panel medio), 10 mM cisteina (panel inferior).

La FIGURA 20 muestra cromatogramas de RP-HPLC de
muestras de EBI-031 recolectadas de diferentes 1lineas
celulares EBI-031: un cultivo escalado a 200 L de una linea
celular clonal (panel superior), un cultivo escalado a 10 L
de una linea celular precursor (panel medio), y un conjunto
de células transfectadas estables (panel inferior).

La FIGURA 21 muestra cromatogramas RP-HPLC de muestras
de EBI-031 recolectadas de un cultivo escalado a 200 L de una
linea celular clonal, y designa y cuantifica qué isoformas se
representan por cual pico en el cromatograma.

La FIGURA 22A es una grafica que muestra los datos
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farmacocinéticos del mono verde (K797), tal como se describe
en el Ejemplo 26.

La FIGURA 22B es una grafica gque muestra los datos
farmacocinéticos del mono verde (Ko679), tal como se describe
en el Ejemplo 26.

La FIGURA 23 es una grafica gque muestra los datos
farmacocinéticos de ambos monos verdes (K797 o K679) y curvas
de ajuste.

La FIGURA 24A muestra la concentracién del farmaco de
EBI-031 en el humor vitreo a lo largo del tiempo, después de
la administracidén intravitrea.

La FIGURA 24B muestra la concentracidén del farmaco de
EBI-031 en el humor acuoso a lo largo del tiempo, después de
la administracién intravitrea.

La FIGURA 24C muestra la concentracidén del farmaco de
EBI-031 en la coroides a lo largo del tiempo, después de la
administracién intravitrea.

La FIGURA 24D muestra la concentracidén del farmaco de
EBI-031 en la conjuntiva a lo largo del tiempo, después de la
administracién intravitrea.

La FIGURA 24E muestra la concentracién del farmaco de
EBI-031 en la cdbébrnea a lo largo del tiempo, después de la
administracidén intravitrea.

La FIGURA 24F muestra la concentracidén del farmaco de
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EBI-031 en el cuerpo ciliar del iris a lo largo del tiempo,
después de la administracidén intravitrea.

La FIGURA 24G muestra la concentracidén del farmaco de
EBI-031 en el cristalino a lo largo del tiempo, después de la
administracidédn intravitrea.

La FIGURA 24H muestra la concentracién del farmaco de
EBI-031 en la retina a lo largo del tiempo, después de la
administracidédn intravitrea.

La FIGURA 241 muestra la concentracién del farmaco de
EBI-031 en la esclerdtica a lo largo del tiempo, después de

la administracidén intravitrea.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se ha implicado que IL-6 posee un papel en distintas
enfermedades, tales como artritis reumatoide, 'y se ha
reportado que aumenta significativamente en muchas
enfermedades, incluyendo enfermedades oculares. IL-6 pueden
actuar mediante mecanismos en cis y en trans. En el mecanismo
en cis, se considera que IL-6 libre se une al receptor de IL-
6 anclado a la membrana (IL-6R también se denomina como IL-
6Ra y CD126), y el complejo IL-6/IL-6R interactia con gpl30
(también denominado CD130, receptor M de oncostatina, IL-
6Rbeta vy transductor de sefial de 1IL-6) para activar la

sefializacién en la célula que contiene el complejo. En el
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mecanismo en trans, IL-6 libre se une al receptor soluble de
IL-6 (sIL-6R). EL complejo IL-6/sIL-6R puede unirse entonces
a gpl30 presente en una membrana celular. Una diferencia
clave entre estos mecanismos es gque mas tipos celulares
expresan gpl30 que IL-6R, cuya expresidn es mas limitada. Por
lo tanto, en enfermedades para las cuales es deseable inhibir
la sefializacién de IL-6, por ejemplo, en aquellas en las
cuelas es deseable inhibir ampliamente la sefializacidén de IL-
6, es util inhibir tanto la sefializacidén de IL-6 en cis como
en trans. Los solicitantes han modificado antagonistas de IL-
6, por ejemplo, anticuerpos anti IL-6, fragmentos y derivados
que pueden inhibir la sefializacidn en cis y en trans de IL-6.
Ademds, los solicitantes han modificado dichos antagonistas
de IL-6 para lograr un aclaramiento sistémico mas réapido. Los
antagonistas de 1IL-6, por ejemplo, anticuerpos de IL-6 vy
fragmentos o derivados de los mismos, se describen en
WO02014/074905, cuyo contenido completo se incorpora en la
presente a modo de referencia. LA presente invencidn se
relaciona a anticuerpos de 1IL-6 mejorados y usos de los
mismos.

Tal como se utiliza en la presente, los términos en

A\Y ”

singular, incluyendo, pero no limiténdose a, un”, “uno”,

A\Y ”

una o “el”, ™“la”, incluyen el plural, a menos que el

contexto indique claramente lo contrario.
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Caracteristicas de antagonistas de IL-6 (IL-6a)

En general, un antagonista de IL6 (IL-6a) aqui descrito, se
une especificamente al sitio II (sitio 2) de IL-6 y es util
para el tratamiento de enfermedades oculares relacionadas a
IL-6 y otras ciertas enfermedades. Una enfermedad ocular
relacionada a IL-6 es una en la cual un sintoma o actividad
bioldégica indeseable de 1la enfermedad se asocia con la
expresidén o presencia de IL-6. En algunas modalidades, IL-6a
posee una gran afinidad para IL-6 libre vy unida, es
relativamente estable en un organismo, puede inhibir la unidn
de IL-6 unida a IL-6R (aqui denominado complejo IL-6/IL-6R ©
IL-6/IL-6R) a gpl30, y puede poseer un efecto terapéutico. En
general, IL-6a es un anticuerpo o se deriva de un anticuerpo.
Por ejemplo, un IL-6a es un Fab de alta afinidad, humanizado,
que se puede unir especificamente al sitio II de IL-6 vy
potencialmente blogquear la sefilalizacidén en cis y en trans de
IL-6. En otro ejemplo, IL-6a es un anticuerpo completo, por
ejemplo, un anticuerpo IgGl o IgG2.

En algunas modalidades, el Fab se configura ademas como
una secuencia de FC modificado o es un anticuerpo completo.
En algunas modalidades, el 1IL-6a con Fc modificado (por
ejemplo, Fab con Fc modificado) ©posee un aclaramiento
sistémico més réapido al compararse con un control apropiado,

por ejemplo, al compararse con el anticuerpo, fragmento o
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derivado del mismo correspondiente que no posee el Fc
modificado. ©Estas y otras caracteristicas de IL-6a se
describen en la presente.

Los solicitantes han disefiado antagonistas de IL-6 due
se unen selectivamente al sitio II de IL-6 para proporcionar
una inhibicién amplia de la seflalizacidén de IL-6 debido a que
dichas moléculas pueden inhibir la unién de gpl30 a IL-6, sin
importar si IL-6 se encuentra libre o unida a IL-6r o sIL-6R
de membrana. Ademas, dirigirse al ligando (IL-6) en lugar de
al receptor de IL-6, puede evitar el aclaramiento mediado por
receptor y la toxicidad debida a ADCC (citotoxicidad mediada
por célula y dependiente de anticuerpo). Dado que IL-6 tiene
papeles tanto patoldgicos como protectores en la enfermedad,
la utilizacién de un antagonista de IL-6 (IL-6a) para tratar
una enfermedad asociada con un aumento de IL-6 puede mejorar
ciertos aspectos de una condicidn, pero ademds puede causar
efectos adversos significativos, por ejemplo, efectos
sistémicos. Esta dualidad de las vias de seflalizacidén de IL-6
(es decir, la habilidad para tener efectos deseables vy/o
indeseables) pueden hacer gque sea 1indeseable tratar una
enfermedad asociada a IL-6 con un inhibidor sistémico. De
este modo, las composiciones y métodos aqgqui proporcionados
pueden ser Utiles para los tratamientos que inhiban al menos

una actividad d eIL-6, pero que no tengan un efecto en las
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actividades positivas de 1IL-6, en parte debido a que las
composiciones pueden formularse para la administracién local,
por ejemplo, para la administracidén local en el ojo. Por
ejemplo, en ciertos aspectos, IL-6a se disefia para ser de un
tamafio adecuado para su administracién a un sitio particular.
En algunas modalidades, IL-6a es un anticuerpo completo. En
algunas modalidades, IL-6a se deriva de un anticuerpo y es de
un formato tal que puede permanecer mas tiempo en el cuerpo
vitreo del ojo y que tenga un filtrado sistémico limitado. En
algunas modalidades, IL-6a es un anticuerpo modificado (por
ejemplo, un anticuerpo como dominio Fc modificado) que posee
una residencia méds larga en el cuerpo vitreo del ojo y/o un
filtrado sistémico mas limitado, al compararse con un
anticuerpo correspondiente sin modificar. En algunas
modalidades, IL-6a es un anticuerpo IgG2.

En algunos aspectos, IL-6a es un IL-6a relativamente
pequefio, tal como un fragmento de un anticuerpo u otro
derivado de un anticuerpo que es de menor tamafioc gque un
anticuerpo completo, por ejemplo, un Fab que se deriva de un
anticuerpo IL-6. En algunos casos, IL-6a se encuentra de una
forma tal que puede pasar de una parte de un tejido a otra
con una cinética mayor al compararse con un anticuerpo
correspondiente completo de IL-6. En algunas modalidades, IL-

ba es un Fab que se ha modificado para ser una molécula mas
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grande, la cual es mas probable que tenga una mayor
residencia en el lugar al cual se administré al compararse
con el Fab solo, por ejemplo, IL-6a es dimerizado mediante el
dominio Fc. En cilertas modalidades, el dominio Fc se ha
modificado de tal modo que la porcidén Fc posee una unidn a
FcRn eliminada o reducida que puede reducir la acumulacidn
sistémica al compararse con la misma entidad de unidén a IL-6
que incluye un Fc de tipo natural. El1 dominio Fc modificado
puede ser, por ejemplo, un dominio IgGl o un dominio IgG2.

Normalmente, los antagonistas de IL-6 aqui descritos
poseen una afinidad suficientemente grande por su blanco, IL-
6, para ser efectivos en el mejoramiento de al menos un
efecto indeseable de IL-6 y son suficientemente estables para
utilizarse como tratamiento.

En general, la PK de un IL-6a, por ejemplo, un IL-6a
adecuado para su utilizacidén en el ojo, posee una vida media
suficientemente larga en el sitio de administracidén, por
ejemplo, en el cuerpo vitreo, para proporcionar un efecto
terapéutico. En ejemplos no limitantes, la PK puede ser una
vida media de al menos 8 dias, 10 dias, 14 dias, 21 dias,
28 dias o 30 dias.

Identificacion de union de antagonistas de IL-6 al sitio Il

En general, puede utilizarse cualquier método conocido en la

técnica para generar una molécula gque pueda unirse a IL-6,
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por ejemplo, pueden evaluarse bibliotecas de polipéptidos o
bibliotecas moleculares para encontrar compuestos candidatos
en un ensayo de habilidad de un polipéptido o compuesto para
unirse a IL-6. Una vez que un compuesto candidato se
identifica, el sitio de unidn del compuesto puede
determinarse utilizando métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, puede evaluarse la habilidad de una molécula para
unirse a IL-6 de tipo natural y la unidén comparada a la
habilidad del compuesto para unirse a IL-6 mutada en el sitio
I, sitio II o sitio III. En modalidades, IL-6a, tal como aqui
se describe, mantiene la habilidad de unirse a un complejo
IL-6/IL-6Ra y a IL-6, y evita la unidén de IL-6/IL-6Ra a
gpl30. En modalidades, un IL-6a tal como aqui se describe,
puede competir con gpl30 por la unidén del complejo IL-6/IL-
6Rx, por ejemplo, mediante la unidén al sitio II de IL-6.
Dichas actividades de unidén pueden ensayarse utilizando
métodos conocidos en la técnica.

Los candidatos 1IL-6a pueden probarse, por ejemplo,
utilizando un sistema de ensayo HEK-Blue™ IL-6 (InvivoGen,
San Diego). Las células HEK-Blue™ IL-6 son células HEK293 que
se transfectan de manera estable con IL-6R humano y un gen
reportero SEAP inducible por STAT3. En la presencia de IL-6,
STAT3 se active y se secreta SEAP. SEAP se evalua utilizando,

por ejemplo, QUANTI-Blue™ (InvivoGen, San Diego). LA adicidn
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de un antagonista de IL-6 a las células previene la secrecidn
o0 disminuye el nivel de SEAP, como resultado de inhibir el
receptor unido de IL-6 libre y soluble.

Kp se refiere a la constante de equilibrio de afinidad
de unidén de una interaccidn particular anticuerpo-antigeno o
de wuna interaccién fragmento de anticuerpo-anticuerpo. En
modalidades, un anticuerpo o fragmento de unién de antigeno
aqui descrito se une a un antigeno (por ejemplo, IL-6) con
una Kp menor o igual a 250 pM, por ejemplo, menor o igual a
225 pM, 220 pM, 210 pM, 205 pM,150 pM, 100 pM, 50 pM, 20 pM,
10 pM, o 1 pM. Kp puede determinarse utilizando métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, utilizando resonancia
de superficie de plasmones, por ejemplo, utilizando el
sistema BiaCore™.

Kors se refiere a la constante de velocidad de
disociacién de una interaccidn particular anticuerpo-antigeno
o complejo fragmento de anticuerpo-antigeno. La constante de
velocidad de disociacidén puede determinarse utilizando
resonancia de superficie de plasmones, por ejemplo,
utilizando el sistema BiaCore™. Una K.ff relativamente lenta
puede contribuir a caracteristicas deseables de un
tratamiento, por ejemplo, permitiendo administracidédn menos
frecuente del inhibidor a un sujeto que necesite dicho

tratamiento.
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Especificidad

En algunas modalidades, un IL-6a aqui descrito se une
especificamente a un blanco, por ejemplo, IL-6. En general,
“unidén especifica”, tal como aqui se utiliza, indica gue una
molécula se une preferencialmente a una molécula seleccionada
y muestra mucha menos afinidad de wunién por una o més
moléculas adicionales. En modalidades, la afinidad de unidn
por otra molécula es 1, 2, 3 o mas Ooérdenes de magnitud
menores que la afinidad de unidén por el blanco.

Tal como se describe anteriormente, IL-6 puede
encontrarse presente como IL-6 libre y como IL-6 unida a IL-
bR soluble. Los solicitantes han identificado el sitio II de
IL-6 como un blanco o6ptimo para un antagonista de IL-6 al
compararse con un inhibidor gque se une al sitio I de IL-6. Un
inhibidor de sitio I puede inhibir la unidén de IL-6 libre a
IL-6Ra. Sin embargo, dicho inhibidor no puede prevenir la
actividad iniciada por complejos IL-6/IL-6Ra preexistentes,
excepto mediante el reemplazo limitado por la Kgee del
complejo. Otra alternativa, un inhibidor que se une a IL-6Raq,
es menos adecuada dado que puede haber una habilidad limitada
para prevenir la actividad de IL-6 a menos que esté presente
en concentraciones saturantes. Dado que la cantidad de
receptor IL-6 es generalmente muy alta al compararse con la

cantidad de IL-o06, este enfoque puede requerir la



10

15

20

65
administracién de una cantidad indeseablemente grande de una
composicién que inhiba la actividad de IL-6 mediante la unidn
al receptor. En modalidades, los antagonistas de IL-6 aqui
descritos (por ejemplo, los anticuerpos vy fragmentos vy
derivados de los mismos aqui descritos) pueden bloquear la
actividad de IL-6 aun cuando IL-6 se une a IL-6T. De este
modo, una ventaja de IL-6a tal como aqui se describe es que
relativamente menos cantidad de 1la composicidédn puede ser
necesaria para su administracidén para lograr un efecto
terapéutico comparédndose con un inhibidor dirigido contra el
receptor de IL-6. Se ha reportado que los anticuerpos anti
receptores son eliminados réapidamente mediante aclaramiento
mediado por receptos, limitando significativamente su PK,
requiriendo asi dosis mayores, dosis més frecuentes, o ambas.
De manera adicional, los anticuerpos anti receptor y anti
sitio I de IL-6 poseen un problema, dado que aumentan
significativamente la concentracién en tejido de IL-6 al
eliminar la via normal de aclaramiento de ligando mediada por
receptor, exponiendo asi al sujeto a niveles potencialmente
indeseables de IL-6 en un tejido. Ademas, la utilizacidén de
un inhibidor dirigido contra IL-6Ra puede necesitar la
presencia del inhibidor cerca de los sitios en el cual la
inhibicién es deseada y en el sitio en el cual no es

deseable, por ejemplo, tratamiento sistémico. La utilizaciédn
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de un IL-6a gque se une al sitio II, el sitio en el cual se
une gpl30, permite la inhibicién mediante IL-6 libre asi como
IL-6 que se une a IL-6R, pero que no ha activado aun la via
de seflalizacidédn de IL-6 mediante gpl30. De este modo, sin
querer adherirse a la teoria, los antagonistas de IL-6 aqui
descritos se diseflan para unirse a ambas formas de IL-6
(soluble y unidos al receptor), especificamente los
antagonistas de IL-6 unidos al sitio II de IL-6, el cual es
accesible en ambas formas. Las composiciones que contienen un
IL-6a tal y como se describen en la presente pueden inhibir
la sefializacidn en cis y en trans de IL-6.

En algunos casos, los compuestos 'y métodos aqui
proporcionados se diseflan para proporcionar un bloqgqueo
efectivo de IL-6 suficiente para tratar al menos un signo o
sintoma de un desorden asociado a IL-6, por ejemplo,
inhibiendo la angiogénesis e/o inflamaciédn.

Los compuestos aqui descritos son Utiles para tratar
enfermedades oculares caracterizadas por un nivel
indeseablemente alto de IL-6, por ejemplo, en el cuerpo
vitreo (véase Yuuki et al., J Diabetes Compl 15:257 (2001);
Funatsu et al., Ophthalmology 110: 1690, (2003); Oh et al.,
Curr Eye Res 35:1116 (2010); Noma et al., Eye 22:42 (2008);
Kawashima et al., Jpn J Ophthalmol 51:100 (2007); Kauffman et

al., Invest Ophthalmol Vis Sci 35:900 (1994); Miao et al.,
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Molec Vis 18:574(2012)).

En general, un IL-6a tal como se describe en la presente
es un antagonista potente de 1la sefalizacién de IL-6. En
algunas modalidades, un IL-6a aqui descrito posee una alta
afinidad por IL-6, por ejemplo, un IC50 menor o igual a 100
PM en un ensayo de HEK-Blue IL-6 utilizando 10 pM IL-6. La
alta afinidad de IL-6a puede determinarse basadndose en la Kp
de IL-6a, por ejemplo, una Kp menor o igual a 1 nM, menor o
igual a 500 pM, menor o igual a 400 pM, menor o igual a
300 pM, menor o igual a 240 pM, o menor o igual a 200 pM.

Para producir un IL-6a bioldgico (por ejemplo, una
proteina o polipéptido tal como un anticuerpo, fragmento o
derivado del mismo) Util para tratar un desorden asociado con
una mayor expresién o actividad de 1IL-6, normalmente es
deseable que el IL-6a bioldgico posea una alta productividad.
Por ejemplo, una productividad adecuada es mayor o 1igual a
1 g/L (por ejemplo, mayor o igual a 2 g/L, mayor o igual a
5 g/L, o mayor o igual a 10 g/L).

Para administrar de manera efectiva un antagonista de
IL-6, es necesario que el inhibidor posea una solubilidad
compatible con la concentracién a la cual se administrara.
Por ejemplo, en el caso de un IL-6a de anticuerpo completo,
la solubilidad es mayor o igual a 20 mg/mL, mayor o igual a

10 mg/mL, mayor o igual a 5 mg/mL, o mayor o igual a 1 mg/mL.
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Ademas, para ser un tratamiento viable, el inhibidor
debe tener una alta estabilidad a la temperatura corporal de
administracién y en los sitios de actividad, asi como
estabilidad durante el almacenamiento. En modalidades, el
inhibidor posee una T, mayor o igual a 60°C (por ejemplo,
mayor o igual a 60°C, mayor o igual a 62.5°C, mayor o igual a
65°C, mayor o igual a 70°C, mayor o igual a 73°C, o mayor o
igual a 75°C). En modalidades, el inhibidor posee una Tonset
mayor o igual a 45°C, por ejemplo, mayor o igual a 50°C,
mayor o igual a 51°C, mayor o igual a 55°C, o mayor o igual a
o0°cC. Los métodos para determinar Tn Vv  Tonset pueden
determinarse utilizando métodos conocidos en la técnica.

Los antagonistas que poseen las caracteristicas deseadas
pueden seleccionarse de entre tipos adecuados de moléculas
conocidas en la técnica, por ejemplo, anticuerpos, incluyendo
fragmentos y derivados de un anticuerpo dirigido contra el
sitio II de IL-6 gque normalmente mantiene caracteristicas
suficientes del anticuerpo IL-6 precursor (por ejemplo,
propiedades deseadas de unidén). Dichos antagonistas incluyen
fragmentos Fab, fragmentos scFV, fragmentos Fab modificados
para incluir una porcidén Fc y anticuerpos completos
modificados para tener un armazdn diferente del anticuerpo
precursor dirigido contra el sitio II de IL-6.

En algunos aspectos, el 1IL-6a gque aqui se describe
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comprende un sitio de unidén a antigeno de anticuerpo humano
que puede competir o tener competencia cruzada con un
anticuerpo o fragmento del mismo que puede unirse al sitio II
de IL-6. Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento del mismo
puede componerse de un dominio VH y un dominio VL aqui
descritos, y los dominios VH y VL pueden comprender un grupo
de CDR de un anticuerpo de unién a IL-6/sitio II aqui
descrito.

Cualqguier método adecuado puede utilizarse para
determinar el dominio y/o epitopo unido por un IL-6a, por
ejemplo, al mutar distintos sitios de IL-6. Dichos sitios en
los cuales las mutaciones previenen o disminuyen la unidén de
IL-6a vy el ligando IL-6 estéan involucrados yva sea
directamente en la unidén a IL-6a o indirectamente afectando
el sitio de unidén, por ejemplo, afectando la conformacidn de
IL-6. Otros métodos pueden utilizarse para determinar los
aminoadcidos uUnicos por IL-6a. Por ejemplo, un escaneo de
unidén a péptido puede utilizarse, tal como un inmunoensayo
unido a enzima basado (ELISA, por sus siglas en inglés) en
PEPSCAN. En un escaneo de unién a péptido de este tipo,
péptidos cortos que se superponen derivados del antigeno se
evalilan sistematicamente por su capacidad de unidén a un
miembro de unidén. Los péptidos pueden acoplarse de modo

covalente a una superficie de soporte para formar un arreglo
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de péptidos. Los péptidos pueden encontrarse en conformacidn
lineal o restringida. Una conformacién restringida puede
producirse utilizando péptidos con un residuo terminal de
cisteina (cys) a cada extremo de la secuencia del péptido.
Los residuos de cys pueden acoplarse de manera covalente
directa o indirectamente a una superficie de soporte de tal
modo que el péptido se mantenga en una conformacidén de asa.
De este momo, un péptido utilizado en el método puede tener
un residuo de cys afiadido a cada extremo de una secuencia de
péptido correspondiente a un fragmento del antigeno. Pueden
utilizarse péptidos con doble asa, en los cuales un residuo
cys se localiza en o cerca de la mitad de la secuencia del
péptido. Los residuos cys pueden acoplarse de manera
covalente directa o indirectamente a una superficie de
soporte de tal modo que los péptidos formen una conformacidn
de doble asa, con un asa en cada lado del residuo central de
cys. Los péptidos pueden generarse sintéticamente, vy 1los
residuos de cys pueden por lo tanto modificarse en los sitios
deseados, a pesar de no ser naturales en la secuencia del
sitio II de IL-6. De manera opcional, los péptidos lineales o
restringidos pueden evaluarse en un ensayo de unién de
péptido. Un escaneo de unidén de péptido puede involucrar la
identificacidén (por ejemplo, utilizando un ELISA) un grupo de

péptidos a los cuales se une el miembro de unidén, donde los
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péptidos poseen secuencias de aminoadcidos correspondientes a
fragmentos de un IL-6a (por ejemplo, péptidos que incluyen
alrededor de 5, 10 o 15 residuos contiguos de IL-6a), y el
alineamiento de ©péptidos ©para determinar una marca de
residuos unidos por el miembro de unidén, donde la marca
comprende residuos comunes para péptidos superpuestos. De
manera alternativa o adicional, el método de escaneo de unidn
a péptido puede utilizarse para identificar los péptidos a
los cuales se une IL-6a con al menos una proporcidn
seleccionada de sefial:ruido.

Otros métodos conocidos en la técnica pueden utilizarse
para determinar los residuos unidos por un anticuerpo, y/o
para confirmar los resultados del escaneo de unidén a péptido,
incluyendo, por ejemplo, mutagénesis dirigida (por ejemplo,
tal como aqui se describe), intercambio de hidrdégeno vy
deuterio, espectrometria de masas, NMR, y cristalografia de
rayos X.

Normalmente, un IL-6a util tal como se describe en la
presente es una molécula de anticuerpo humano, una molécula
de anticuerpo humanizado o un fragmento de unidén de 1los
mismos. En general, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. El1 origen de dicho anticuerpo puede ser humano,
murino, de rata, de camélico, de conejo, ovino, porcino o

bovino, y puede generarse de acuerdo a métodos conocidos en
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la técnica.

En general, un IL-6a comprende al menos las CDR de un
anticuerpo que puede unirse especificamente a IL-6 (por
ejemplo, IL-6 humana), por ejemplo, al sitio II de IL-6. La
estructura de una CDR o un grupo de CDR de la invencidn puede
ser una secuencia de cadena pesada o ligera de anticuerpo o
porcién sustancial de la misma en la cual la CDR o grupo de
CDR se 1localiza en un lugar correspondiente al de la CDR o
grupo de CDR de dominios variables naturales de anticuerpo VH
y VL codificados por genes de inmunoglobulina reacomodados.
Las estructuras y localizaciones de los dominios variables de
inmunoglobulina puede determinarse en referencia a Kabat, et
al., 1983 (National Institutes of Health), vy actualizaciones
del mismo que se pueden encontrar bajo la blUsqueda de “Kabat”
utilizando cualgquier motor de buUsqueda en internet.

Un IL-6a, tal como aqui se describe, es normalmente un
anticuerpo que generalmente comprende un dominio de
anticuerpo VH y/o un dominio VL de anticuerpo. Un dominio VH
comprende un grupo de CDR de cadena pesada (VHCDR) vy un
dominio VL comprende un grupo de CDR de cadena ligera
(VLCDR) . Ejemplos de dichas CDR se proporcionan en la
presente en los Ejemplos. Una molécula de anticuerpo puede
comprender un dominio VH de anticuerpo dgue comprende un

VHCDR1, VHCDR2 y VHCDR3 y un armazdédn. Puede comprender de
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manera alternativa o ademads puede comprender un dominio VL de
anticuerpo VLCDR1l, VLCDRZ2 y VLCDR3 y un armazdn.

En la presente se describen antagonistas de IL-6 que
comprenden VHCDR1 y/o VHCDR2 y/o VHCDR3 tales como los que
aqui se describen y/o un VLCDR1 y/o VLCDR2 y/o VLCDR3 tales
como los que aqui se describen. El1 IL-6a puede comprender una
o mas CDR de cualgquier anticuerpo, fragmento o derivado de
los aqui descritos. El1 IL-6a puede comprender un grupo de
VHCDR (por ejemplo, VHCDR1, VHCDRZ2, % VHCDR3) , Y,
opcionalmente, puede ademas comprender un grupo de VLCDR (por
ejemplo, VLCDR1l, VLCDR2, y VLCDR3). Las CDR pueden derivarse
de uno o mas anticuerpos, fragmentos o derivados de los aqui
descritos. Por ejemplo, las VLCDR pueden derivarse del mismo
anticuerpo o de uno diferente de VHCDR.

En general, un dominio VH puede aparearse con un dominio
VL para proporcionar un sitio de unidén al antigeno en el
anticuerpo. Por ejemplo, el dominio HC de SEQ ID NO:1 o SEQ
ID NO:3 se aparea con el dominio LC de SEQ ID NO:2. En
algunos <casos, un dominio VH o VL por si solo puede
utilizarse como un IL-6a.

En algunos aspectos, IL-6a es una molécula de
anticuerpo, fragmento o derivado del mismo que comprende (i)
una secuencia de dominio VH que posee al menos 60, 70, 80,

85, 90, 95, 98 o 99% de identidad de secuencia de aminoécidos



10

15

20

74

con un dominio VH aqui descrito (por ejemplo, SEQ ID NO:37),
o (ii) un grupo de VHCDR (por ejemplo, VHCDR1l, VHCDR2, vy/o
VHCDR3) de la secuencia de dominio VH. En modalidades, la
molécula de anticuerpo, fragmento o derivado del mismo
comprende un VHCDR1, VHCDR2, y VHCDR3 de SEQ ID NO:37. En
modalidades, la molécula de anticuerpo, fragmento o derivado
del mismo comprende una VHCDR1, VHCDR2, vy VHCDR3 que se
diferencian colectivamente de VHCDR1l, VHCDR2, y VHCDR3 de SEQ
ID NO:37 en no mas de 1, no més de 2, no mads de 3, no mas de
4, o no mds de 5 aminoéacidos.

La molécula de anticuerpo, fragmento o derivado del
mismo  puede ademas comprender, opcionalmente (1) una
secuencia de dominio VL gque posee al menos 60, 70, 80, 85,
90, 95, 98 o 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con
un dominio VL aqui descrito, por ejemplo, un dominio VL de
SEQ ID NO: 38, o (ii) un grupo de VLCDR (por ejemplo, VLCDRI,
VLCDR2, vy/o VLCDR3) de dominio VL. En modalidades, la
molécula de anticuerpo, fragmento o derivado del mismo
comprende VLCDR1, VLCDR2, vy VLCDR3 de SEQ ID NO: 38. En
modalidades, la molécula de anticuerpo, fragmento o derivado
del mismo comprende una VLCDR1l, VLCDR2, y VLCDR3 que difiere
colectivamente de VLCDR1l, VLCDR2, y VLCDR3 de SEQ ID NO:38 en
no mas de 1, no mads de 2, no mas de 3, no mas de 4, o no méas

de 5 aminodcidos. Los algoritmos que pueden utilizarse para
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calcular el porcentaje de identidad de dos secuencias de
aminoadcidos incluyen, por ejemplo, BLAST, FASTA, o el
algoritmo de Smith-Waterman, por ejemplo, utilizando
parametros por defecto.

Un IL-6a tal como aqui se describe, puede comprender
regiones constantes de anticuerpo o partes del mismo, por
ejemplo, regiones constantes o partes de las mismas. Por
ejemplo, un dominio VL puede encontrarse unido en su extremo
carboxilo terminal a dominios constantes de cadena ligera de
anticuerpo, incluyendo cadenas CK o CL humanas. De modo
similar, un IL-6a basado en un dominio VH puede encontrarse
unido en su extremo carboxilo terminal completamente o en
parte (por ejemplo, un dominio CHl1) de una cadena pesada de
inmunoglobulina derivada de cualquier isotipo de anticuerpo,
por ejemplo, IgG, IgA, IgkE e 1IgM vy cualquiera de las
subclases de isotipos, particularmente IgGl, IgG2, IgG3 e
IgG4. En modalidades, el anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno se modifica para reducir o eliminar actividad ADCC.

En una modalidad, el anticuerpo de la invencidén es un
anticuerpo IgG2. En una modalidad el anticuerpo de 1la
invencién comprende un armazdn de IgG2, regidén constante de
IgG2, o regidén Fc de IgG2 tal como aqui se describe.

Los anticuerpos IgG2 pueden existir como tres isoformas

estructurales principales IgG2-A, IgG2-B, e IgG2-A/B (Wypych
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J. et al. Journal of Biological Chemistry. 2008, 283:16194-
16205). Esta heterogeneidad estructural se debe a distintas
configuraciones de los puentes disulfuro que unen los brazos
Fab a la regidén de bisagra de cadena pesada. En la isoforma
IgG2-A, no hay puentes disulfuro uniendo los brazos Fab a la
regién de bisagra. En la isoforma IgG2-B, ambos brazos poseen
enlaces disulfuro uniendo la cadena pesada y ligera a la
regién de bisagra. La isoforma IgG2-A/B es un hibrido entre
las isoformas IgG2-A e IgG2-B, con sbélo un brazo Fab con
enlaces disulfuro uniendo la cadena pesada y ligera de un
brazo Fab a la regidén de Dbisagra. La conversidén de un
anticuerpo IgG2 entre dos o todas las isoformas estructurales
diferentes, también denominada como aleatorizacidn de
disulfuros, ocurre naturalmente in wvivo e 1in vitro para
anticuerpos naturales vy recombinantes. Como resultado, las
formulaciones de anticuerpos IgG2 en la técnica comprende una
mezcla heterogénea de isoformas IgG2-A, IgG2-B, e IgG2-A/B.
Las distintas isoformas de 1IgG2 pueden tener propiedades
funcionales duUnicas y diferentes, tales como diferencias en
estabilidad, agregacidén, viscosidad, unidén al receptor Fc o
potencia. LA presencia de multiples isoformas o niveles
mayores de una 1isoforma particular en un anticuerpo IgG2
pueden afectar negativamente la estabilidad, agregacién o

potencia.
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La presente invencidén proporciona un anticuerpo con la
ventaja de existir primordialmente en la isoforma IgG2-A o
IgG2-A/B. El anticuerpo de la presente invencidén no existe en
la isoforma IgG2-B, o no existe en la isoforma IgG2-B durante
una cantidad de tiempo sustancial. Por lo tanto, las
composiciones y formulaciones que comprenden al anticuerpo de
la invencidén son menos heterogéneas gque otros anticuerpos
IgG2 conocidos en la técnica, vy, por lo tanto, pueden
preferirse mds para su utilizacidédn en una aplicacidn
terapéutica.

Las composiciones que comprenden el anticuerpo de la
invencién comprenden primordialmente las isoformas IgG2-A y/o
IgG2-A/B del anticuerpo. En una modalidad, una composicidn
que comprende un anticuerpo aqui descrito comprende al menos
50, 0, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, o 99% de las isoformas
IgG2-A o IgG2-A/B del anticuerpo. En una modalidad, wuna
composicién que comprende un anticuerpo aqui descrito
comprende al menos 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, o 99% de
las isoformas IgG2-A e IgG2-A/B conjuntamente. En dichas
modalidades, una composicidén que comprende un anticuerpo aqui
descrito no comprende una cantidad sustancial de 1las

isoformas IgG2-B del anticuerpo. Por ejemplo, la composicidn

o°

comprende menos de 10%, 5%, 2%, 1%, 0.5%, o 0.1% de las

isoformas IgG2-B del anticuerpo.
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En algunos casos, un anticuerpo de la invencidn es
modificado adicionalmente utilizando métodos conocidos en 1la
técnica, creando una secuencia con un alotipo especifico, por
ejemplo, un alotipo que predomine en una poblacidén con un
origen geografico particular. En algunos casos, la regidn
constante de la cadena pesada humana se modifica para este
propdsito.

Un IL-6a puede ser una molécula de anticuerpo, fragmento
de unién de la misma o variante, con una o mas CDR, por
ejemplo, un grupo de CDR, en un armazbén de anticuerpo. Por
ejemplo, una o mas CDR de un grupo de CDR de un anticuerpo
(por ejemplo, un anticuerpo o fragmento o derivado del mismo
tal como aqui se describe) puede insertarse en un armazdn
(por ejemplo, un armazdédn humano) para proporcionar una
molécula de anticuerpo. Las regiones de armazdn pueden
derivarse de secuencias de genes de linea germinal humana o
pueden ser de origen no germinal.

Los residuos de armazdn de VH y/o VL pueden modificarse
tal como se describe y ejemplifica en la presente, por
ejemplo, utilizando mutagénesis dirigida.

Los cambios de aminodcidos pueden hacerse en una o més
regiones de armazdén y/o en una o mads CDR derivadas de un
anticuerpo contra IL-6 dirigido al sitio II de IL-6 (aqui

denominado un “anticuerpo de IL-6 de referencia”) utilizando
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métodos uy pardmetros conocidos en la técnica. También se
incluyen en la presente un antagonista resultante de IL-6 que
mantiene la unién al sitio II de IL-6 (por ejemplo, sitio II
de IL-6 humana) y normalmente posee al menos la misma unidn o
afinidad mayor al compararse al anticuerpo de IL-6 de
referencia. En algunos casos, para mejorar un parametro tal
como la estabilidad, un cambio que resulte en una disminucién
de la afinidad de unidén del IL-6a derivado al compararse con
el IL-6a de referencia (por ejemplo, el anticuerpo de
referencia) puede introducirse para crear un IL-6a util. En
algunas modalidades, por ejemplo, en algunos casos en 1los
cuales la referencia se relaciona a la unién de FcRn o a un
pardmetro farmacocinético (PK) tal como la vida media en el
cuerpo vitreo o vida media sistémica (por ejemplo, en sangre,
plasma, suero, linfa, higado, rifibn, otro tejido o fluido
corporal), un anticuerpo de referencia puede ser un
anticuerpo que puede no unirse especificamente a IL-6.

Un cambio en la secuencia de aminocacidos de un
polipéptido de IL-6a puede incluir la sustitucidén de uno o
mas residuos de aminodcidos con un aminodcido no natural o no
esténdar, modificando uno o mé&s residuos de aminodcidos en
una forma no natural o no estadndar, o insertando uno o méas
aminoacido no natural o no estdndar en la secuencia. Ejemplos

de numeros y localizaciones de alteraciones en las secuencias
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de la invencidédn se describen en la presente. Los aminoacidos
naturales incluyen los L-aminoadcidos “estandar” identificados
como G, A, V, L, I, M, P, ¥, W, S, T, N, Q, Y, C, K, R, H, D,
E por sus cbédigos estédndar de una sola letra. Los aminoacidos
no estandar incluyen cualquier otro residuo que puede estar
incorporado en una cadena principal de polipéptido o resultar
de una modificacién de un residuo de aminoidcido existente.
Los aminocacidos no estandar pueden ser naturales o no
naturales. Muchos aminodcidos no estédndares naturales se
conocen en la técnica, tales como 4-hidroxiprolina, 5-
hidroxilisina, 3-metilhistidina vy N-acetilserina. Dichos
residuos de aminoadcidos que son derivados en su posicidén N-
alfa se localizarédn solamente en el extremo amino terminal de
una secuencia de aminoacidos. El aminodcido se encuentra
normalmente como L-aminoacido. En algunos casos, el
aminoacido es un D-aminoéacido. Las formas metiladas,
acetiladas y/o fosforiladas de aminodcidos se conocen y 1los
aminoacidos de la presente invencidédn pueden estar sujetos a
dicha modificacién.

Las secuencias de aminoadcidos en los dominios de
anticuerpo y miembros de wunién de la invencidén pueden
comprender aminoacidos no naturales o no estandar, tal como
aqui se describe. Los aminodcidos no estandares (por ejemplo,

D-aminodcidos) pueden incorporarse en una secuencia de
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aminodcido utilizando métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, en sintesis de la molécula o mediante modificacién
posterior a la sintesis o reemplazo de un aminoadcido. En
algunos casos, un D-aminodcido se utiliza para aumentar la PK
de IL-6a.

Las regiones nuevas VH o VL con secuencias derivadas de
CDR de la invencidén pueden generarse utilizando mutagénesis
aleatoria de una o méas secuencias de &cido nucleico derivadas
de VH y/o VL para generar mutaciones en todo el dominio
variable. Por ejemplo, puede utilizarse PCR proclive a
errores (Chao et al., Nature Protocols, 1:755-768 (20006)). En
algunas modalidades, una o dos sustituciones de aminoacidos
se llevan a cabo dentro de un dominio o grupo variable
completo de CDR. Otros métodos conocidos en la técnica pueden
utilizarse para generar mutaciones, por ejemplo, mutagénesis
dirigida, normalmente en una o mas CDR.

Un método para producir un anticuerpo IL-6a, es alterar
un dominio VH tal como aquellos aqui descritos mediante la
adicidén, delecidn, sustitucidén o insercidédn de uno o méas
aminoadcidos. El1 dominio VH alterado puede combinarse con un
dominio VL (por ejemplo, un dominio VL aqui descrito), que
ademds puede alterarse tal como aqui se describe y utilizarse
los métodos conocidos en la técnica. Se prueba la habilidad

de dichas moléculas para unirse al sitio II de IL-6 Vv,
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opcionalmente, para otras propiedades deseadas tales como el
aumento de afinidad al compararse con una molécula de
referencia. En algunos casos, un dominio VH o VL variante
puede poseer 1, 2, 3, 4 o 5 de dichas alteraciones (por
ejemplo, 1, 2, 3,4 o 5 sustituciones de aminoacidos).

En modalidades, un IL-6a de la invencidén es un fragmento
de un anticuerpo que se une al sitio II de IL-6 y comprende
un sitio de unidén al antigeno, por ejemplo, puede unirse al
sitio II de 1IL-6. Los fragmentos de anticuerpo de 1la
invencién de la invencidén se obtienen generalmente iniciando
con una molécula de anticuerpo de referencia (precursor), tal
como una molécula de anticuerpo que comprende SEQ ID NO:41 vy
SEQ ID NO:42. Los fragmentos de anticuerpo pueden generarse
utilizando métodos conocidos en la técnica tales como ADN
recombinante, escisidén enzimatica (por ejemplo, utilizando
pepsina o papaina), escisidén quimica de un anticuerpo (por
ejemplo, reduccidédn quimica de puentes disulfuro). Los
fragmentos de anticuerpo gque comprenden un sitio de unidén al
antigeno del anticuerpo incluyen, pero no se limitan a,
moléculas tales como as Fab, Fab', Fab'-SH, scfFv, Fv, dAb,
Fd, vy regién variable estabilizada con enlaces disulfuro
(dsFv). Otras moléculas de anticuerpo incluyendo uno o mas
sitios de unién al antigeno del anticuerpo pueden

modificarse, incluyendo, por ejemplo, F(ab’) 2, F (ab) 3,
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diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, % minicuerpos.
Ejemplos de moléculas de anticuerpo vy métodos para su
construccién y utilizacidén se describen en Holliger and
Hudson, 2005, ©Nat Biotechnol 23:1126-1136. Ejemplos no
limitantes de fragmentos de unidén son un fragmento Fab
compuesto de VL, VH, dominio de cadena ligera constante (CL)
y dominio 1 de cadena pesada constante (CHl1); y fragmento Fd
compuesto de dominios VH y CH1; un fragmento Fv compuesto de
dominios VL y VH de un solo anticuerpo; un fragmento dAb
compuesto de un dominio VH o VL; regiones CDR aisladas; un
fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab unidos; wuna molécula Fv de cadena unica
(scFv), en la cual del dominio VH y el dominio VL se unen
mediante un péptido de unidén, lo que permite que los dos
dominios se asocien para formar un sitio de unidén al
antigeno; un dimero Fv biespecifico de una sola cadena (por
ejemplo, tal como se describe en WO 1993/011161) vy un
diacuerpo, el cual es un fragmento multivalente o
multiespecifico construido utilizando fusidédn de genes (por
ejemplo, tal como se describe en W094/13804). Moléculas de
Fv, scFv o diacuerpo pueden estabilizarse mediante la
incorporacién de puentes disulfuro, uniendo los dominios VH y
VL. Los minicuerpos que comprenden un scFv unidos a un

dominio CH3 pueden también wutilizarse como IL-6a. Otros
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fragmentos y derivados de un anticuerpo que pueden utilizarse
como IL-6a incluyen un Fab’, el cual difiere de un fragmento
Fab por la adicién de unos cuantos residuos de aminodcidos en
el extremo carboxilo terminal del dominio de cadena pesada
CH1, incluyendo una o méas cisteinas de la regién de bisagra
del anticuerpo, y Fab’-SH, el cual es un fragmento Fab’ en el
cual el o los residuos de cisteina de los dominios constantes
poseen un grupo tiol libre.

En algunos <casos, un IL-6a que es un fragmento de
anticuerpo se ha modificado qguimicamente para mejorar o
introducir una propiedad deseable, por ejemplo, PEGilaciédn
para aumentar la vida media o la incorporacidn.

Un dAb (anticuerpo de dominio) es un fragmento pequefio
monomérico de unidén a antigeno de un anticuerpo (la regidn
variable de una cadena ©pesada o cadena ligera de un
anticuerpo). VH dAb ocurren naturalmente en camélidos (por
ejemplo, camellos y llamas) y pueden producirse mediante 1la
inmunizacidédn de un camélido con un antigeno blanco, aislando
los linfocitos B especificos para el antigeno y clonando
directamente los genes dAb de linfocitos B individuales. Un
IL-6a de la presente invencidén puede ser un dAb gque comprende
un dominio VH o VL sustancialmente tal como aqui se asienta,
o un dominio VH o VL que comprende un grupo de CDR

sustancialmente tal como aqui se describe.
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Los anticuerpos de la invencidén incluyen anticuerpos
biespecificos en los cuales dos regiones variables diferentes
se combinan en la misma molécula. Un IL-6a puede incorporarse
como parte de un anticuerpo biespecifico preparado utilizando
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, preparados
quimicamente o a partir de hibridomas hibridos. Tal molécula
puede ser un fragmento de un anticuerpo biespecifico de un
tipo descrito anteriormente. Un ejemplo no limitante de un
método para generar un anticuerpo Dbiespecifico es 1la
tecnologia BiTE™ en la cual los dominios de unidén de dos
anticuerpos con distintas especificidades pueden utilizarse vy
unirse directamente mediante péptidos cortos y flexible. Esto
combina dos anticuerpos en una sola cadena corta de
polipéptido. Los diacuerpos y scFv pueden construirse sin una
regidn Fc, utilizando solamente dominios variables,
reduciendo potencialmente los efectos de una reaccidn anti
idiotipica. Los anticuerpos biespecificos pueden construirse
como IgG completos, como Fab’2 biespecificos, como Fab’PEG,
como diacuerpos o como SckFv Dbiespecificos. Ademas, dos
anticuerpos biespecificos pueden unirse utilizando métodos de
rutina conocidos en la técnica para formar anticuerpos
tetravalentes.

Los diacuerpos biespecificos, a diferencia con

anticuerpos completos Dbiespecificos, son uUtiles, en parte
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debido a que pueden construirse y expresarse en E. coli. Los
diacuerpos (v muchos otros polipéptidos, tales como
fragmentos de anticuerpo) de especificidades de unidén
apropiadas pueden seleccionarse al momento utilizando
exposicién por fago (WO 1994/13804) de bibliotecas. Si un
brazo del diacuerpo se mantendrd constante, por ejemplo, con
una especificidad dirigida contra el sitio II de 1IL-6,
entonces puede hacerse una biblioteca donde el otro brazo
varie y se seleccione un anticuerpo de especificidad
apropiada.

Los anticuerpos biespecificos completos pueden hacerse
mediante métodos de modificacidédn alternativos tales como los
que se describen en WO 1996/27011, WO 1998/50431 vy WO
2006/028936.

En algunos casos, un IL-6a de la invencidén comprende un
sitio de unidén al antigeno dentro de una molécula distinta a
un anticuerpo, por ejemplo, mediante la incorporacidén de una
o mas CDR, por ejemplo, un grupo de CDR en un andamiaje de
proteina distinto al de anticuerpo, tal como se describe a
continuacién. En algunos casos, las CDR se incorporan en un
andamiaje distinto al de anticuerpo. Un sitio de unidén al
sitio II de IL-6 puede proporcionarse mediante un arreglo de
CDR en andamiajes de proteina distintos de anticuerpo, tales

como fibronectina o citocromo B, o mediante aleatorizacidén o
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mutar residuos de aminodcidos de un asa en un andamiaje de
proteina para proporcionar especificidad de unidén por un
sitio II de IL-6. Los andamiajes para modificar nuevos sitios
de unidén en proteinas se conocen en la técnica. Por ejemplo,
los andamiajes de ©proteina para simular anticuerpos se
describen en W0200034784, donde se describen ©proteinas
(simulaciones de anticuerpos) gque incluyen un dominio de
fibronectina tipo III con al menos un asa aleatorizada. Un
andamiaje adecuado en el cual se inserta una o mas CDR, por
ejemplo, un grupo de HCDR, puede proporcionarse mediante
cualgquier miembro de dominio de la super familia de genes de
inmunoglobulina. El andamiaje puede ser una proteina humana o
no humana. Una ventaja de un andamiaje de proteina distinta a
anticuerpo es que puede proporcionar un sitio de unidén al
antigeno en una molécula de andamiaje que es mas pequefla y/o
mas facil de fabricar que al menos alguna de las moléculas de
anticuerpo. El1 tamafio pequefioc de un miembro de unidén puede
conferir propiedades fisioldgicas Uutiles, tales como una
habilidad para entrar a las células, penetrar profundo en
tejidos o alcanzar blancos dentro de otras estructuras, o
para unirse en las cavidades de la proteina del antigeno
blanco. Las proteinas normales con una cadena principal
estable y una o mas asas variables, en las cuales al

secuencia de aminoacido del asa o} asas se muta
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especificamente o aleatoriamente parar crear un sitio de
unién al antigeno que se une al antigeno Dblanco. Dichas
proteinas incluyen los dominios de unién a IgG de la proteina
A de S. aureus, transferrina, tetranectina, fibronectina (por
ejemplo, utilizando el décimo dominio de fibronectina tipo
IT1), lipocalinas, asi como andamiajes de gamma-cristalina vy
otras Afillin™ (Scil Proteins, Halle, Alemania). Ejemplos de
otros enfoques incluyen microcuerpos sintéticos basados en
ciclotidas - ©pequefias proteinas con enlaces disulfuro,
microproteinas (por ejemplo, Versabodies™, Amunix Inc.,
Mountain View, CA) y proteinas de repeticiones de anquirina
(DARPin, por ejemplo, de Molecular Partners AG, Zurich-
Schlieren, Suiza). Dichas proteinas ademéds incluyen dominios
pequefios % modificados tales como, por ejemplo,
inmunodominios (véanse, por ejemplo, Publicacidén de Patente
E.U.A. Nos. 2003/082630 y 2003/157561). Los inmunodominios
contienen al menos una regién determinante de
complementariedad (CDR) de un anticuerpo.

Un IL-6a puede comprender aminodcidos adicionales, por
ejemplo, para conferirle a la molécula otras caracteristicas
funcionales ademds de su habilidad para unirse al antigeno.

En algunos casos, un IL-6a contiene una marca
detectable, o se conjuga con una toxina o una porcidén o

enzima dirigida (por ejemplo, mediante enlace o molécula de
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unidén petptidil). Por ejemplo, un IL-6a puede comprender un
sitio catalitico de 1Il-6 o complejo IL-6/IL-6R. El sitio
catalitico puede, en algunos casos, inhibir también una
funcidén bioldgica de IL-6, por ejemplo, mediante la escisidn
de IL-6, IL-6R u otra molécula que se asocia con el complejo
IL-6a/IL-6.

En algunos aspectos, la invencidén incluye un anticuerpo
IL-6a que se ha modificado al compararse con un anticuerpo de
referencia para alterar, por ejemplo, incrementar, disminuir,
o eliminar la funcién o efecto bioldgico de IL-6a. En un
ejemplo, la regidén Fc se modifica o el dominio Fc precursor
se reemplaza cono un dominio Fc modificado para alterar la
farmacocinética del 1IL-6a modificado al compararse con el
precursor sin modificar. En algunas modalidades, IL-6a se
modifica para poseer un armazdén de IgG2. En otras
modalidades, IL-6a es un armazdédn IgGl o IgG2 y posee un Fc
modificado que incrementa la afinidad de unién a IL-6a a
PH 6.0 y no altera sustancialmente la afinidad de unidén a
pH 7.0 al compararse con un IL-6a precursor y otro IL-6a de
referencia.

En algunas modalidades, un anticuerpo IL-6a se modifica
para aumentar la fijacidén de complemento y la citotoxicidad
dependiente de complemento. En otros aspectos, el anticuerpo

IL-6a se modifica para aumentar la habilidad del anticuerpo
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al compararse con un anticuerpo de referencia para activar
células efectoras y participar en citotoxicidad dependiente
de anticuerpo (ADCC). En algunos casos, los anticuerpos, tal
como aqui se describen, pueden modificarse para aumentar su
capacidad de activar células efectoras y para participar en
citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC) y para
aumentar la capacidad de fijar complemento y participar en
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC, por sus siglas
en inglés).

En algunas modalidades, los anticuerpos aqui descritos
se modifican para reducir su capacidad de fijar complemento y
de participar en citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC). En otras modalidades, los anticuerpos se modifican
para reducir su habilidad de activar células efectoras y de
participar en citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC).
En otras modalidades, un anticuerpo tal como aqui se
describe, puede modificarse para reducir su habilidad para
activar células efectoras vy participar en citotoxicidad
dependiente de anticuerpo (ADCC) y para reducir su habilidad
para fijar complemento y participar en citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC).

Generalmente, es una ventaja evitar administraciones
frecuentes de una dosis de un IL-6a, por ejemplo, cuando se

administra mediante inyeccidén en el ojo. Para facilitar esta
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caracteristica, en ciertas modalidades, la vida media en el
sitio de la administracidén, por ejemplo, el cuerpo vitreo, de
un IL-6a tal como aqui se describe es al menos de 4 dias, por
ejemplo, al menos 7 dias, al menos 9 dias, al menos 11 dias,
o al menos 14 dias. En ciertas modalidades, la vida media
promedio de IL-6a es de al menos 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5
dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12
dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias,
19 dias, 20 dias, 25 dias, 30 dias, 40 dias, 50 dias, o 60
dias. Los métodos para aumentar la vida media de un
anticuerpo se conocen en la técnica, por ejemplo, tal como se
describe en Pat. E.U.A. No. 6,277,375 y en Publicacidn
Internacional Nos. WO 1998/23289 y WO 1997/3461. En algunas
modalidades, la vida media de IL-6a es mayor en el sitio de
administracién blanco, por ejemplo, en el cuerpo vitreo, dJue
la vida media sistémica, por ejemplo, la vida media en
sangre, suero, plasma, linfa, higado, rifidén y otro tejido o
fluido corporal).

En otra modalidad, la invencidén proporciona un articulo
de manufactura que incluye un contenedor. E1l contenedor
incluye una composicidén que contiene un IL-6a tal como aqui
se describe, y un prospecto o etiqueta que indica que 1la
composiciébn puede utilizarse para tratar un desorden

relacionado con IL-6. Normalmente, la composicidén es un IL-6a
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en una composicidn que comprende un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En algunos casos, la invencidén es un kit qgque comprende
una composicidédn que contiene un IL-6a tal como aqui se
describe, e instrucciones para administrar la composicién a
un sujeto que necesite el tratamiento.

En modalidades en las cuales se desea una gran cantidad
de IL-6a, por ejemplo, para aumentar la retencidén de IL-6a en
el sitio de administracién o cerca de él, una porcidén que
aumenta el tamafio pero que no afecta significativamente de
manera adversa la funcidén de IL-6a (por ejemplo, afinidad de
unidén de IL-6 por IL-6 o por el complejo IL-6/IL-6R) puede
asociarse con el IL-6a. Por ejemplo, un Fab puede modificarse
genéticamente para expresarse como un solo polipéptido gque
contiene un Fab y una porcidn Fc.

En modalidades en las cuales se desea un tamafio
relativamente pequefio de IL-6a, pueden utilizarse fragmentos
de un anticuerpo IL-6, por ejemplo, un fragmento scFv o un
Fab. El1 tamafio de un anticuerpo IgG es alrededor de 150 kD,
un Fab es alrededor de 50 kD y un scFv es alrededor de 25 kD.
En algunas modalidades, un IL-6a tal como aqui se describe es
menor a 50 kD. Dicho antagonista puede ser, por ejemplo,
menor o igual a 50 kD y mayor a 10 kD, menor o igual a 50 kD

y mayor a 20 kD, o menor o igual a 50 kD y mayor o igual a
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25 kD.

En algunos casos, la estabilidad de un antahonista de
IL-6, por ejemplo, un anticuerpo u otro inhibidor con puentes
disulfuro, se mejora al crear una variante en cuyo uno O mas
puentes disulfuro son estables que en la molécula precursor.

Otra ventaja de ciertas moléculas de 1IL-6a aqui
descritas puede ser la disponibilidad de moléculas efectivas
con un tamafio apropiado para su modo de administracidn, sitio
de administracidén o modo de actividad. Por ejemplo, un IL-6a
en un formato de Fab puede wutilizarse en una aplicacién
toépica. Los métodos de modificacidén de dichas moléculas se
describen aqui y se conocen en la técnica.

Indicaciones/Enfermedad Asociada a I1L-6

Las enfermedades que pueden tratarse con un IL-6a de la
invencién, incluyen aquellas enfermedades en las cuales se
asocia una elevaciédn de IL-6 con el estado de la enfermedad o
como prerrequisito para el estado de la enfermedad. Dichas
enfermedades incluyen aquellas en las cuales la angiogénesis
e inflamacidén producidas por IL-6 contribuyen a la patologia
de la enfermedad. Esto incluye enfermedades en las cuales IL-
6 se encuentra aumentada al compararse con niveles normales,
por ejemplo, enfermedades en las cuales IL-6 se encuentra
aumentada en el cuerpo vitreo (tales como, por ejemplo, edema

macular diabético, retinopatia diabética y uvieitis) o en
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tejidos del ojo. Ejemplos incluyen ciertas enfermedades del
ojo que incluyen, sin limitacidén, sequedad ocular (por
ejemplo, queratoconjuntivitis), conjuntivitis alérgica,
uveitis, degeneracidén macular relacionada a la edad (AMD),
retinopatia diabética proliferativa (PDR), edema macular
diabético (DME), desprendimiento de retina regmatdgeno (RRD),
oclusidén de la vena central de la retina (RVO), neuromielitis
6ptica (NMO). Otros desdrdenes oculares qgue pueden tratarse
incluyen aquellos causados por trauma tales como trasplante
de cérnea, abrasién de cdérnea, u otros dafios fisicos al ojo.
De acuerdo a esto, la invencidén incluye el tratamiento a un
sujeto gque padece una enfermedad relacionada a IL-6 con un
IL-6a aqui descrito.

En algunas modalidades, la enfermedad asociada con IL-6
es una enfermedad inflamatoria. En algunas modalidades, 1la
enfermedad es glaucoma.

En algunas modalidades, la enfermedad es dolor ocular.

En algunas modalidades, el tratamiento de un sujeto
ademas 1incluye la determinacidén si el sujeto posee una
enfermedad asociada a IL-6, y, opcionalmente, si el sujeto es
resistente a otros tratamientos inhibidores distintos a IL-6
tales como esteroides o tratamientos anti VEGF.

Un problema con ciertos tratamientos basados en

anticuerpos que son efectivos en un sitio especifico tal como
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en el ojo, por ejemplo, en el cuerpo vitreo, son los efectos
adversos que resultan de administracidén sistémica. Una
solucidén es proporcionar tratamientos que pueden
administrarse localmente, en lugar de sistémicamente, tal
como lo ejemplifican las moléculas aqui descritas. Ya que
algunos tratamientos gque son administrados localmente, por
ejemplo, al cuerpo vitreo, apareceran, en alguna extensidn,
sistémicos, es una ventaja diseflar una molécula que poseeré
una inactivacién sistémica relativamente rapida. Los
solicitantes han modificado ejemplos de anticuerpos de IL-6
disefiados para una 1inactivacidén sistémica rapida, por
ejemplo, al compararse con la molécula precursor o un
anticuerpo de referencia. Esto se logrdé al mutar el dominio
Fc para modificar la unién de FcRn de la molécula, por
ejemplo, para reducir el reciclaje mediado por FcRn de IL-6a.

Edema macular diabético (DME). El1 edema macular
diabético (DME) involucra la oclusién y derrame de los wvasos
sanguineos de la retina, causando menor agudeza visual vy,
potencialmente, ceguera.

Los tratamientos estandar para DME incluyen
administracién local de esteroides o anticuerpos anti VEGF.
Sin embargo, muchos pacientes son resistentes a estos
tratamientos. La patogénesis del edema macular diabético

involucra los componentes de angiogénesis, inflamacidén vy
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estrés oxidativo. IL-6 se induce por hipoxia e hiperglicemia
y puede aumentar la inflamacidén vascular, permeabilidad
vascular, vy angiogénesis patoldégica. 1IL-6 puede inducir
directamente la expresidn de  VEGF y puede promover
neovascularizacidén coroidal en modelos animales. En pacientes
con DME, los niveles oculares de IL-6 correlacionan
positivamente con el grosor macular y la severidad de la
enfermedad. Se reporta que los niveles de IL-6 se encuentran
elevados en pacientes que fallan con el tratamiento anti VEGF
mientras disminuye en pacientes que responden a anti VEGF. De
este modo, la administracidén de un IL-6a tal como aqui se
describe es Util para el tratamiento de diabetes en
combinacién con un tratamiento anti VEGF o como una
alternativa al tratamiento anti VEGF, incluyendo a 1los
pacientes que no responden al tratamiento anti VEGF. E1
tratamiento de edema macular con un IL-6a puede ademéas
mejorar la seguridad mediante la eliminacidén de la necesidad
de inhibir completamente cualquier mecanismo para inhibir 1la
patologia, preservando asi algunos de los papeles
fisioldégicos deseados de cada citoquina. De este modo, el
tratamiento local con IL-6a en combinacién con la inhibicidn
de VEGF puede disminuir la frecuencia de dosis y reducir 1los
efectos adversos del tratamiento.

En DME hay correlaciones positivas entre los niveles
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vitreos de IL-6 y tanto la severidad de la enfermedad como
los sujetos resistentes para VEGF. De este modo, un IL-6a tal
como aqui se describe puede utilizarse para tratar sujetos
con DME que son resistentes al tratamiento con esteroides, al
tratamiento anti VEGF o a ambos. En algunos casos, un IL-6a
se utiliza en combinacidén con un tratamiento anti VEGF o
tratamiento de esteroides, por ejemplo, para tratar DME.

Un IL-6a aqui descrito ademds puede wutilizarse para

tratar desdérdenes tales como cancer, por ejemplo, cancer de

préstata, leucemia, mieloma miltiple, enfermedades
inflamatorias (tales como enfermedades proliferantes
inflamatorias crénicas) y enfermedades autoinmunes, por
ejemplo, artritis reumatoide, enfermedad de Castleman

(hiperplasia de nédulos linfaticos angiofolicular o gigante,
hamartoma linfoide, hiperplasia de nédulo linféatico
angiofolicular), artritis idiopatica Jjuvenil (incluyendo
artritis idiopatica juvenil y enfermedad de inicio adulto de
Still), enfermedad de inicio adulto de Still, amiloidosis de
amiloide A, polimialgia reumatica, sinovitis simétrica
seronegativa de remisiodén con edema con foéovea,
espondiloartritis, enfermedad de Behcet (incluyendo
tratamiento de manifestaciones oculares), arterioesclerosis,
psoriasis, lupus eritematoso sistémico, polimiositis (una

miopatia inflamatoria), policondritis de remisidén, hemofilia
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A adquirida, esclerosis multiple, anemia de inflamacidén vy
enfermedad de Crohn.

Los antagonistas de IL-6 también son uUtiles para el
tratamiento de ciertas enfermedades neuroldgicas, por
ejemplo, depresidn y enfermedad de Alzheimer.

Otras enfermedades que pueden tratarse con IL-6a aqui
descrito incluyen, sin limitacién, esclerosis sistémica,
arteritis de Takayasu, arteritis de célula gigante,
enfermedad de huésped contra trasplante y sindrome periddico
asociado al receptor TNF (TRAPS, por sus siglas en inglés).

Dosificacion

Un anticuerpo IL-6 o fragmento del mismo puede administrarse
a un sujeto (por ejemplo, un paciente) que expresa, por
ejemplo, niveles altos anormales de IL-6. El anticuerpo o
fragmento del mismo puede administrarse una vez, o puede
administrarse multiples veces. El anticuerpo puede
administrarse, por ejemplo, entre tres veces diariamente a
hasta una vez cada seis meses o0 mas. La administracidén puede
ser en un esquema de administracidén, tal como tres veces al
dia, dos veces al dia, una vez al dia, una vez cada dos dias,
una vez cada tres dias, una vez a la semana, una vez cada dos
semanas, una vez cada mes, una vez cada dos meses, una vez
cada tres meses y una vez cada seis meses. El anticuerpo o

fragmento del mismo puede administrarse continuamente
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mediante una minibomba u otra via, tal como una céapsula
implantable de 1liberacién lenta o mediante una célula
encapsulada que produce el anticuerpo o fragmento del mismo.
El anticuerpo o fragmento del mismo puede administrarse via
mucosas, bucal, intranasal, inhalable, intravenosa,
subcuténea, intramuscular, parenteral, intraocular o}
intratumoral. El anticuerpo o fragmento del mismo puede
administrarse una vez, al menos dos veces o durante al menos
el periodo de tiempo hasta que la condicidén sea tratada,
paliada o curada. El anticuerpo o fragmento del mismo
generalmente se administrard durante el tiempo que la
condicidn esté presente. El anticuerpo o fragmento del mismo
se administrard generalmente como parte de una composicidn
farmacéutica, tal como aqui se describe. LA dosis del
anticuerpo generalmente estard en el intervalo de entre 0.1 a
100 mg/kg, 0.5 a 50 mg/kg, 1 a 20 mg/kg, y 1 a 10 mg/kg. La
concentracién en suero del anticuerpo o fragmento del mismo
puede medirse mediante cualquier método adecuado. Una
caracteristica de ciertos compuestos aqui descritos es que
requieren dosis relativamente no frecuentes, por ejemplo, una
vez a la semana, dos veces a la semana, tres veces a la
semana, una vez cada cuatro semanas, una vez cada dos
semanas, una vez cada 8 semanas, una vez cada 12 semanas, una

vez cada 16 semanas, una vez cada 32 semanas, una vez al mes,
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una vez cada dos meses, una vez cada tres meses O una vez
cada seis meses. En algunos casos, el compuesto se administra
segun se utilice, lo cual se determina, por ejemplo, debido a
la condicidén del sujeto. Es una caracteristica de 1los
antagonistas de IL-6 aqui descritos que permiten
dosificaciones relativamente no frecuentes que la combinacién
de alta potencia que se logra, al menos en parte, por una
velocidad de desacoplamiento una vez que se une a IL-6 y la
habilidad para administrar una concentracidén relativamente
alta del compuesto.

En algunos casos, IL-6a se administra como monoterapia.
En otras modalidades, IL-6a se administra de manera
concomitante con metotrexato u otro farmaco antiartritico que
modifique la enfermedad.

Generacion de anticuerpos

Un anticuerpo IL-6a o derivado o fragmento del mismo puede
producirse utilizando métodos conocidos en la técnica, tal
como la metodologia de anticuerpos monoclonales (por ejemplo,
véase Kohler and Milstein (1975) Nature 256: 495). Otras
técnicas para producir anticuerpos monoclonales pueden
emplearse también, tal como la transformacidén viral u
oncogénica de linfocitos B. Los anticuerpos gquiméricos o
humanizados pueden prepararse basandose en la secuencia de un

anticuerpo monoclonal murino preparado utilizando métodos
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conocidos en la técnica. El ADN qgue codifica las
inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera pueden obtenerse
de un hibridoma murino de interés y pueden modificarse para
contener secuencias de inmunoglobulina no murinas (por
ejemplo, humanas), utilizando técnicas de biologia molecular
estandar. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico,
las regiones variables murinas pueden enlazarse a regiones
constantes humanas utilizando métodos conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, Pat. E.U.A. No. 4,816,567). Para crear
un anticuerpo humanizado, las regiones CDR murinas pueden
insertarse en un armazdédn humano utilizando métodos conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, por ejemplo, Pat. E.U.A.
No. 5,225,539, vy Pat. E.U.A. Nos. 5,530,101, 5,585,089;
5,693,762; y 6,180,370).

En modalidades, un IL-6a aquili descrito (por ejemplo, un
anticuerpo anti IL-6a o derivado o fragmento del mismo) puede
unirse especificamente a IL-6 humana. En modalidades, IL-6a
puede unirse especificamente al sitio II de IL-6 (por
ejemplo, sitio II de IL-6 humana).

En algunas modalidades, un anticuerpo IL-6a es un
anticuerpo monoclonal humano. Dichos anticuerpos pueden
generarse utilizando ratones transgénicos o transcromosdmicos
que comprenden porciones de un sistema humano inmune en lugar

del sistema de ratoén. Estos ratones transgénicos o)
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transcromosdémicos incluyen “ratones con Ig humana” tales como
HuMAb Mouse® y KM Mouse® (Véase, por ejemplo, Pat. E.U.A.
Nos. 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650;
5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; y 5,770,429; Pat.
E.U.A. No. 5,545,807; Publicacidén PCT Nos.: WO 92/03918, WO
93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 'y WO
99/45962; y Publicacidén PCT No. WO 01/14424).

En otro aspecto, 1los anticuerpos humanos anti IL-6
pueden obtenerse utilizando un ratdn gque acarrea secuencias
de inmunoglobulina humana en transgenes y transcromosomas,
tales como un ratdén que posee un transgen de cadena pesada
humana y un transcromosoma de cadena ligera humana. Dichos
ratones se describen en detalle en Publicacidén PCT No. WO
02/43478.

Otros sistemas animales transgénicos que expresan Jgenes
de inmunoglobulina humana se encuentran disponibles en la
técnica y pueden utilizarse para obtener un anticuerpo IL-6a.
Por ejemplo, un sistema transgénico alternativo denominado
Xenomouse™ (Abgenix, Inc.) puede utilizarse; dichos ratones
se describen en, por ejemplo, Pat. E.U.A. Nos. 5,939,598;
6,075,181; 6,114,598; 6,150,584; vy 6,162,963. Ademas, los
sistemas de animales transcromosdmicos gque expresan genes de
inmunoglobulinas se encuentran disponibles en la técnica vy

pueden utilizarse para obtener un anticuerpo IL-6a. Por
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ejemplo, los ratos con un transcromosoma de cadena pesada
humana vy un transcromosoma de cadena ligera humana se
describen en Tomizuka et al. (2000, Proc Natl Acad Sci USA
97:722-727) . Los anticuerpos monoclonales humanos también
pueden prepararse utilizando ratones SCID en los cuales las
células inmunitarias humanas se han reconstituido, de tal
manera que puede generarse una respuesta de anticuerpo humano
tras una inmunizacidén. Dichos ratones se describen en, por
ejemplo, Pat. E.U.A. Nos. 5,476,996 yv 5,698,767.

Bibliotecas de Exposicidon por Fago

En algunos casos, un anticuerpo IL-6a o derivado o fragmento
del mismo se produce en un método que involucra la sintesis
de una biblioteca de anticuerpos humanos utilizando fagos,
evaluando la biblioteca con IL-6, por ejemplo, IL-6 humana, ©
un fragmento del mismo, aislando el fago gque se une a IL-6 y
obteniendo el anticuerpo del fago.

Un anticuerpo IL-6a humano recombinante puede aislarse
también mediante la evaluacidén de una Dbiblioteca de
anticuerpos recombinantes combinatorios. En general, la
biblioteca es una biblioteca de exposicidén por fago de scFv,
generada utilizando ADNc de VL y VH de humano, preparado a
partir de ARNm aislado de 1linfocitos B, Los métodos para
preparar y evaluar dichas librerias se conocen en la técnica.

Kits para generar la biblioteca de exposicidén por fago se
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encuentran disponibles comercialmente (por ejemplo, el
sistema Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, num. de
catdlogo 27-9400-01; vy el kit de exposicién por fago de
Stratagene SurfZAP™, num. de catdlogo 240612). Otros métodos
y reactivos que pueden utilizarse en la generacidén vy
evaluacién de bibliotecas de exposicidén por fago se conocen
en la técnica (véanse, ©por ejemplo, Pat. E.U.A. No.
5,223,409; Publicacién PCT Nos. WO 92/18619, WO 91/17271, WO
92/20791, WO 92/15679, WO 93/01288, WO 92/01047, WO 92/09690;
Fuchs et al., Bio/Technology 9:1370-1372 (1991); Hay et al.,
Hum Antibod Hybridomas 3:81-85 (1992); Huse et al., Science
246:1275-1281 (1989); McCafferty et al., Nature 348:552-554
(1990); Griffiths et al., EMBO J 12:725-734 (1993); Hawkins
et al., J Mol Biol 226:889-896 (1992); Clackson et al.,
Nature 352:624-628 (1991); Gram et al., Proc Natl Acad Sci
USA 89:3576-3580 (1992); Garrad et al., Bio/Technology
9:1373-1377 (1991); Hoogenboom et al., Nuc Acid Res 19:4133-
4137 (1991); y Barbas et al., Proc Natl Acad Sci USA 88:7978-
7982 (1991), las cuales se incorporan en la presente a modo
de referencia.

En un ejemplo de aislamiento y produccidén de anticuerpos
humanos de IL-6 con las caracteristicas deseadas, un
anticuerpo humano de IL-6 se utiliza primero para seleccionar

las secuencias de cadena pesada vy ligera humanas con
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actividad similar de unidén a IL-6, utilizando los métodos de
impronta de epitopo descritos en Publicacién PCT No. WO
93/06213, incorporada aqui a modo de referencia. Las
bibliotecas de anticuerpo utilizadas en este método son
generalmente bibliotecas de scFv preparadas y evaluadas tal
como se describe en Publicacién PCT No. WO 92/01047;
McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990); y Griffiths et
al., EMBO J 12:725-734 (1993), las cuales se incorporan en la
presente a modo de referencia.

Una vez que los dominios VL y VH humanos iniciales se
seleccionan, se llevan a cabo experimentos de “mezcla vy
coincidencia”, en los cuales los pares distintos de segmentos
VL y VH inicialmente seleccionados se evalian por sus
capacidades de unidén a IL-6 para seleccionar combinaciones de
pares VL/VH preferentes. Para seleccionar caracteristicas
deseables de un IL-6a, los segmentos VL y/o VH de un par
seleccionado pueden mutarse aleatoriamente. Esta maduracién
de afinidad in vitro puede lograrse, por ejemplo,
amplificando los dominios VH y VL utilizando cebadores de PCR
complementarios a una CDR de uno o ambos dominios VH y VL
seleccionados, dichos cebadores contienen una mezcla
aleatoria de 1las cuatro Dbases de nucledtidos en ciertas
posiciones de tal modo qgue los productos de PCR resultantes

codifican segmentos VH y VL en los cuales se han introducido
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mutaciones aleatorias en VH y/o VL. Dichos segmentos VH y VL
pueden reevaluarse por su unién a IL-6, por ejemplo, al sitio
IT de IL-6.

Después de la evaluacidén y aislamiento de un anticuerpo
IL-6a de una biblioteca de exposicidédn de inmunoglobulina
recombinante, los acidos nucleicos que codifican el
anticuerpo seleccionado puede recuperarse del paquete de
exposicidén (por ejemplo, del genoma del fago) y se subclond
en otros vectores de expresidédn utilizando técnicas de ADN
recombinante conocidas en la técnica. Dichos anticuerpos
pueden manipularse para producir un fragmento de anticuerpo
tal como los que aqui se describen.

Farmacocinética (PK)

Las pruebas de PK pueden llevarse a cabo utilizando métodos
aqui descritos vy/o métodos conocidos en la técnica. Una
barrera para determinaciones que requieren la utilizacidén de
un animal, por ejemplo, la determinacién de PK, es que IL-6
humana posee menos del 50% de homologia con la de animales
cominmente utilizados para dicha prueba. Un método para
probar la PK es, por lo tanto, la utilizacidén de un ratédn
transgénico que expresa IL-6 humana. En algunas modalidades,
se utiliza un primate no humano para determinar la PK.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti IL-6 se muta

para alterar su PK, por ejemplo, mediante la alteracidén de 1la
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sensibilidad a pH de la unidén de FcRn. Un método para obtener
dichas mutaciones se describe en los Ejemplos. De acuerdo a
esto, en algunas modalidades, el IL-6a posee una PK sistémica
alterada al compararse con un IL-6a precursor o una molécula
de referencia. En algunos casos, la PK no se altera o mejora
en el cuerpo vitreo. En algunas modalidades, el IL-6a posee
una PK sistémica reducida (por ejemplo, menor vida media y/o
aclaramiento mayor, por ejemplo, tal como se prueba en un
fluido circulatorio tal como sangre, plasma, linfa, o suero)
al compararse con un IL-6a precursor o una molécula de
referencia.

Modelos para probar un antagonista de IL-6

Los antagonistas de IL-6 pueden probarse en modelos de
enfermedad para la administracidén asociada de IL-6,
particularmente para la eficacia del tratamiento vy 1los
efectos deletéreos limitados en las propiedades de ventaja de
IL-6. Por ejemplo, uveitis puede probarse en un modelo
experimental autoinmune en ratas o ratones (Caspi, Invest
Ophthalmol Vis Sci 52:1873; Agarwal et al., 900:443-69, 2012)
utilizando proteina de unién a interfotoreceptor retinoide
(IRBP) en inmunizacidén de adyuvante completo de Freund (CFA).
Otros modelos incluyen aquellos conocidos en la técnica para
uveitis inducida por células dendriticas, transferencia

adoptiva de linfocitos T efectores cultivados, ratones Tg TCR



10

15

20

108
con EAU espontédnea en IRBP, uveitis inducida por endotoxinia,
uveoretinitis autoinmunitaria (Haruta et al., Invest
Ophthalmol Vis Sci 53:3264 (2011); Yoshimura et al.,
Rheumatology 48:347-354 (2009)).
Otros sistemas modelo gque pueden utilizarse para
examinar los efectos de un IL-6a en el tratamiento de una

enfermedad asociada a IL-6 son, por ejemplo, un modelo de

neovascularizacién coroidal (CNV) (Izumi-Nagai et al., Am J
Pathol 170:6 (2007); Krzystolik et al., Arch Ophthalmol
120:338 (2002)) vy modelos diabéticos tales como aquellos
descritos en Kern et al. (Animal Models Of Diabetic

Complications Consortium (PO1 DK57733), Update Report
(September 2001 - January 2004)). Los modelos de animal
utiles para la prueba de IL-6a en artritis reumatoide se
conocen en la técnica, por ejemplo, ver Asquith et al. (Eur J
Immunol 39:2040-4 (2009)) vy Kollias et al. (Ann Rheum Dis
70:1357-62 (2011).

Los modelos de CNV representan, por ejemplo, las
condiciones humanas de AMD % DME . Los modelos de
neovascularizacién retiniana son Utiles, por ejemplo, para
estudiar retinopatias isquémicas, por ejemplo, retinopatia
diabética o retinopatia de premadurez. Se conocen en la
técnica distintos modelos de neovascularizacidén retiniana

(véase, por ejemplo, Grossniklaus, H.E. et al. Prog Retin Eye
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Res. 2010 Nov;29(6) :500-19. doi:
10.1016/7j.preteyeres.2010.05.003. Epub 2010 May 19; Saisin, Y
et al. (2003) Journal of Cellular Physiology, 195:241-248;
Takahashi, K. et al. (2003) Investigative Ophthalmology &
Visual Science, 44 (1) :409-415; Lima e Silva, R. et al. (2007)
FASEB Journal, 21:3219-3230; Tobe et al. (1998) American
Journal of Pathology, 153(5):1641-1646; Dong, A et al. (2011)
PNAS, 108(35): 14614-14619; Dong et al. (2009) J Cell Physiol
219:544-552; Smith, LE et al. 1994 Invest Ophthalmol Vis Sci
1994; 35:101-111; Shen, J. et al. (2007) Investigative
Ophthalmology & Visual Science, 48(9):4335-4341) vy pueden
utilizarse para investigar 1la eficacia de un IL-6a. La
neovascularizacidn coroidal (CNV) puede inducirse, por
ejemplo, mediante léseres, luz, cirugia o modificaciones
genéticas. Los modelos de neovascularizacidn retiniana
inducida por oxigeno se conocen en la técnica y se describen,
por ejemplo, en Smith, LE et al. 1994 Invest Ophthalmol Vis
Sci 1994; 35:101-111; Shen, J. et al. (2007) Investigative
Ophthalmology & Visual Science, 48(9) :4335-4341.

También puede utilizarse un modelo de
isquemia/reperfusion. Véase, por ejemplo, Zheng, L et al.
Investigative Ophthalmology & Visual Science, vol. 48 no. 1
pp. 361-367, 2007. Por ejemplo, al Dia 1, se inserta una

aguja de caliber 30 unida a una bolsa de fluido en la cérnea
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de ratones anestesiados y la presidén intraocular (IOP) se
eleva hasta aproximadamente 120 mmHg para generar isquemia.
Después de 30-90 minutos, se retira la aguja, se normaliza la
IOP, vy ocurre un reflujo en la circulacidén retiniana. La
expresién de marcadores inflamatorios incluyendo TNF-o vy
ICAM-1 puede evaluarse mediante western blot y gPCR al Dia 2-
6. Ademés, puede evaluarse la pérdida de células ganglionares
mediante histologia al Dia 3-14 y la degeneracidn capilar se
mide mediante técnica de digestidén con tripsina al Dia 10-14.
Para estudios de tratamiento, el articulo de prueba (por
ejemplo, 1 pL de una concentracidén apropiada, por ejemplo, 20
mg/mL, de IL6a) se inyecta via intravitrea ya sea poco antes
o después de la induccidén de la isquemia.

Terapias de combinacion

En algunas modalidades, se administra un IL-6a en combinacidn
con una segunda entidad terapéutica. Por ejemplo, un IL-6a se
administra en un esquema de tratamiento que incluye un
inhibidor de VEGF tal como, por ejemplo, ranibizumab. En
algunas modalidades, se administra un IL-6a en un esguema de
tratamiento que incluye un inhibidor tal como, por ejemplo,
un anticuerpo anti PDGF o anticuerpo anti receptor de PDGF
(por ejemplo, imatinib) . En algunas modalidades, se
administra un IL-6a en combinacidédn con un inhibidor de la via

de complemento, por ejemplo, lampalizumab (inhibidor de
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Factor D) o un inhibidor de C5.

Administracion de antagonista de IL-6

Un antagonista de IL-6 o composicidén aqui descrita puede
administrarse localmente, ya sea en contacto directo con o
cerca de una célula o tejido blanco para la inhibicidén de IL-
6. Ejemplos no limitantes de dichos métodos de administracidn
incluyen inyeccidén, infusién o implante de una sustancia que
contiene un antagonista de IL-6.

En modalidades, el IL-6a o composicidén se administra via
intraocular, por ejemplo, via intravitrea, por ejemplo,
mediante inyeccidn intravitrea, insercién oftdlmica e}
administracidén genética.

En algunas modalidades, la composicién de IL-6a se
administra como una formulacidén oftdlmica. Los métodos pueden
comprender la administracidén de la composicidén de IL-6a y un
acarreador oftalmoldgicamente aceptable. En algunas
modalidades, la formulacién oftédlmica es un ligquido,
semisdélido, inserto, pelicula, microparticula o
nanoparticula. La composicidédn de IL-6a puede administrarse,
por ejemplo, via tépica o mediante inyeccidén (por ejemplo,
inyeccidédn intravitrea).

En algunas modalidades, la composicidédn de IL-6a se
formuld para administracidn intravitrea.

En algunas modalidades, la composicién de IL-6a se
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formuldé para administracidén tdépica, por ejemplo, en el ojo.
La formulacién tépica puede ser una formulacidén ligquida o
semisdélida, por ejemplo, una formulacidén tdédépica puede incluir
una solucidn acuosa, una suspensidn acuosa, un ungiento o un
gel. Una formulacidén oftdlmica de IL-6a puede aplicarse
tépicamente en el frente del ojo, bajo el parpado superior,
en el parpado inferior y en el fondo de saco. Normalmente, la
formulacién oftdlmica es estéril. Una formulacidén oftdlmica
de IL-6a puede contener uno o mas excipientes farmacéuticos
adecuados para la preparacién de formulaciones oftédlmicas.
Ejemplos de dichos excipientes son agentes preservantes,
agentes amortiguadores, agentes quelantes, agentes
antioxidante y sales para regular la presién osmdética. Las
formulaciones oftdlmicas, incluyendo ungientos y
suspensiones, poseen una viscosidad que es adecuada para la
via de administracidén seleccionada. En algunas modalidades,
la formulacidén oftdlmica posee una viscosidad de entre
alrededor de 1000 y alrededor de 3000 centipoise.

En algunas modalidades, la formulacién es una
formulacién liquida que comprende un polimero. Dicho polimero
puede utilizarse para mejora la biodisponibilidad, aumentar
la viscosidad, o reducir el drenaje del ojo de una
formulacidén liquida. Los polimeros adecuados incluyen, pero

no se limitan a, aquellos descritos en Wagh et al. (Asian J
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Pharm, 2:12-17, 2008). En ejemplos no limitantes, el polimero
es hialuronasa de sodio, quitosano, una clicodextrina (por
ejemplo, hidroxipropil-B-ciclodextrina), acido
polgalactordénico, xiloglicano, goma xantano, goma gellan, un
tidémero, un poli(orto éster) (por ejemplo, Einmahl, Adv Drug
Deliv Rev 53:45-73, 2001), o un polisacadrido de semilla de
tamarindo (por ejemplo, Ghelardi et al., Antimicrob Agents
Chemother 48:3396-3401, 2004).

En algunas modalidades, una formulacidédn que comprende
una composicién de IL-6a para administracién oftdlmica puede
comprender uno o) mas surfactantes, adyuvantes,
amortiguadores, antioxidantes, ajustadores de tonicidad,
preservantes (por ejemplo, EDTA, BAK (cloruro de
benzalconio), clorito de sodio, perborato de sodio,
poliquaterium-1, espesantes o modificadores de viscosidad
(por ejemplo, carboximetil celulosa, hidroximetil celulosa,
polivinil alcohol, polietilenglicol, glicol 400,
propilenglicol, hidroximetil celulosa, hidroxipropil guar,
dcido hialurdédnico e hidroxipropil celulosa) y similares. Los
aditivos en la formulacidén pueden incluir, pero no se limitan
a, cloruro de sodio, bicarbonato de sodio, &cido sbérbico,
metil parabeno, propil parabeno, clorhexidina, aceite de
castor y perborato de sodio.

En algunas modalidades, se utiliza agua purificada o
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desionizada. El1l pH puede ajustarse afiadiendo cualquier &cido,
base o) amortiguador de ajuste de pH fisioldgica %
oftalmoldégicamente aceptable, cuyo rango se encuentre entre
alrededor de 5.0 a 8.5, por ejemplo, pH 7.0, pH 7.3, pH, 7.4,
o pH 7.5. Ejemplos oftalmoldgicos aceptables de acidos
incluyen acético, bérico, citrico, lactico, fosférico,
clorhidrico vy similares, y ejemplos de Dbases incluyen
hidréxido de sodio, fosfato de sodio, borato de sodio,
citrato de sodio, acetato de sodio, lactato de sodio,
trometamina, trishidroximetilaminometano y similares.
Ejemplos de sales y amortiguadores que pueden utilizarse en
una formulacidén incluyen citrato/dextrosa bicarbonato de
sodio, cloruro de amonio y mezclas de los acidos y bases ya
mencionados.

En algunas modalidades, la presién osmdética de la
composicién oftdlmica puede ser de entre 10 miliosmolar
(mOsM) y alrededor de 400 mOsM, por ejemplo, entre 200 y 400
mOsM, o entre 220 y 370 mOsM. Generalmente, la presidn
osmbética puede ajustarse wutilizando sales o excipientes
fisioldégica u oftalmoldégicamente aceptables. En algunas
modalidades, el cloruro de sodio se incluye en una
formulacidén, por ejemplo, el cloruro de sodio se encuentra en
una formulacidén en una concentracidén de entre 0.01% y 1% en

peso, o entre 0.05% y 0.45% en peso, basdndose en el peso
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total de la composicidén. Las cantidades equivalentes de una o
més sales hechas de cationes tales como potasio, amonio vy
similares y de aniones tales como <cloruro, citrato,
ascorbato, borato, fosfato, bicarbonato, sulfato, tiosulfato,
bisulfato, bisulfato de sodio, sulfato de amonio y similares
pueden utilizarse también ademés o en lugar de cloruro de
sodio para lograr osmolalidades dentro del rango deseado. En
algunas modalidades, un azlUcar tal como manitol, dextrosa,
sorbitol, glucosa vy similares se wutilizan también para
ajustar la osmolalidad.

En algunas modalidades, los métodos involucran formar o
proporcionar un depdsito del agente en contacto con la
superficie externa del ojo. Un depdsito se refiere a una
fuente de agente que no se elimina rapidamente por las
lagrimas u otro mecanismo de aclaramiento del ojo. Esto
permite que haya concentraciones continuas y sosteniblemente
altas del agente en el fluido de la superficie externa del
0ojo mediante una aplicacidédn Unica. En algunas modalidades, el
depdsito puede permanecer por hasta ocho horas o més. En
algunas modalidades, la formulacién del depdsito oftadlmico
incluye, pero no se limita a, suspensiones, ungientos e
insertos sélidos poliméricos acuosos.

En algunas modalidades, una composicién semisdlida es

una formulacidén liquida gque aumenta en viscosidad tras 1la
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aplicacidén al ojo, normalmente debido a la presencia de un
polimero en la formulacién 1liquida el cual aumenta su
viscosidad con un cambio en la temperatura, el pH o la
concentracidén de electrolitos. El1 polimero puede ser, por
ejemplo, celulosacetoftalato, acido poliacrilico, goma
gellan, hialuronasa, quitosano, sales de &cido alginico (por
ejemplo, alginato de sodio), o un blogue de copolimero de
6xido de etileno vy ¢6xido de propileno (por ejemplo,
Pluronic®, BASF; poloxamer). En alguna modalidad, el &cido
poliacrilico es 4&cido acrilico entrecruzado (por ejemplo,
CArbopol®). En algunas modalidades, la composicidén semisdlida
comrpende una mezcla de carbopol y un bloque de copolimero de
6xido de etileno vy 6xido de propileno; una mezcla de
metilcelulosa e hidroxietil <celulosa; o© una mezcla de
polietilenglicol y un Dbloque de copolimero de 6xido de
etileno y 6xido de propileno.

En algunas modalidades, la formulacién oftdlmica que
contiene IL-6a es un ungliento o gel. En alguna modalidad, 1la
formulacidédn oftdlmica es un vehiculo de administracidén de
base aceite. Por ejemplo, la formulacidén puede comprender una
base de petrbéleo o lanolina a la cual se agrega la
composicidédn de IL-6a (por ejemplo, a entre 0.1% y 2%) vy
excipientes. Las bases comunes pueden incluir, pero no se

limitan a, aceite mineral, petrolato y combinaciones de los
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mismos. En algunas modalidades, el ungiento se aplica como
una linea en el parpado inferior.

En algunos casos, la composicién oftdlmica es un inserto
oftdlmico. En modalidades, la composicidén se administra via
intravitrea mediante un inserto oftalmico.

Por ejemplo, el inserto oftdlmico es bioldgicamente
inerte, suave, biodegradable, viscoelédstico, estable para la
esterilizacidén después de exponerse a agentes terapéuticos,
resistente a infecciones de bacterias aéreas, biodegradable,
biocompatible vy/o viscoeldstico. En algunas modalidades, el
inserto comprende una matriz oftdlmicamente aceptable, por
ejemplo, una matriz de polimero. La matriz es normalmente un
polimero y la composicidén de IL-6a se dispersa en la matriz o
se une a la matriz de polimero. En algunas modalidades, el
agente es lentamente liberado de la matriz mediante 1la
disolucidén o hidrdlisis de un enlace covalente. En algunas
modalidades, el polimero es biodegradable (soluble) vy 1la
velocidad de disolucidén del mismo puede controlar 1la
velocidad de liberacidén del agente dispersado en él. De otra
forma, la matriz de polimero es un polimero biodegradable que
se descompone mediante, por ejemplo, hidrdélisis, para liberar
asi el agente unido a él1 o dispersado en ¢él. En otras
modalidades, la matriz y el agente pueden estar acompafiados

de un recubrimiento polimérico adicional para controlar méas
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la liberacidén. En algunas modalidades, el inserto comprende
un polimero biodegradable tal como policaprolactona (PCL), un
copolimero de etilen/vinil acetato (EVA), polialquil
cianoacrilato, poliuretano, nylon, o poli(dl-lactido-co-
glicélido) (PLGA), o un copolimero de cualquiera de estos. En
algunos casos, el agente se dispersa en el material de 1la
matriz o se dispersa entre la composicidédn de mondmeros
utilizados para hacer el material de la matriz antes de la
polimerizacién. En algunas modalidades, la cantidad de agente
es entre alrededor de 0.1 y alrededor de 50%, o entre
alrededor de 2 y alrededor de 20%. La matriz de polimero
biodegradable puede utilizarse de tal modo que el inserto no
tenga que ser removido del ojo. En tanto el polimero
biodegradable se degrade o disuelva, el agente es liberado.

En otras modalidades, el inserto oftdlmico comprende un
polimero, incluyendo, pero no limitado a, aquellos descritos
en Wagh, et al., "Polymers used in ocular dosage form and
drug delivery systems", Asian J. Pharm., paginas 12-17 (Enero
2008), el <cual se 1incorpora en la presente a modo de
referencia en su totalidad. En algunas modalidades, el
inserto comprende un polimero seleccionado de entre
polivinilpirrolidona (PVP), un polimero o copolimero de
acrilato o metacrilato (por ejemplo, la familia Eudragit® de

polimeros de Rohm o Degussa), hidroximetil celulosa, é&cido
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poliacrilico, poli (amidoamina) dendrimeros,
poli(dimetilsiloxano), O6xido de polietileno, poli(lactido-
coglicélido), poli(2-hidroxietilmetacrilato), polivinil
alcohol), o poli(propilen fumarato). En algunas modalidades,
el 1inserto comprende Gelfoam®. En algunas modalidades, el
inserto es un conjugado de &cido poliacrilico de 450 kDa vy
cisteina.

El inserto puede comprender un centro qgque contiene la
composicién de IL-6a y un tubo exterior (por ejemplo, tal
como se describe en Pub. de Patente E.U.A. No. 20040009222).
En algunos casos, el tubo exterior puede ser permeable,
semipermeable, o) impermeable al farmaco. En algunas
modalidades, el centro incluye una matriz de polimero gue no
posee un efecto significativo en la velocidad de liberacidn
de la composicidén IL-6a. En algunos casos, el tubo exterior,
la matriz de polimero del centro o ambos son biodegradables.
El producto coextruido puede segmentarse en dispositivos de
administracién de farmaco. En algunas modalidades, el
dispositivo no posee recubierta, de tal modo que los extremos
respectivos se encuentran abiertos, o el dispositivo se
encuentra recubierto con, por ejemplo, una capa dque es
permeable a la composicidén de 1IL-6a, semipermeable a la
composicién de IL-6a, o) biodegradable. En ciertas

modalidades, la composicién de IL-6a y al menos un polimero
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se encuentran mezclados en forma de polvo.

En algunas modalidades, la composicién oftdlmica es una
pelicula oftdlmica. Los polimeros adecuados para dichas
peliculas incluyen, pero no se limitan a, aquellos descritos
en Wagh, et al. (supra). En algunas modalidades, la pelicula
es un lente de contacto suave, por ejemplo, un lente
compuesto de copolimeros de N,N-dietilacrilamida vy &cido
metacrilico entrecruzado con etilenglicol dimetacrilato.

En ciertas modalidades, el IL-6a es un inserto qgue se
encuentra en forma tubular y puede segmentarse.

En algunas modalidades la composiciédn de IL-6a se
formula en una cantidad terapéuticamente efectiva, recubierta
o dispersa en una matriz de polimero, de tal modo gque la
composicién de IL-6a se encuentra en forma granular o de
particulas. En algunas modalidades, la composicidén de IL-6a
se libera de 1la formulacidén como férmaco de 1los gréanulos
disueltos en la matriz, se difunde a lo largo de la matriz vy
se libera en el fluido fisioldgico circundante. En algunas
modalidades, la velocidad de liberacidén se encuentra limitada
primordialmente por la velocidad de disolucién de 1la
composiciédn de IL-6a de los gréanulos/particulas en la matriz;
los pasos de difusidén a lo largo de la matriz y de dispersidn
en el fluido circundante no son primordialmente limitantes de

la velocidad. En ciertas modalidades, la matriz de polimero
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es no biodegradable, mientras que, en otras modalidades, es
biodegradable. Matrices de polimero biodegradables a modo de
ejemplo pueden formarse de poliuretano, polisilicona,
poli(etilen-co-vinil acetato) (EVA), polivinil alcohol vy
derivados y copolimeros de los mismos. Matrices de polimero
biodegradables a modo de ejemplo pueden formarse a partir de
polianhidrido, acido poliléactico, dcido poliglicélico,
poliortoéster, polialquilcianocacrilato, % derivados %
copolimeros de los mismos.

En algunos casos, la composicidén de Il-6a se formula en
un material colagenoso. Por ejemplo, el inserto puede ser un
inserto de farmaco oftdlmico soluble (por ejemplo, una
pelicula ovalada que puede introducirse en el saco conjuntivo
superior para la administracién del farmaco; un inserto
eliptico tal como OCUSERT® (sistema terapéutico ocular de
pilocarpina, desarrollado por Alza Corporation) el cual esta
hecho de etilen wvinil acetato; Lacrisert®, un inserto en
forma de bastdén hecho de celulosa; sistemas de administracién
de farmacos oftadlmicos nuevos (New Ophthalmic Drug Delivery
Systems (NODS)) hechos de poli(vinil alcohol); o insertos
tales como aquellos descritos en Fabrizio (Adv Drug Deliv Rev
16: 95-106, 1998). En algunos casos, el inserto comprende
colageno, gelatina o un polimero, donde el polimero se

selecciona de entre policaprolactona (PCL), un copolimero de
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etilen/vinil acetato (EVA), polialquil clianoacrilato,
poliuretano, nylon, poli(dl-lactido-co-glicélido) (PLGA), o
un copolimero de cualguiera de estos. En algunos casos, el
inserto se implanta bajo el parpado superior. En algunos
casos, el inserto se implanta en el segmento posterior del
ojo, en el espacio coroidal o en la esclerdtica. En algunas
modalidades, el inserto se implanta via intravitrea o
subretiniana. En algunas modalidades, el inserto se inyecta
via subretiniana. Los métodos de administracién y las

técnicas para su preparacién se mencionan en Remington's:

The Practice of Science of Pharmacy, 20th edition (Lippincott

Williams & Wilkins, 2006), el cual se 1incorpora en la
presente a modo de referencia en su totalidad.

En otras modalidades, un inserto que contiene la
composicidén de IL-6a proporciona una liberacidn sostenida del
agente en el cuerpo vitreo del cuerpo. Tal como aqui se
utiliza, “liberacién sostenida” se refiere a que la
composicidén libera el agente a lo largo de un periodo de
tiempo extendido de modo controlado. En algunas modalidades,
el 1inserto 1libera el agente a una velocidad tal que 1la
concentracidén acuosa del agente permanece menor a la
concentracidén del agente en el cuerpo vitreo durante la
liberacién. En algunas modalidades, la concentracién del

agente acuoso es de entre alrededor de 0.002 ug/mL vy
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alrededor de 0.01 pg/mL o de entre alrededor de 0.01 ug/mL, y
alrededor de 0.05 pg/mL, o menor a alrededor de 0.05 ug/mL.
En algunas modalidades, el agente se libera a una velocidad
de entre alrededor de 1 ug/dia y alrededor de 50 ug/dia, o de
entre alrededor de 1 ug/dia y alrededor de 10 ug/dia. En
algunas modalidades, el inserto ademéds comprende un agente
terapéutico adicional, tal como se detalld anteriormente, por
ejemplo, fluocinolona acetdénido (tal como el que se encuentra
en el inserto oftdlmico Retisert®).

En algunas modalidades, la composicién oftdlmica
comprende microesferas o nanoparticulas. En alguna modalidad,
las microesfereas comprenden gelatina. En algunas
modalidades, las microesferas se inyectan al segmento
posterior del ojo, en el espacio coroidal, en la esclerdtica,
via intravitrea o subretiniana. En algunas modalidades, las
microesferas o) nanoparticulas comprenden un polimero,
incluyendo, pero no limitédndose a, aquellos descritos en
Wagh, et al. (Asian J Pharm 2:12-17, 2008). En algunas
modalidades, el polimero es quitosano, un acido
policarboxilico tal como &cido poliacrilico, particulas de
albumina, ésteres de &cido hialurdnico, &acido poliitacédnico,
poli (butil)cianoacrilato, policaprolactona,
poli (isobutil)caprolactona, poli (dcido lactico-co-acido

glicélico), o poli(dcido lactico). En algunas modalidades,
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las microesferas o nanoparticulas comprenden particulas
s6lidas de lipidos.

En algunas modalidades, una composicidén de IL-6a
comprende una resina de intercambio de iones. En algunas
modalidades, la resina de intercambio de iones es una zeolita
inorganica o resina organica sintética. En algunas
modalidades, la resina de intercambio de iones incluye, pero
no se limita a, aquellas descritas en Wagh, et al., supra, la
cual se incorpora en la presente a modo de referencia en su
totalidad. En algunas modalidades, la resina de intercambio
de iones es un acido policacrilico parcialmente neutralizado.

Una composicidén de 1IL-6a puede proporcionarse en una
suspensién acuosa polimérica. En algunas modalidades, la
composicién de IL-6a o un agente de suspensidn polimérico se
suspende en un medio acuoso (por ejemplo, con las propiedades
descritas anteriormente). Ejemplos de agentes de suspensidnes
poliméricos incluyen, pero no se limitan a, dextranos,
polietilenglicoles, polivinilpirrolidona, geles de
polisacarido, Gelrite®, polimeros celuldbsicos como
hidroxipropil metilcelulosa, y polimeros que contienen
carboxi, tales como polimeros o copolimeros de acido
acrilico, asi como otros demulcentes poliméricos. En algunas
modalidades, el agente de suspensidén polimérico es un

polimero hinchable en agua, insoluble en agua, especialmente
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un polimero entrecruzado que contiene carboxi. En algunas
modalidades, el agente de suspensién polimérico comprende
entre al menos alrededor 90% y alrededor de 99.9%, o entre
alrededor de 95% y alrededor de 99.9% en peso basédndose en el
peso total de los mondémeros presentes, de uno o mas mondmeros
insaturados insaturados con monoetileno que contienen
carboxi. En algunas modalidades, el mondémero insaturado con
monoetileno que contiene carboxi incluyeédcido acrilico, é&cido
metacrilico, &cido etacrilico, é&cido metilacrilico (&cido

croténico), &cido cis-.alfa.-metilcrotdénico (a&cido angélico),

acido trans-a-metilcroténico (dcido tiglico), acido o=
butilcrotdnico, acido .alfa.-fenilacrilico, acido o=
bencilacrilico, acido ao—-ciclohexilacrilico, acido

fenilacrilico (&cido c¢indmico), &cido coumdrico (acido o-
hidroxicinamico), % acido umbelico (acido P-
hidroxicoumdrico). En algunas modalidades, el polimero se
entrecruza mediante un agente de reticulacién polifuncional
(por ejemplo, un agente de reticulacidén Dbifuncional). En
algunas modalidades, el agente de reticulaciédn se encuentra
en una cantidad de entre alrededor de 0.01% y alrededor de
5%, o entre alrededor de 0.1% y alrededor de 5.0%, o entre
alrededor de 0.2% y alrededor de 1%, basédndose en el peso
total de los mondmeros presentes. En algunas modalidades, los

agentes de reticulacién son mondémeros de reticulacidn
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bifunctional de poliéter no polialquenil, tales como divinil
glicol, 2,3-dihidroxihexa-1, 5-dieno, 2,5-dimetil-1, 5-
hexadieno, divinilbenceno, N,N-dialilacrilamida, N, N-
dialimetacrilamida; agentes de reticulacidén de polialquenil
poliéter que contienen dos o mas grupos de alquenil éter que
contienen  grupos terminales H,C=C, preparados mediante
eterificacién de un alcohol polihidrico que contiene al menos
cuatro adtomos de carbono y al menos tres grupos hidroxilo con
un alquenil halido tal como alil bromuro o similares, por
ejemplo, polialil sacarosa, polialil pentaeritritol, o
similares; agentes de reticulacidn macroméricos no
hidrofilicos diolefinicos con pesos moleculares de entre
alrededor de 400 y alrededor de 8000, tal como diacrilatos
insolubles vy poliacrilatos vy metacrilatos de dioles vy
polioles, diisocianato hidroxialquil acrilato o metacrilato,
productos de reaccidn deprepolimeros terminados de isocianato
derivados de dioles de poliéster dioles de poliéter o dioles
de polisiloxano con hidroxialquilmetacrilatos, y similares.

En algunas modalidades, los polimeros entrecruzados
estdn hechos de un mondémero o mondmeros insaturados de
monoetileno que contienen carboxi como el mismo mondémero
insaturado de monoetileno presente, Jjunto con un agente o
agentes de reticulacién. En algunas modalidades, los

polimeros son aquellos en los cuales hasta alrededor del 49%
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y preferentemente entre alrededor de 0% y alrededor de 20% en
peso del monémero o mondmeros insaturados de monoetileno que
contienen carboxi se han reemplazado por uno o mas mondmero o
mondémeros insaturados de monoetileno gque no contienen carboxi
que contienen sbélo sustituyentes fisioldgica y oftdlmicamente
inocuos, incluyendo ésteres de acido acrilico y metacrilico
tales como metil metacrilato, etil acrilato, butil acrilato,
2-etilhexilacrilato, octil metacrilato, 2-
hidroxietilmetacrilato, 3-hidroxipropilacrilato, y similares,
vinil acetato, N-vinilpirrolidona, y similares (por ejemplo,
Mueller et al. Pat. E.U.A. No. 4,548,990). En algunas
modalidades, los polimeros incluyen policarbofil (Noveon AA-
1), Carbopol®, vy DuraSite®. En algunas modalidades, los
polimeros de reticulacidén se preparan mediante suspensidén o
emulsidén polimerizando los mondémeros, utilizando
catalizadores de polimerizacidn convencionales de radicales
libres, hasta una particula seca de no mads de alrededor de
50 uym de tamafio en didmetro esférico equivalente. En algunas
modalidades, el tamafio de particula seca promedio es de entre
alrededor de 1 y alrededor de 30 um, o de entre alrededor de
3 y alrededor de 20 um en didmetro esférico equivalente. En
algunas modalidades, las particulas de polimero se obtienen
mediante molienda mecdnica de particulas de polimero méas

grandes. En otras modalidades, dichos polimeros tienen un
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peso molecular de entre alrededor de 250,000 y alrededor de
4,000,000, 3% entre alrededor de 3,000,000,000 %
4,000,000,000. En otras modalidades, las particulas del
polimero entrecruzado son monodispersas, lo cual quiere decir
que poseen una distribucidén de tamafio de particula de tal
modo que al menos alrededor de 80%, alrededor de 90% o
alrededor de 95% de las particulas se encuentran en una banda
um de distribucidén de tamafio de particula principal. En otras
modalidades, el tamafio de particula monodispersa se refiere a
que no hay méds de alrededor de 20%, alrededor de 10% o
alrededor de 5% de particulas de un tamafio menor a 1 um. En
algunas modalidades, la suspensién polimérica acuosa
comprende entre alrededor de 0.05 y alrededor de 1%, entre
alrededor de 0.1 y alrededor de 0.5%, o entre alrededor de
0.1 y alrededor de 0.5%, del agente y entre alrededor de 0.1
y alrededor de 10%, entre alrededor de 0.5 y alrededor de
6.5%, entre alrededor de 0.5 y alrededor de 2.0%, entre
alrededor de 0.5% y alrededor de 1.2%, entre alrededor de 0.6
y alrededor de 0.9%, o entre alrededor de 0.6 y alrededor de
0.8% de un agente de suspensidén polimérico. Aunque la
referencia se realizdé en singular, debe entenderse que una o
mas especies de agente de suspensién polimérico puede
utilizarse con la cantidad total dentro de los intervalos

declarados. En una modalidad, la cantidad de particulas de
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polimero entrecruzadas ligeras insolubles, el pH, vy la
presidén osmbética pueden correlacionarse entre si y con el
grado de reticulacidén para resultar en una composicidén con
una viscosidad en el intervalo de entre alrededor de 500 vy
alrededor de 100000 <centipoise 'y ©preferentemente entre
alrededor de 1,000 y alrededor de 30,000 o entre alrededor de
1,000 y alrededor de 10,000 centipoise, medido en temperatura
ambiente (alrededor de 25°C) wutilizando un viscosimetro
Brookfield Digital LVT equipado con un huso de nUmero 25 y un
adaptador de muestra pequefio 13R a 12 rpm. En algunas
modalidades, la viscosidad esta entre alrededor de 10 vy
alrededor de 400 centipoise, entre alrededor de 10 vy
alrededor de 200 centipoises o entre alrededor de 10 vy
alrededor de 25 centipoise.

En algunas modalidades, las suspensiones poliméricas
acuosas pueden formularse de tal modo que mantengan la misma
o0 sustancialmente la misma viscosidad en el ojo que tenian
antes de administrarse en el ojo. En algunas modalidades,
pueden formularse de tal modo que haya mayor gelificacién al
contacto con el fluido lagrimal. Por ejemplo, cuando una
formulacidén que contiene DuraSite® u otro polimero similar de
tipo de acido poliacrilico se administra al ojo a un pH menor
de alrededor de 6.7, el polimero puede hincharse al contacto

con el fluido lagrimal ya que posee un pH mayor (alrededor de
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7). Esta gelificacidédn o aumento en la gelificacidén puede
conducir al atrapamiento de particulas suspendidas,
extendiendo el tiempo de residencia de la composicidén en el
ojo. En algunas modalidades, el agente es liberado
lentamente, segun se disuelvan las particulas suspendidas a
lo largo del tiempo. En algunas modalidades, esta
administracién aumenta el confort del paciente y aumenta el
tiempo de contacto del agente con 1los tejidos el ojo,
incrementando asi la extensidén de absorcién de farmaco y la
duracién de accidén de la formulacidén en el ojo. Los agentes
contenidos en esos sistemas de administracidén de farmaco se
liberarédn de los geles a velocidades que dependen de factores
como el farmaco mismo y su forma fisica, la extensidén de la
carga del farmaco y el pH del sistema, asi como de cualguier
adyuvante de administracidén de farmaco, tal como resinas de
intercambio de iones compatibles con la superficie ocular,
las cuales pueden estar también presentes.

En algunas modalidades, el antagonista de IL-6 se
proporciona a un sujeto utilizando la administracidn
genética, por ejemplo, administracidén genética local. Dicha
administracién puede ser mediante un sistema de expresidn
transitoria, un sistema de expresidn estable (por ejemplo,
integrado) tal como un sistema de administracién basado en

lentivirus fabricado por Bluebird Bio (Cambridge, MA), o una
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administracién en wuna fédbrica celular tal como aquellas
fabricadas por Neurotech (Cumberland, Rhode Island).
Todas las caracteristicas técnicas pueden combinarse
individualmente en todas las combinaciones posibles de dichas
caracteristicas.

Equivalentes

La invencién puede comprenderse e otras formas especificas
sin alejarse del espiritu ni las caracteristicas esenciales
de la misma. Las modalidades presentadas a continuacidén se
consideran por lo tanto en todos los aspectos como
ilustrativas y no como limitantes de 1la invencidén aqui

descrita.

EJEMPLOS
Los ejemplos no limitantes que se presentan a continuacidn,
ilustran modalidades de las invenciones aqui descritas.

Ejemplo 1: Validacién del blogqueo de 1L-6 local en el modelo

de neovascularizacioén coroidea (CNV)

Para determinar si el Dbloqueo de 1IL-6 1local puede ser
efectivo para tratar un padecimiento de los ojos, por
ejemplo, edema macula diabético (DME) o AMD hutmeda, un
anticuerpo anti IL-6 se administrdé localmente utilizando un
sistema modelo para neovascularizacidédn coroidea. Un modelo

CNV inducido con 1léser (eyecro.com/in-vivo/laser-induced-
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choroidal-neovascularization-cnv/) reproduce la mayoria de
los procesos patoldégicos subyacentes a DME incluyendo
inflamacién y angiogénesis. Se llevaron a cabo estudios en
ratas en EyeCRO (Ciudad de Oklahoma, OK). Seis animales en
cada grupo sufrieron tratamiento laser bilateral en el Dia 0
para producir tres lesiones por ojo. En los dias 3 y 10, 3 ug
de un anticuerpo policlonal anti IL-6 de rata (R&D Systems
AF506; Minneapolis, MN) se administra al grupo de prueba
ediante inyeccidén intravitrea (IVT), mientras se administra
PBS o anticuerpo policlonal anti VEGF (R&D Systems AF564) a
los grupos del vehiculo v de control positivo,
respectivamente. Se lleva a cabo una angiografia In VIVO en
los dias 15 y 22 para medir el 4rea de lesidén. En ambos dias,
el grupo tratado con anti IL-6 tuvo una neovascularacidén
reducida significativamente al compararse con el vehiculo
control. No hubo diferencia significativa en 1la respuesta
entre el grupo tratado con anti IL-6 y el control positivo
anti VEGF. La FIGURA 1 muestra los resultados de cada
experimento. Estos datos demuestran que un IL-6a, por
ejemplo, un anticuerpo anti IL-6, administrado IVT puede
reducir la neovascularizacidén en un modelo CNV de rata a
niveles similares a un control positivo anti VEGF (p = 0.0054
en el Dia 15 y p = 0.0005 en el Dia 22 para anti IL-6 vs.

vehiculo control).
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Estos datos indican que el bloqueo local de IL-6 puede
ser Gtil para el tratamiento de padecimientos del ojo tales
como enfermedades que involucran derrame vascular, por
ejemplo, edema macular.

Ejemplo 2: Antagonistas candidatos de anticuerpos contra IL-6

Se desarrollaron antagonistas candidatos de anticuerpos
contra IL-6 utilizando un proceso que involucra,
primeramente, inmunizaciones. Las inmunizaciones se llevaron
a cabo bajo la direccién de los 1inventores mediante una
organizacién de investigacién contractual (CRO, PpPOr sSus
siglas en inglés). Cinco ratones BALB/C se inyectaron
subcuténeamente con 80 pg de IL-6 humana (R&D Systems, cat#
206-IL/CF, Minneapolis, MN) en PBS con 1 M de NaCl con
adyuvante de Freud. Dos aumentos se llevaron a cabo con 80 ug
y 50 pg de IL-6. Las células del bazo se recolectaron del
ratdén con la titulacidédn més alta se fusionaron con células de
mieloma P3x763Ag8.653 para formar hibridomas.

Se probaron los sobrenadantes del hibridoma para unidn y
antagonismo a IL-6. Para la unidén, placas ELISA, Costar 9018
se recubrieron con 1 pg/mL de IL-6 humana en PBS durante la
noche a 4°C. Los pozos se bloquean con PBS conteniendo 2% de
BSA, se lavan y posteriormente se incuban con 50 upL de cada
sobrenadante de hibridoma diluido 1:2 con PBS conteniendo 2%

de BSA. Después de 60 min., los pozos se lavan tres veces con
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300 pL de PBS conteniendo 0.1% de Tween 20. HRP anti ratdn
diluido 1:3000 en PBA-BSA se afiade posteriormente a cada pozo
y se incuba durante 30 minutos. Los pozos se lavan como se
menciona arriba, después se afiade sustrato de 3,3’, 5-5'-
tetrametilbenzidina (TMB) y la medicidén de la sefial a 450 nm
y 550 nm. Para estudios de antagonismo, las células
reporteras HEK-BlueTM-IL-6 (InvivoGen, San Diego, CA) se
incuban con concentraciones incrementadas de IL-6 en la
presencia de sobrenadante de hibridoma diluido 1:10. Después
de 20-24 horas se mezclan 20 pL de sobrenadante con 180 uL de
QuantiBlue™ (InvivoGen) y la absorbancia se mide a 655 nm.

Basado en los estudios de wunidén vy antagonismo, el
hibridoma 64 se selecciona por los solicitantes como
principal vy se subclona en el CRO. El1 hibridoma 64 (un
monoclonal murino) se prueba para la habilidad de inhibir 1la
unién de un complejo IL-6/IL-6Ra a gpl30 wutilizando una
enzima ligada a una prueba inmunocabsorbente (ELISA). EL
hibridoma 64 a wuna concentracién de 1-5 ng/mL reduce
significativamente la unién de un complejo IL-6/IL-6Ra para
inmovilizar gpl30 mediante ELISA (FIGURA 2).

Las subclonas se prueban nuevamente vy los dominios
variables de la subclona 64.58 se amplifican mediante 5’RACE
PCR y se secuencian. Las secuencias dominio variable de ratdn

(referidas como m64) se presentan a continuaciédn:
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m64 VH (cadena pesada variable)
QVOLOOSGAELVRPGTSVKVSCKASGYAFSNYLTIEWVKQRPGOQGLEWIGVITPGSGTINYN
EKFKGKAVLTADKSSSTVYMQLSSLTSDDSAVYFCAKSRWDPLYYYALEYWGQGTSVTVSS
(SEQ ID NO:13)

m64 VL (cadena ligera variable)
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGISFMNWEFQQKPGQPPKLLIYAASNQGSG
VPARFSGSGSGTDFSLNITHPMEEDDTAMYFCQQOSKEVPLTFGAGTKLELK (SEQ ID
NO:14)

Para crear secuencias humanizadas, las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) de m64 se
injertan en un armazdédn de linea germinal humana seleccionado
por la similitud a la secuencia de ratdén mediante un
algoritmo computacional. Las secuencias humanizadas
(referidas como ho64) son las siguientes (los residuos
alterados comparados a las secuencias m64 se encuentran
subrayados) y tienen alrededor del 79.5% de identidad (VH) vy
84.4% de identidad (VL) con las secuencias murinas:

he4 VH
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSNYLIEWVRQAPGQGLEWMGVITPGSGTINYA
QKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:15)

h64 VL
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGISFMNWYQQKPGQPPKLLIYAASNQGSG

VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQSKEVPLTFGQGTKLEIK (SEQ ID
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NO:16)

Las secuencias humanizadas se sintetizan mediante DNA2.0
(Menlo Park, CA), posteriormente se clonan dentro de vectores
de expresidn derivados de pcDNA3.1 como fusiones en linea con
los dominios constantes de IgGl humana. Las IgG se expresan
mediante transfeccidén transitoria en células Freestyle™-293
(Invitrogen, Grand 1Island, NY) vy se purifican mediante
cromatografia de proteina A. En ambos estudios, unidén vy
antagonismo, ho6a-IgG demuestra una reduccidédn de potencia
considerable comparada a su predecesor m64. Ademas, la
exposicidén por levadura se utiliza para reestablecer la
afinidad perdida.

Para llevar a cabo el disefio de maduracién de la
afinidad para reestablecer o mejorar la afinidad de h64IgG
humanizada, las secuencias del anticuerpo h64 se reclonaron
para generar una molécula Fab en vectores de levadura
derivados de pYC2/CT en el cual la cadena FabH se fusiona a
4m5.3 scFv anti FITC a través de una molécula de unidn (G4S)3
(SQE ID NO: 29). Se genera, entonces, una biblioteca de
variantes de h64 mediante PCR proclive a errores siguiendo el
protocolo de Chao et al. (2006, Nature Protocols, 1:755-768).
Las variantes de h64 se expresan y se capturan por la
superficie mediante levaduras marcadas con FITC-PEG-NHS vy

posteriormente se incuban con IL-6 humana biotinilada. La
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unidén a IL-6 se detecta con estreptavidina-APC, y las células
con la mayor cantidad de unidén a IL-6 relativa a la cantidad
de Fab mostrados se seleccionan en un clasificador de celdas
BD FACSAria™. Después de cuatro rondas de seleccidn, se
selecciona y secuencia una poblacidén de las variantes de mas
alta afinidad. La secuencia de la clona seleccionada por
maduracidén de la afinidad (referida como h6a-1.4) es como
sigue con las mutaciones seleccionadas (por ejemplo, mutadas
al compararse con las secuencias de hba VH y VL) en negritas
y las CDR estdn subrayadas. Estos son los dominios variables
de 018 (asi como las moléculas IL-6a 020 y 029 descritas
abajo) . Nbétese que los Fab completos incluyen los dominios CK
e IgGl CHl1. En el contexto de esta solicitud, se refiere a
las secuencias de aminodcidos de las cadenas pesadas y
ligeras “Fab” significa que la secuencia puede ser parte de
un Fab funcional que consiste de una secuencia derivada de la
cadena ligera y la secuencia derivada de la cadena pesada.
h64-1.4 VH (018VH) (dominio variable)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYALSNYLIEWVRQAPGQGLEWMGVITPGSGTINYA

OKFOQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTTVTVSS

(SEQ ID NO:17)
he4-1.4 VL (018VL) (dominio variable)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIPFMNWYQQKPGQPPKLLIYAASNRGSG

VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSEEVPLTFGQGTKLEIKRTV (SEQ ID




10

15

20

138
NO:18)

Los dominios variables de h64-1.4 se reclonan dentro de
un vector IgGl humano pcDNA3.1 y se expresa como una IgGl de
longitud total en células Freestyle™-HEK293 (Life
Technologies) . La IgG purificada resultante fue
significativamente méds potente que el anticuerpo h64 original
en los estudios de unidén y de antagonismo celular. Las
pruebas de afinidad utilizando el sistema de levadura, el
incremento de afinidad para la molécula original humanizada
de 343 pM a 43 pM. La potencia del antagonista se incrementd
alrededor de 10 wveces como se ensaydé utilizando el sistema
celular HEK-Blue.

La IgG hg4-1.4 se reformatea como un Fab para uso ocular
y otras indicaciones. Adicionalmente, otras rondas de
seleccidn Dbasadas en la generacidén de la biblioteca vy
levaduras se llevan a cabo para mejorar la afinidad. Después
de cuatro rondas de seleccidn, hubo enriquecimiento
significativo para una variante VH con la mutacidén A79V. Los
anticuerpos, variantes y fragmentos de los mismos due
comprenden la variante A79V se referencian como anticuerpos,
variantes y fragmentos de los mismos IL-6a 019.

Ejemplo 3: Seleccion de formato.

Para investigar adecuadamente los formatos para un

antagonista IL-6 basado en anticuerpo, los anticuerpos IL-6
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estabilidad,

estudios

(secuencias

se muestran en la Tabla 1.

arriba

prueban

propiedades

de las secuencias 018.

una de

contienen

Tabla 1.
Parametro Fab scFv(Vu-VL) scFv(VL-Vk)
Expresidén 45 mg/ml 2 mg/L 4 mg/L
transitoria
Estabilidad 73°C 43°C 46°C
(Tw)
Agregaciodn No Si N/A
(SEC, MALS)
Afinidad de 240 pM 1 nM 720 pM
Unidén (Kp)
IC50 con 255 pM 160 pM 125 pM
10 pM IL-6

Estos datos demuestran un método de
caracteristicas clave de varios formatos de un antagonista de
IL-6 basado en anticuerpo e ilustra que para antagonistas IL-
6 que contienen las regiones variables 018,
Fab tiene las caracteristicas més favorables en la mayoria de

las categorias

agregacioén,

clave, por ejemplo,

afinidad de

expresiodn,

identificacidén de

el formato 018

unién al compararse con

formas

estabilidad,
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configuracién scFv. E1 IC50 del Fab 018 cae dentro de un
rango razonable para el uso terapéutico.

Ejemplo 4: Ejemplos de anticuerpos IL-6a, fragmentos vy

derivados

Los solicitantes tienen identificadas las siguientes
secuencias wutilizando métodos descritos en el ©presente
documento. Subrayado se representan las secuencias CDR de las
cadenas pesadas y ligeras. Otras secuencias pueden
encontrarse a lo largo de la especificacién.

Secuencia polipeptidica de la cadena pesada 018
(longitud total; f1018HC) en un armazdn IgGl

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYALSNYLTEWVRQAPGOGLEWMGVITPGSGTINYA

OKFOGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTTVTVSS

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:19)

Secuencia de &cido nucleico de 1la cadena pesada 018
(longitud total; f1018HC) en un armazdédn IgGl
CAAGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGGGCCGAGGTTAAGAAGCCAGGGAGCAGCGTCAAGGTAT
CTTGTAAAGCGTCTGGTTACGCCCTTTCAAACTACCTGATCGAATGGGTGAGGCAGGCTCC

CGGCCAAGGCCTGGAATGGATGGGAGTTATCACCCCTGGGAGCGGCACCATTAATTACGCC
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CAGAAATTTCAGGGACGAGTGACGATTACCGCCGACGAGTCCACCAGTACTGCCTACATGG
AGCTGTCCTCACTCCGCAGCGAGGACACGGCAGTTTACTACTGCGCCCGGAGTCGATGGGA
CCCTCTTTACTATTATGCTCTGGAATACTGGGGCCAGGGAACGACCGTTACAGTGTCATCT
GCTAGCACAAAAGGACCATCAGTCTTCCCACTTGCTCCTTCATCTAAGAGCACAAGTGGTG
GCACTGCAGCCCTTGGCTGCCTGGTGAAAGATTATTTCCCCGAACCTGTTACAGTTTCTTG
GAACTCCGGTGCACTGACATCCGGAGTACACACTTTCCCAGCTGTGCTGCAGAGCTCAGGA
CTGTATAGCCTGTCTTCGGTGGTCACTGTTCCATCGTCGAGTCTTGGCACACAGACATATA
TTTGCAACGTCAATCACAAGCCCTCCAACACAAAAGTGGATAAGAAGGTCGAGCCCAAATC
TTGTGACAAGACCCATACGTGTCCTCCCTGTCCCGCCCCTGAACTGCTGGGAGGCCCTTCT
GTGTTCCTGTTCCCACCTAAGCCAAAGGACACTCTGATGATCAGCCGGACTCCCGAGGTTA
CCTGTGTGGTGGTGGATGTGTCTCATGAAGACCCTGAGGTTAAGTTCAATTGGTACGTGGA
TGGCGTCGAGGTGCATAACGCAAAAACCAAGCCGAGAGAGGAGCAGTACaatAGCACCTAT
AGAGTAGTGAGCGTCCTGACTGTCTTACATCAGGATTGGCTCAATGGTAAAGAATATAAGT
GCAAGGTAAGCAACAAGGCCCTACCCGCACCAATAGAGAAGACCATCTCCAAGGCGAAAGG
TCAGCCCAGGGAGCCCCAGGTTTATACACTGCCTCCCTCACGCGACGAATTAACAAAGAAT
CAGGTGTCTCTCACCTGTCTCGTCAAGGGCTTTTACCCTTCCGACATCGCCGTGGAGTGGG
AATCCAATGGCCAGCCTGAGAACAATTATAAGACAACTCCCCCAGTCCTGGATTCAGATGG
GTCGTTCTTTCTATATAGTAAGTTGACCGTGGATAAGTCTCGCTGGCAACAGGGGAACGTG
TTCTCTTGCTCTGTTATGCATGAAGCGCTGCACAATCATTATACCCAGAAGTCCCTGTCCC
TGAGCCCCGGGAAG (SEQ ID NO:20)

Secuencia polipeptidica de la cadena pesada Fab 018
(018FabHC) en un armazdn IgGl. Las CDR estan subrayadas

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYALSNYLTEWVRQAPGOGLEWMGVITPGSGTINYA

OKFOQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTTVTVSS
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ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSG

LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
Secuencia

cadena ligera 018

DIVMTQSPDS

LIYAASNRGS

TFGQGTKLEI

QWKVDNALQS

THOGLSSPVT KSENRGEC

(SEQ ID NO:1)

completa de 1la

QOKPGQPPKL
YCQQOSEEVPL

NNEYPREAKV

polipeptidica de longitud
(f1018LC) . Las CDR estan subrayadas
LAVSLGERAT INCRASESVD NYGIPEFMNWY
GVPDRFSGSG SGTDFTLTIS SLQAEDVAVY
KRTVAAPSVF IFPPSDEQLK SGTASVVCLL
GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY

(SEQ ID NO:2)

Esta es también la secuencia de la cadena

los antagonistas IL-6 020 y 029.

EKHKVYACEV

ligera para

Secuencia de acido nucleico de longitud completa de la

cadena ligera 018

GACATAGTGA

ACGGGCAACT

TCCCCTTCAT

CTTATCTACG

TGGAAGCGGT

CCGAGGATGT

ACGTTTGGTC

TAGTGTCTTC

CTTCCGTCGT

CAATGGAAAG

CACAGAGCAG

TGACTCAAAG

ATCAACTGCC

GAACTGGTAT

CCGCTTCCAA

AGTGGGACCG

GGCTGTCTAT

AGGGAACCAA

ATCTTCCCAC

GTGCCTGCTC

TAGACAATGC

GATAGTAAGG

(018LC)

en un armazdédn IgGl

TCCGGACAGC

GAGCCAGCGA

CAGCAGAAGC

CCGGGGATCA

ATTTCACACT

TATTGTCAGC

ACTGGAGATC

CCTCCGACGA

AACAACTTTT

CTTGCAGTCC

ACTCAACCTA

CTGGCGGTGT

GAGCGTCGAT

CAGGACAGCC

GGGGTGCCCG

GACCATCAGC

AATCCGAGGA

AAGCGGACCG

ACAGCTGAAG

ACCCTAGAGA

GGGAACTCCC

CAGCCTGTCC

CACTCGGCGA

AATTACGGCA

GCCCAAGCTG

ATCGATTTAG

TCCCTTCAGG

AGTGCCGCTC

TAGCGGCGCC

TCTGGCACTG

GGCAAAAGTT

AGGAGTCTGT

AGCACACTGA
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GAGAAGCACA

AAGTGTACGC

TTGCGAAGTT

ACGCATCAGG GGCTGTCCTC ACCCGTTACA AAAAGTTTTA ACAGAGGGGA GTGC

(SEQ ID NO:26)

Cadena Pesada Fab 019

018FabHC excepto por A79V

QVQLVQSGAE
ITPGSGTINY

WDPLYYYALE

VKDYFPEPVT

QTYICNVNHK PSNTKVDKKV EPKSC

VH 019

QVQLVQSGAE

ITPGSGTINY

WDPLYYYALE YWGQGTTVTV SS

VKKPGSSVKV
AQKFQGRVTI
YWGQGTTVTV

VSWNSGALTS

VKKPGSSVKV

AQKFQGRVTI

La secuencia de

(019LC)

018LC

CDR1 de 018HC (VH CDR1 018):
CDR2 de 018HC (VH CDR2 018):
CDR3 de 018HC (VH CDR3 018):
CDR1 de 018LC (VL CDR1):
CDR2 de 018LC (VL CDR2) :
CDR3 de 018LC (VL CDR3) :

CDR1 de 019HC (VH CDR1 019):

(regidn variable/019HC)

(019FabHC, misma
(negrita/cursiva)
SCKASGYALS NYLIEWVRQA
TADESTSTVY MELSSLRSED
SSASTKGPSV FPLAPSSKST
GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV

(SEQ ID NO:3)
SCKASGYALS NYLIEWVRQA
TADESTSTVY MELSSLRSED

(SEQ ID NO:27)

secuencia que

PGQGLEWMGV
TAVYYCARSR
SGGTAALGCL

VIVPSSSLGT

PGOGLEWMGV

TAVYYCARSR

cadena ligera del anticuerpo 019

(polipeptidica y é&cido nucleico)

RASESVDNYGIPFMN

AASNRGS

QOSEEVPLT

GYALSNYLIE

VITPGSGTIN

SRWDPLYYYALEY

GYALSNYLIE

(SEQ ID NO:8)

(SEQ ID NO:9)

es la misma que el

(SEQ ID NO:4)
(SEQ ID NO:5)
(SEQ ID NO:6)

(SEQ ID NO:7)

(SEQ ID NO:4)
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CDR2 de 019HC (VH CDR2 019): VITPGSGTIN (SEQ ID NO:5)
CDR3 de 019HC (VH CDR3 019): SRWDPLYYYALEY (SEQ ID NO:6)

Ejemplo 5: Mapeo de epitopos y estructura

Mapeo de epitopos

El mapeo de epitopos funcionales se lleva a cabo en
candidatos antagonistas de IL-6. Se encuentra gue un
anticuerpo candidato (anticuerpo 64 murino) no reduce la
unién de IL-6Rax a IL-6 en un ELISA indicando que el
anticuerpo candidato no se une al sitio I. Experimentos
adicionales se conducen demostrando dque el anticuerpo 64
murino quimérico reduce la unidén del complejo IL-6/IL-6Ra a
gpl30 en un ELISA indicando que el Sitio II o el Sitio III de
la IL-6 albergan el sitio de wunién para un anticuerpo.
También se encuentra que el anticuerpo 64 murino no blogquea
significativamente la unién de un anticuerpo conocido AH-65
al sitio de unidén III (Immunotech, Marseille, France) de IL-6
indicando que el sitio de unién del anticuerpo candidato es
el sitio II de la IL-6. Estos datos demuestran gque pueden
generarse anticuerpos contra el sitio II y demuestra un
método de identificacién de dichos anticuerpos.

Para definir adicionalmente el epitopo, se generan
mutaciones en IL-6 en levadura como fusiones a 4m5.3 (Boder
et al., 2000, Proc Natl Acad Sci USA 97, 10701-10705; Chao et

al., 2006, Nat Protoc 1, 755-768). Las mutaciones expresadas
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fueron en IL-6 humana con las siguientes mutaciones Unicas o
dobles: R24E/D27E, R30E, Y31E, D34R, S118R/V121E, W157E,
Q159E/T162P, KI171E, vy RI179E. Las moléculas IL-6 mutadas
expresadas se utilizan en estudios de unidén con 018 (Fab). La
afinidad reducida para 018 (Fab) se observa para R24E/K27E,
Y31E, D34R, vy S118R/V121R, las cuales se 1localizan en el
sitio II de IL-6. En consecuencia, la invencidén aqui descrita
incluye un anticuerpo que se une al menos a uno, dos, tres,
cuatro, cinco o seis de los aminocadcidos en la posicidén 24,
27, 31, 31, 118, vy 121 de 1la 1IL-6 humana o del sitio
equivalente en una IL-6.

Definicidon estructural de un epitopo en el sitio 1l

Las siguientes distancias fueron calculadas en un sitio II
definido estructuralmente. Los cédlculos se Dbasan en la
estructura cristalina hexamérica de IL-6/IL-6a, PDB 1P9M
(Boulanger et al., 2003, Science 300: 2101-2104). La hélice I
de IL-6 se encuentra entre el sitio I vy el sitio 1II
resultando en ciertos residuos que caen cerca del sitio IT
pero tienen cadenas laterales que apuntan hacia el sitio I,
por ejemplo, R30. D2 y D3 referido a los dominios
extracelulares de IL-6Ra.

Se determind que los aminoacidos mencionados a
continuacién de IL-6 caen dentro de 5 A de gpl30-D2-D3: ©L19,

R24, K27, ©Q28, R30, Y31, D34, EI110, 0111, R113, All4, M11l7,
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S118, Vv121, Q124, F125, y K128.

Se determind que los aminoacidos mencionados a
continuacién caen dentro de 7 A de gpl30-D2-D3: L19, E23,
R24, 125, K27, Q28, 129, R30, Y31, D34, K41, Q102, E109,
E110, Q111, A112, R113, A114, V115, Qlle, M117, S118, K120,
v121, L1222, Ql1l24, F125, y K128.

En consecuencia, una molécula, por ejemplo, un
anticuerpo o fragmento del mismo que puede unirse a uno O mas
aminodcidos de IL-6 que caen dentro de 5 A o 7 A del sitio II
puede ser un IL-6a.

La secuencia de 1la IL-6 humana se proporciona debajo
como referencia (la secuencia subrayada es la secuencia
lider). Los aminodcidos dentro de 7 A de gpl30-D2-D3 estan en
cursivas. La numeracién de los aminocdcidos por ejemplo,
mutaciones utilizadas para definir epitopos, estd sin la
secuencia lider.

IL-6 Humana

MNSESTSAFGPVAFSLGLLLVLPAAFPAPVPPGEDSKDVAAPHRQPLTSSERIDKQIRYIL

DGISALRKETCNKSNMCESSKEALAENNLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITGLLEF
EVYLEYLONRFESSEEQARAVQMSTKVLIQFLOKKAKNLDAITTPDPTTNASLLTKLQAQN
QWLODMTTHLILRSFKEFLQSSLRALRQM (SEQ ID NO:21)

Los experimentos se llevan a cabo probando el fragmento
Fab del anticuerpo humanizado h64-1.4 vy demuestra dgue es

capaz de bloquear la sefializacidén en cis y trans de IL-6, la
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cual se debe a la orientacidén del sitio II. La potencia del
fragmento Fab no cambia en la presencia del receptor IL-6
soluble (sIL-6R). Esto estd en contraste con un IgG anti IL6R
que tiene disminuida la potencia en la presencia de sIL-6R, vy
que blogquea la seflalizacidén en cis solamente.

Estos experimentos demuestran que un anticuerpo o
fragmento del anticuerpo tal como el fragmento Fab que esté
orientado al sitio II puede utilizarse para inhibir la
sefializacidén en cis y trans de IL-6.

Ejemplo 6: Estudios en primates

Debido a que las actividades en no primates pueden diferir
mucho de aquellos que son primates, los candidatos
antagonistas de IL-6 son tipicamente evaluados por PK y otros
paradmetros utilizando primates no humanos. La IL-6 no humana
difiere de la IL-6 del mono cynomolgus y del mono rhesus en
siete sitios, uno de los cuales es en el sitio II (aminoé&cido
28) y es el mismo en el sitio II de la IL-6 en el mono verde
Africano. Esto parece disminuir la unidén de un anticuerpo que
comprende las secuencias 018 por uUnicamente alrededor de 3-4
veces. La habilidad de unidén para unirse a la IL-6 de un
primate no humano es una caracteristica Gtil de un
antagonista de IL-o0, facilitando el desarrollo de un
candidato como un farmaco, por ejemplo, permitiendo pruebas

tales como la prueba de toxicologia en primates no humanos.
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Como en la mayoria de los anticuerpos de IL-6, 1los
anticuerpos anti IL-6 descritos en el presente documento no
reaccionan de forma cruzada con IL-6 de roedor, conejo O
perro debido a la Dbaja homologia de la secuencia. Sin
embargo, en estudios de afinidad, se encuentra que el Fab 018
se une a las IL-6 del mono cynomolgus y el mono verde
africano con afinidad aproximadamente humana (Tabla 2).
Tabla 2. Afinidad monovalente (018 Fab) para varias IL-6 de

varias especies.

Especies Kp

Humano 200 pM
Mono verde Africano 280 pM
Mono cynomolgus 840 pM
Perro > 1 uM
Ratén > 1 uM
Conejo > 1 uM
Rata > 1 pM

Estos datos demuestran la habilidad de un IL-6a, como
aqui se describe, para unirse especificamente y la habilidad
para desarrollar una molécula que tenga caracteristicas que
le permitan realizar pruebas por ejemplo, toxicologia vy
estudios reproductivos, en un animal adecuado.

Ejemplo 7: Expresiéon elevada de un IL-6a

Para elevar la expresidén de polipéptidos Fab 018 y Fab 019,
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se hacen constructos introduciendo cinco aminodcidos

adicionales (DKTHT (SEQ ID NO: 30)) a la cadena pesada en la

regiétn Dbisagra/CH1 utilizando métodos conocidos en la

técnica. La secuencia de la cadena pesada de Fab 018 alterado

se muestra debajo como SEQ ID NO:24. La secuencia alterada

018 se denomina en el presente documento como 020 vy la

secuencia 019 alterada se denomina en el presente documento

como 021. La molécula 020 (la cadena pesada de Fab 20 y la

cadena ligera Fab 018) tiene expresidén mejorada comparada al

Fab precursor que tiene cadenas ligera y pesada de Fab 018.

La molécula 019 exhibe wuna diferencia de afinidad no

significativa comparada con la molécula 020. La expresién de

020 y 019 se incrementa por alrededor de dos veces,

respectivamente, vy las afinidades no son afectadas por la

alteraciédn.

Cadena pesada 020

carboxilo terminal)

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV
ITPGSGTINY AQKFQGRVTI
WDPLYYYALE YWGQGTTVTV
VKDYFPEPVT VSWNSGALTS

QTYICNVNHK PSNTKVDKKV EPKSCDKTHT
El antagonismo de IL-6 utilizando Fab 020

células reporteras IL-6 HEK-Blue™

(InvivoGen,

(Fab con DKTHT (SEQ ID NO:
SCKASGYALS NYLIEWVRQA
TADESTSTAY MELSSLRSED
SSASTKGPSV FPLAPSSKST
GVHTFPAVLOQ SSGLYSLSSV

(SEQ ID NO:24)

30 en el

PGQGLEWMGV
TAVYYCARSR
SGGTAALGCL

VIVPSSSLGT

se mide en

San Diego, CA).



10

15

20

150

Las células se incuban en una mezcla de IL-6 10 pM y se varia
la concentracién de 020 o anticuerpo IL-6Ra (Cell Sciences,
Canton, MA), con o sin 50 nM de IL-6Ra. Después de 20-24
horas de incubacidén, 20 uL del sobrenadante del cultivo
celular se mezcla con 180 pL de sustrato de QuantiBlue™
(InvivoGen) y se incuba durante una hora; entonces se mide la
absorbancia a 655 nm. Las FIGURA 3A y FIGURA 3B muestran los
datos de esos experimentos, demostrando la habilidad de 020
para inhibir la actividad de IL-6 en la presencia o ausencia
de IL-6R.

Ejemplo 8: Anticuerpos 1gG2 IL-6

Se reformatea 018 en un armazdn de isotipo IgG2 humana para
reducir la unién a FcyR y reducir ADCC al compararse con el
anticuerpo con formato IgGl utilizando métodos conocidos en
la técnica. En adicidén, reformateando 018 a un formato de
longitud total, por ejemplo, un IgG2, se espera que disminuya
la razdén de aclaramiento del cuerpo vitreo debido al mayor
tamafio de la molécula.

Construccion/purificacion de anticuerpos I1gG2 anti 1L-6

Para construir anticuerpos iGg2 humanos utilizando secuencias
anti IL-6 descritas arriba, un dominio constante de IgG2 se
amplifica por PCR de ADNc con los sitios de restriccidén Nhel
y MIul en los extremos amino y carboxilo terminal,

respectivamente. El producto de PCR se purifica, se digiere



10

15

20

151

con las enzimas de restriccidédn Nhel y Mlul, y después se liga
en un vector pTT5 que contiene el dominio variable anti IL-6,
por ejemplo, SEQ ID NO:1 (ver arriba). Esto produce una
secuencia de cadena pesada IgG2 de longitud completa. Los
plasmidos que contienen la cadena ligera de longitud completa
que contiene la secuencia 018 se usan para proporcionar la
cadena ligera.

Para reducir la unidén de FcRn y de este modo reducir el
reciclaje de la IL-6a, se hacen mutaciones puntuales en la
cadena pesada. Las mutaciones se hacen mediante mutagénesis
QuikChange® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Los
plasmidos de 1las cadenas pesada y ligera se cotransfectan
utilizando polietilenimina (PEI) en 100 mL de cultivos
transitorios de células HEK293-6E y se cultivan para permitir
la expresidén durante alrededor de cinco dias. Los anticuerpos
generados contienen la mitad del sitio de unidén II del anti
IL-6 vy la westructura de IgG3. Dichas -estructuras que
contienen CDRs 018 se denominan en el presente documento
018IgG2 o 029. Las mutaciones puntuales se hacen en 1los
residuos I253.

La molécula IgG2 se expresa y blogquea IL-6 en ensayos
celulares con poca potencia mejorada comparada con Fab 020.

Secuencias maduras 029 (CDR subrayadas)

Cadena pesada 029
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QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV
ITPGSGTINY AQKFQGRVTI
WDPLYYYALE YWGQGTTVTV
VKDYFPEPVT VSWNSGALTS
QTYTCNVDHK PSNTKVDKTV
TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
FRVVSVLTVV HODWLNGKEY
TLPPSREEMT KNQVSLTCLV

SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVEFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

NO:11)

Cadena ligera 029

DIVMTQSPDS

LIYAASNRGS

TFGQGTKLEI

QWKVDNALQS

THOGLSSPVT KSEFNRGEC

LAVSLGERAT

GVPDRESGSG

KRTVAAPSVFE

GNSQESVTEQ

Union alterada a FcRn

IL-6 puede tener ciertos

ademéas

una

ventaja

152

SCKASGYALS NYLIEWVRQA
TADESTSTAY MELSSLRSED
SSASTKGPSV FPLAPCSRST
GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV
ERKCCVECPP CPAPPVAGPS
DPEVQENWYV DGVEVHNAKT
KCKVSNKGLP APIEKTISKT
KGFYPSDIAV EWESNGQPEN

(SEQ ID NO:12)

INCRASESVD NYGIPEFMNWY
SGTDFTLTIS SLOAEDVAVY
IFPPSDEQLK SGTASVVCLL
DSKDSTYSLS STLTLSKADY
efectos sistémicos

modificar un

IL-6a que

tenga

PGOGLEWMGV
TAVYYCARSR
SESTAALGCL
VTVPSSNEGT
VFLEFPPKPKD
KPREEQFNST
KGQPREPQVY
NYKTTPPMLD

(SEQ ID

QOKPGQPPKL
YCQQOSEEVPL
NNEYPREAKV

EKHKVYACEV

positivos. Es

buena

retencién en el cuerpo vitreo pero que tenga una vida media

sistémica corta.

FcRn

farmacos que escapen a la circulaciédn,

debe reducir

seguridad de un IL-6a.

la

acumulacidn

sistémica

La reduccidén o eliminacidédn de la unidn a

de algunos

de este modo mejora la
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En consecuencia,

puede incrementar el flujo de anticuerpos del ojo,

debido al

153

trdfico mediado

por FcRn

el IgG2

020 se modifica para eliminar la unién a FcRn mediante 1la

introduccidén de mutaciones en Fc en los residuos 1254,

o H436

al.,

se muestran en negritas en SEQ ID NO:23;

R, H31l se muta a A o E,

y H436

secuencia 1lider,

antagonistas

(Véase SEQ ID NO:23)

Molecular Cell, 7:

se muta a A

de IL-06

denominan 0181gG2m.

Cadena pasada anti

letras

sitios de mutacidn

QVQLVQSGAE
ITPGSGTINY
WDPLYYYALE
VKDYFPEPVT
QTYTCNVDHK
TLMISRTPEV
FRVVSVLTVV

TLPPSREEMT

SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

cursivas:

VKKPGSSVKV
AQKFQGRVTI
YWGQGTTVTV
VSWNSGALTS
PSNTKVDKTV
TCVVVDVSHE
HQDWLNGKEY

KNQVSLTCLV

la cual

que

CH) (sin

867-877

(la numeracidén empieza

se subraya en SEQ

IL-6

(negritas)

SCKASGYALS
TADESTSTAY
SSASTKGPSV
GVHTFPAVLQ
ERKCCVECPP
DPEVQFNWYV
KCKVSNKGLP

KGFYPSDIAV

(2001)) .

contienen

(IgG2)

secuencia

dichas

(letras

lider)

NYLIEWVRQA
MELSSLRSED
FPLAPCSRST
SSGLYSLSSV
CPAPPVAGPS
DGVEVHNAKT
APIEKTISKT

EWESNGQPEN

después

H311,

numerados de acuerdo a Martin et
Los sitios mutados
1254 se muta a A o

H311 se muta N con D 313 mutado a T,

de 1la

ID NO:23, 1los

secuencias se

normales: VH;

mostrando los

PGOGLEWMGV
TAVYYCARSR
SESTAALGCL
VTVPSSNFGT
VFLFPPKPKD
KPREEQFNST
KGQPREPQVY
NYKTTPPMLD

(SEQ ID
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NO:23)

Cadena pesada anti IL-6 (IgG2) (letras normales: VH;
letras cursivas: CH) con secuencia lider (subrayada)
mostrando los sitios de mutacidn (negritas)
MDWTWRILFLVAAATGAHSQVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYALS
NYLTIEWVRQA PGOGLEWMGV ITPGSGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY
MELSSLRSED TAVYYCARSR WDPLYYYALE YWGQGTTVTV SSASTKGPSV
FPLAPCSRST  SESTAALGCL  VKDYFPEPVT  VSWNSGALTS  GVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSV ~ VTVPSSNFGT  QTYTCNVDHK ~ PSNTKVDKTV ~ ERKCCVECPP
CPAPPVAGPS  VFLFPPKPKD  TLMISRTPEV ~ TCVVVDVSHE  DPEVQFNWYV
DGVEVHNAKT  KPREEQFNST  FRVVSVLTVV ~ HQDWLNGKEY  KCKVSNKGLP
APIEKTISKT  KGQPREPQVY  TLPPSREEMT  KNQVSLTCLV  KGFYPSDIAV
EWESNGQPEN  NYKTTPPMLD  SDGSFFLYSK  LTVDKSRWQQ  GNVFSCSVMH
EALHNHYTQK SLSLSPGK (SEQ ID NO:28)

En consecuencia, algunas modalidades incluyen un
anticuerpo que tiene la secuencia de la cadena pesada

representada en SEQ ID NO:

ejemplo,

D313

SEQ ID NO: 25

A o R),

(mutado a T)

H311

cuando se muta a I133

(por ejemplo,

D192 con H190

en un

anticuerpo,

(por ejemplo,

ademés

H190A o H190E),

fragmento o

(mutado a A o E),

con H311 mutado a N.

(por ejemplo,

H315

proporciona una

D192T con H190N)

23 con mutaciones en I254

H436

I133A o I133R), ),

(por ejemplo,

derivado del

mismo

(por

(mutado a A), o

secuencia que,

H190

H315A), o

puede utilizarse

para
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producir un polipéptido que tiene una unidén a Fc reducida a

bajos ©pH, por ejemplo pH 5.5 o pH lisosomal vy/o un

polipéptido que tiene vida media sistémica reducida al

compararse Con un precursor u otra molécula de referencia que

no incluye la secuencia.

SASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCL VKDYFPEPVT VSWNSGALTS
GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VIVPSSNFEGT QTYTCNVDHK PSNTKVDKTV
ERKCCVECPP CPAPPVAGPS VELFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVQFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQFNST FRVVSVLTVV HODWLNGKEY
KCKVSNKGLP APIEKTISKT KGQPREPQVY TLPPSREEMT KNQVSLTCLV
KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPMLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK

Cadena

ligera anti

letras cursivas: CK)

IL-6

(IgG2)

(SEQ ID NO:25)

(letras

normales: VK;

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIPEFMNWYQQOKPGQPPKLLIYAASNRGSG

VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQSEEVPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVE

I FPPSDEQLK

DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV THQGLSSPVT KSFNRGEC

NO:22)

SGTASVVCLL

NNFYPREAKV

QWKVDNALQS

Ejemplo 9: Estabilidad de la formulacion

La estabilidad del fragmento Fab anti IL-6/IgGl

el dominio IgGI1CHI1)

GNSQESVTEQ

(SEQ ID

(que contiene

se prueba mediante la determinacidén de T,

en PBS después en un rango de amortiguadores y excipientes

utilizados

en

fluorometria

diferencial de

barrido. Se
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encontrd que el amortiguador de citrato, pH 5.5, incrementd
la T, a mds de 80°C. En consecuencia, en algunas modalidades,
se proporciona un IL-6a en amortiguador de citrato y en
algunos casos tiene una T, de al menos de 80°C.
La agregacidén se prueba utilizando SEC-MALS vy no se
observa agregacidén a 20 mg/mL en amortiguador fosfato salino
(PBS, por sus siglas en inglés).

Ejemplo 10: Anticuerpos sensibles al pH para mejorar la PK

IL-6 puede tener ciertos efectos sistémicos positivos. Es
ademés una ventaja modificar un IL-6a que tiene buena
retencién en el cuerpo vitreo pero tiene una vida media
sistémica limitada. La reduccidén o eliminacidén de la unidn a
FcRn puede reducir 1la acumulacién sistémica de algunos
fadrmacos que escapen en la circulacién, de este modo mejora
la seguridad de un IL-6a. En consecuencia, debido al tréafico
mediado por FcRn, puede incrementar el flujo de anticuerpos
del ojo, el IgG2 020 se modifica para eliminar la unidén a
FcRn mediante la introduccidédn de mutaciones en Fc en 1los
residuos I254, H311l, o H436 (numerados de acuerdo a Martin
et al., (Molecular Cell, 7:4, 867-877 (2001))). Dichos
anticuerpos se denominan en el ©presente documento como
anticuerpos IL-6pH o anti IL-6pH vy se describen a

continuacidn.
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Generacion de anticuerpos con union sensible al pH

El pKa de la histidina es alrededor de 6.0 y las histidinas
insertadas en las interfaces de unién pueden interrumpir la
unidén con la protonacién de la cadena lateral a bajos pH.
Utilizando un anticuerpo anti IL-6 dirigido al sitio II como
aqgqui se describe, se genera una biblioteca que contiene
variantes ricas en histidina de CDR de 018 y la biblioteca se
examina para uniones sensibles a pH utilizando exposicidn por
levadura. La biblioteca generada es una biblioteca combinada
con CDR codificadas mediante degeneracién de codones tal que
cada residuo es un residuo tipo natural (es decir, el mismo
que en el anticuerpo padre) o un residuo de histidina. La
evaluacién se lleva a cabo alternando la clasificacidén de una
mayor unién a pH fisioldégico (7.4) vy Dbaja unidén a pH
endosomal (5.5).

Se identificdé que un mutante seleccionado de levadura
tiene una alta unién a pH 7.4 (Kd monovalente de 407 pM para
el mutante al compararse con 192 pM para la molécula
precursor) y relativamente baja unidén a pH 5.5 (Kd
monovalente de 2.362 nM para el mutante al compararse con 195
nM para el ©precursor). Esto constituye un cambio de
aproximadamente 5.8 veces en la afinidad a pH 5.5. Este
mutante contiene multiples mutaciones de histidina en CDR1 de

la cadena ligera. Asi, el mutante demuestra unién similar a
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la molécula precursor a pH 7.4, y una pérdida significativa
de afinidad a pH 5.5. Estas observaciones se verifican
utilizando ELISA, FACS, y analisis SPR por métodos conocidos
en la técnica.

Estos datos demuestran que un IL-6a basado en un
anticuerpo puede crearse teniendo las caracteristicas de un
anticuerpo anti IL-6 dirigido al sitio II de IL-6 gque puede
utilizarse para inhibir la actividad en cis y trans de IL-6,
y tener un incremento en PK, al compararse con un anticuerpo
precursor u otros anticuerpos que tienen un dominio Fc tipo
natural efectuado al menos en parte por la alteracidén de la
unidén a PH 5.5.

Ejemplo 11: Eficacia del bloqueo local de IL-6 en el modelo

de neovascularzacion coroidea (CNV) por laser en ratdn

Para determinar si el bloqueo local de 1IL-6 puede ser
efectivo para el tratamiento de padecimientos del ojo, por
ejemplo, edema macular diabético (DME, por sus siglas en
inglés) o AMD humedo, un anticuerpo monoclonal anti IL-6 se
administra localmente en un sistema modelo para
neovascularizacién coroidea. Se emplea el modelo CNV inducido
con laser como se describe en Saishin et al. Journal of
Cellular Physiology, 195:241-248 (2003), en este Ejemplo. Un
modelo CNV inducido con laser reproduce la mayoria de 1los

procesos patoldédgicos subyacentes al edema macula diabético
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(DME, por sus siglas en 1inglés), incluyendo inflamacidén vy
angiogénesis.

Un anticuerpo monoclonal de IL-6 anti ratén (MP5-20F3,
el cual es un anticuerpo isotipo IgGl de rata se adgquiere de
Bio X Cell, numero de catdlogo BE0046) se administra al grupo
de prueba mediante inyeccién intravitrea (IVT). Los controles
reciben la inyeccién intravitrea de trampa de VEGF o
inyeccidén intravitrea de un anticuerpo anti HRP de isotipo
control (un IgGl de rata contra peroxidasa de rébano, clona
de HRPN, adquirido de BioXCell; numero de catdlogo BE0088).
Para todos los grupos de anticuerpos, se inyectaron 20 ug de
proteina en un volumen de 1 upL en el ojo de prueba, mientras
el ojo contralateral se deja sin tratamiento como control.

Los ratones son sacrificados en el dia 7 después del
ldser y los montajes planos coroidales se tifieron con lectina
de Griffonia Simplicifolia (GSA) para medir el Aarea de
lesién. La FIGURA 4 muestra los resultados. El1 grupo tratado
con anticuerpo anti IL-6 muestra una reduccidn
estadisticamente significativa en neurovascularizacidn
comparada con el grupo tratado con el anticuerpo control
(p<0.05) . En promedio el grupo tratado con el anticuerpo anti
IL-6 también muestra la reduccidédn de la neurovascularizacidn
comparada con el control positivo anti VEGF.

Estos datos demuestran que un IL-6a, por ejemplo, un
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anticuerpo monoclonal anti IL-6, administrado IVT puede
reducir significativamente la neovascularizacidén en un modelo
de CNV de ratdédn. Los resultados sugieren gque un anticuerpo
anti IL-6 puede producir una reduccidén en la
neovascularizacién al menos tan grande, y posiblemente méas
grande, que un anticuerpo anti VEGF. Estos datos indican que
la inhibicién local de IL-6 es Gtil para el tratamiento de
los padecimientos de los ojos tales como enfermedades que
involucran derrame vascular, por ejemplo, AMD humedo o edema
macular, por ejemplo, edema macular diabético.

Ejemplo 12. Desarrollo de un anticuerpo IL-6 mejorado.

Se generaron variantes del anticuerpo EBI-029. Para
caracterizar mejor la contribucién de la mutacidén A28V, S30P,
I51T, y S55G, se introducen combinaciones especificas en el
vector de visualizacidén Fab EBI-029 tipo natural y se mide la
unidén. Los resultados se muestran en la FIGURA 5. Después de
una competencia con IL-6 2 pM durante 1la noche, todos 1los
mutantes tuvieron niveles significativamente mayores de IL-6
biotinilada remanente en su superficie celular relativa a la
visualizacidén al compararse con el Fab EBI.029 tipo natural.
El orden de rango de unidén del de mayor al de menor afinidad
fue A28V/S30P/I51T/S55G > A28V/I51T/S55G > S30P/I51T/S55G >
I51T/S55G > wt (“wilt type”, tipo natural). La mutaciédn

cuddruple A28V/S30P/I51T/S55G también se refiere en el
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presente documento como EBI-030.
Secuencias de EBI-030 se muestran a continuacién.
Secuencias CDR 030:
CDR1 de 030HC (VH CDR1 030): GYVLPNYLIE (SEQ ID NO:31)
CDR2 de 030HC (VH CDR2 030) : VTTPGGGTIN (SEQ ID NO:32)
CDR3 de 030HC (VH CDR3 030): SRWDPLYYYALEY (SEQ ID NO:33)
CDR1 de 030LC (VL CDR1 030): RASESVDNYGIPFMN (SEQ ID NO:34)
CDR2 de 030LC (VL CDR2 030): AASNRGS (SEQ ID NO:35)
CDR3 de 030LC (VL CDR3 030): QQSEEVPLT (SEQ ID NO:36)
Secuencia de la regidén variable de la cadena pesada 030
(mutaciones relativas a 029 se muestran en negritas):

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYVLP NYLTEWVRQA PGQGLEWMGV

TTPGGGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARSR

WDPLYYYALE YWGQGTTVTV SS (SEQ ID NO:37)

Secuencia de la regidn variable de la cadena ligera 030

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDNYGIPFMNWYQQKPGQPPKLLIYAASNRGSG

VPDREFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOSEEVPLTFGOGTKLEIKRTV (SEQ ID

NO:38)

Secuencia polipeptidica de la cadena pesada Fab (IgGl)
030 (CDR subrayadas, mutaciones relativas a 029 se muestran
en negritas):

QVOQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYVLP NYLIEWVRQA PGQGLEWMGV

TTPGGGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARSR

WDPLYYYALE YWGQGTTVTV SSASTKGPSV FPLAPSSKST SGGTAALGCL
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VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSSLGT
QTYICNVNHK PSNTKVDKKV EPKSCDKTHT (SEQ ID NO:39)

En modalidades, la secuencia DKTHT (SEQ ID NO:30) en el
término carboxilico de SEQ ID NO:39 no esta incluida en la
secuencia Fab.

Secuencia de 4cido nucleico de la cadena pesada Fab 030:
CAAGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGGGCCGAGGTTAAGAAGCCAGGGAGCAGCGTCAAGGTAT
CTTGTAAAGCGTCTGGTTACGTCCTTCCAAACTACCTGATCGAATGGGTGAGGCAGGCTCC
CGGCCAAGGCCTGGAATGGATGGGAGTTACCACCCCTGGGGGCGGCACCATTAATTACGCC
CAGAAATTTCAGGGACGAGTGACGATTACCGCCGACGAGTCCACCAGTACTGCCTACATGG
AGCTGTCCTCACTCCGCAGCGAGGACACGGCAGTTTACTACTGCGCCCGGAGTCGATGGGA
CCCTCTTTACTATTATGCTCTGGAATACTGGGGCCAGGGAACGACCGTTACAGTGTCATCT
GCTAGCACAAAAGGACCATCAGTCTTCCCACTTGCTCCTTCATCTAAGAGCACAAGTGGTG
GCACTGCAGCCCTTGGCTGCCTGGTGAAAGATTATTTCCCCGAACCTGTTACAGTTTCTTG
GAACTCCGGTGCACTGACATCCGGAGTACACACTTTCCCAGCTGTGCTGCAGAGCTCAGGA
CTGTATAGCCTGTCTTCGGTGGTCACTGTTCCATCGTCGAGTCTTGGCACACAGACATATA
TTTGCAACGTCAATCACAAGCCCTCCAACACAAAAGTGGATAAGAAGGTCGAGCCCAAATC
TTGTGACAAAACACACACA (SEQ ID NO:40)

030 puede producirse también como una secuencia
polipeptidica de cadena pesada de IgG2 Fab:

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYVLPNYLTIEWVRQAPGQGLEWMGVTTPGGG
TINYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSRWDPLYYYALEYWGQGTT
VIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAV

LOSSGLYSLSSVVTVPSSNEFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERK
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(SEQ ID NO:54)

Ejemplo 13. Expresiéon vy purificacion de variantes de

fragmentos Fab

Los insertos del dominio VH gque contiene las siguientes
combinaciones de mutantes A28V/I51T/S55G, S30P/I51T/S55G, vy
A28V/S30P/I51T/S55G (EBI-030), se generan de vectores de
exposicién por levadura mediante doble digestién con BamHI-
HF/NheI-HF. Los 1insertos se purifican por electroforesis en
gel de agarosa 1% y se ligan en un vector de expresidén de
mamiferos derivado de pTT5 que contiene una secuencia lider,
un dominio IgGl CH1 humano, una marca de His en el extremo
carboxilo terminal. Los transformantes se seleccionan en LB-
Amp, se extrae el ADN del vector, y los insertos se confirman
mediante secuenciacidén. Las transfecciones transitorias se
llevan a cabo en células HEK-6E (Canadian Research Council)
para cada cadena pesada Fab mutante apareada con la cadena
ligera del Fab EBI-029 tipo natural (descrita en el presente
documento como SEQ ID NO:12) utilizando PEI como reactivo de
transfeccidén. El1 Fab EBRI-029 tipo natural también se expresa
como un control (la cadena pesada del Fab tipo natural se
describe en el presente documento como SEQ ID NO:24). Los
sobrenadantes se aislan después de 5 dias y los Fab
expresados se purifican por cromatografia de afinidad

utilizando agarosa Ni-NTA (Life Technologies). La proteina



10

15

20

164
purificada se intercambia con el amortiguador en PBS, pH7.4
por diferentes rondas de concentracién/dilucidn % la
concentracién de la proteina y pureza se determinan mediante
absorbancia 280 y SDS-PAGE.

Ejemplo 14: Anticuerpos variantes muestran una unidn mejorada

segun lo evaluado utilizando resonancia de plasmones de

superficie

Las afinidades de las moléculas Fab 029 variantes para IL-6
se miden por Resonancia de Plasmones de Superficie (SPR, por
sus siglas en iInglés) en un Espectrémetro Reichert SR7000Dc.
Se inmoviliza IL-6 humana a 20 ug/mL en acetato de sodio 10
mM, pH 4.5 en un chip de carboximetildextrano 500 kDa por
acoplamiento de amina estandar. Se inyectan diluciones
seriales de cada molécula de Fab en 10 mM HEPES, 150 mM NacCl,
pPH 7.3 a 25°C con una velocidad de flujo de 25 uL/min.
Después de 4 minutos, la carga se detiene y se mide la
disociacidén por amortiguador de flujo corriente (10 mM HEPES,
150 mM NaCl, pH 7.3) durante 5 min. Las trazas del sensograma
se ajustan mal a un modelo de wunién 1:1, potencialmente
debido a la mezcla de orientaciones de IL-6 en el chip o a
una unidén no especifica del anticuerpo. En cambio, las curvas
se ajustan a 2 especies (especies de baja y alta afinidad,
marcadas “baja afinidad” y Yalta afinidad” en la tabla 3)

utilizando el software TraceDrawer en donde kal, kdl, y KDI
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son la velocidad de asociacidén, velocidad de disociacidn, vy
constante de unién en equilibrio para especies de baja
afinidad, y ka2, kd2, y KD2 son las constantes de velocidad
de asociacidn, velocidad de disociacidén, y constante de unidn
en equilibrio para especies de alta afinidad. Todos los Fab
mutantes tuvieron una menor disociacidén al compararse con el
Fab EBI-029 de tipo natural, con el orden presentado a
continuacién, que muestra de la mads alta a la més baja
afinidad - A28V/S30P/I51T/S55G (EBI-030) > S30P/I51T/S55G >
A28V/I51T/S55G > Tipo natural (EBI-029).

Tabla 3. Resultados del SPR para anticuerpos mutantes

Tipo natural 5.48 6.08 11.1 2.94 4.27 1.45
A28V/I51T/S55G 8.06 2.91 3.6 3.65 1.45 0.40
S30P/I51T/S55G 7.18 2.18 3.04 3.29 0.95 0.29

A28V/S30P/I51T/S55G 7.95 2.70 3.39 3.25 0.66 0.20
| |
Baja afinidad Alta afinidad

Ejemplo 15: Anticuerpos variantes muestran mejoria en la

potencia de antagonismo en células reporteras 1L-6 HEK-Blue™

La linea celular reportera IL-6 HEK-Blue™ (Invivogen) se
utiliza para comparar la potencia de la inhibicién de la
sefilalizacidén entre 1los diferentes fragmentos Fab EBI-029

mutantes. Las células IL-6 HEK-Blue™ son una linea HEK293
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modificada dgque expresa de manera estable el gen IL-6R vy
contiene un gen reportero secretor de la fosfatasa alcalina
bajo el control del promotor minimo de IFNR fusionado a
cuatro sitios de unidén STAT3. Para medir el antagonismo de
IL-6, 10 uL de IL-6 humana 400 pM (R&D Systems 206-IL-010/CF)
se mezclan con 10 pL de cada variante de Fab a un rango de
concentraciédn en una placa de 96 pocillos y se incuba a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Las células IL-6
HEK-Blue™ en fase logaritmica se tripsinizan y se resuspenden
en medio de ensayo (DMEM, glucosa 4.5g/L, 10% de FBS
inactivado por calor, L-glutamina 2mM, Pen-Step) a 280,000
células/mL, 180 uL de la suspensién celular se afiade a cada
pocillo de las mezclas de IL-6/Fab para 1llevar a la
concentracién final de IL-6 a 20 pM. Las células se incuban a
37°C/5% CO, durante 20 horas. Después, se mezclan 20 uL del
sobrenadante de cada pocillo con 180 ulL de reactivo Quanti-
Blue™ (Invivogen) y se incuban a 37°C durante 40 minutos
antes de medir la absorbancia a 650 nM en un lector de placas
SpectraMax M5. La sefial de los pocillos sin IL-6 se sustrajo
y luego se divide por las células tratadas sin inhibidor para
derivar el wvalor de sefializacién fraccional. Todos 1los
mutantes muestran potencia significativamente mayor comparada
con Fab EBI-029 de tipo natural con el orden de rango de

potencia antagdnica como sigue: A28V/S30P/I51T/S55G (EBI-030)
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> A28V/I51T/S55G > S30P/I51T/S55G > Tipo natural (EBI-029).
Estos resultados se muestran en la FIGURA 6.

Ejemplo 16: Anticuerpos variantes muestran potencia

antagoénica mejorada en un ensayo de proliferaciéon T1165

Las células T1165.85.2.1 (R&D Systems) son una linea celular
de plasmocitoma murino que prolifera en respuesta a IL-6 de
ratén, rata o humano. Para medir el antagonismo de 1los
mutantes Fab EBI-029, se mezclan 25 pL de 2 ng/mL de IL-6
humana (R&D Systems 206-IL-010/CF) con 25 uL de cada variante
de Fab a un rango de concentraciones en una placa de 96
pocillos vy se 1incuban a temperatura ambiente durante 30
minutos. Las células T1165 en fase logaritmica se concentran
en el fondo y se resuspenden en medio de ensayo (90% RPMI
1640, FBS 10%, L-glutamina 2 mM, Pen-Strep) a 2x105
células/mL. Se afladen 50 uL de la suspensidén celular a cada
pocillo de las mezclas IL—6/Fab para llevar a la concentraciédn
final de IL-6 de 0.5 ng/mL. Las células se incuban a 37°C/5%
CO2 durante 72 horas. 100 uL del reactivo Cell-Titer Glo®
(Promega) se afiade a cada pocillo y se incuba a temperatura
ambiente durante 10 minutos. La luminiscencia se mida en un
lector de placas SpectraMax M5. Todos los mutantes muestran
potencia significativamente mayor comparada con Fab EPI-029 wt
con la seflalizacidédn no medible de IL-6 en el rango de las

concentraciones de Fab probadas (ver FIGURA 7).
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Ejemplo 17: Comparacién de las propiedades similares a

farmacos de anticuerpos variantes

La estabilidad térmica de cada variante de Fab se determind
mediante fluorometria diferencial de barrido (DSF, por sus
siglas en inglés). Se mezclan 2 plL de proteina a 2.5 o 5
mg/mL con 18 uL PBS y 2 uL de 50x Sypro Orange en una placa
de PCR BioRad de 96 pocillos. La placa se corre en un Sistema
BioRad CFX96 RT-PCR con una temperatura lineal que incrementa
de 25°C a 95°C y se mide la fluorescencia a través del
tiempo. La T, se calcula como el punto mads bajo de la primer
derivada de 1la curva de fusidén. Todas las variantes han
medido los valores de T, entre 76 y 78°C, consistente con la
medida de T, del Fab EBI-029 a 76°C.

Para medir la agregacidén, las muestras se evallan por
SEC-MALS wutilizando un HPLC Agilent 1260 combinado con un
instrumento de dispersidén de luz Wyatt miniDawn TREOS y un
instrumento de indice de refraccidén Wyatt Optilab rEX. Se
inyectan de 20-100 pg de proteina y se corre a una velocidad
de flujo de 1 mL/min. Todas las variantes tienen pesos
moleculares entre 45000 y 52000 Da segun lo medido por
dispersién de 1luz, consistente con el Fab EBI-029 de tipo
natural.

Estos resultados indican que EBI-030 se comporta de

manera similar al compararse con EBI-029 en términos de sus
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propiedades similares a farmaco.

Ejemplo 18: Produccién de EBI-029 completo y anticuerpos 1gG2

EBI-030 y anticuerpos IgG2 con dominios Fc mutantes.

Reformateo de EBI-029 y EBI-030 a IgG2 y al mutante FclgG2

Los dominios variables de la cadena pesada de EBI-029 y EBI-
030 que incluyen la secuencia lider (MDWTWRILFLVAAATGAHS; SEQ
ID NO:49) se amplifican por PCR de 1los vectores Fab
utilizando cebadores qgue introducen un sitio EcoRl en el
extremo amino terminal vy un sitio Nhel en el extremo
carboxilo terminal. Los productos de PCR se purifican en gel
de agarosa al 1% y se digieren por duplicado con EcoRI-HF vy
NheI-HF. Los vectores de la cadena principal basados en pTT5
que contienen la secuencia de la cadena pesada IgG2 tipo
natural o un dominio IgG2 wvariante con una mutacidén H311lA
(H311 corresponde a la numeracidédn en SEQ ID NO:41; esto
corresponde a H310 en la numeracibén proporcionada en Martin
et al., Molecular Cell, 7:4, 867-877 (2001)) se digieren de
manera similar EcoRI-FH/NheI-HF y se purifican en un gel se
agarosa al 1%. Los insertos se ligan en una cadena principal
digerida utilizando la enzima Quikligase (New England
Biolabs), se transforman en células TOP 10 (Life
Technologies), y se seleccionan en LB-Amp. Se extrae el ADN
de los vectores de las clonas y se secuencia para confirmar

el inserto. La mutacidén H311A se selecciona para reducir la
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afinidad de unién a Fc por FcRn al fin de que se reduzca la
acumulacién sistémica de moléculas que escapan del tejido
ocular.

Expresion y purificacion de variantes 1gG2 por transfecciodn

transitoria

EBI-029 IgG2, EBI-029 IgG2-H311A, EBI-030 IgG2, y EBI-030
IgG2-H311A se expresan por transfeccién transitoria en
células HEK. Los vectores pTT5 gque contienen cada cadena
pesada se cotransfectan con el plasmido EBI-029 LC utilizando
PEI como un reactivo de transfeccidn.

Los sobrenadantes se aislan después de 5 dias y las
moléculas IgG2 se purifican por cromatografia de afinidad
utilizando agarosa Proteina A. La proteina purificada se
cambia de amortiguador en PBS, pH 7.4 por diferentes rondas
de concentracién/dilucidén y la concentracidén de proteina y la
pureza de determina por Absorbancia 280 y SDS-PAGE.

Produccioéon de un acumulado estable de CHO

Los acumulados de CHO estable que producen EBI-029 IgG2, EBI-
030 IgG2, o EBI-030 IgG2-H311lA se generan utilizando el kit
Freedom CHO-S (Life Technologies) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. En breve, cada cadena pesada se
clona por digestién/ligadura estédndar en el vector pCHOl1.0 en
combinacién con el EBI-029 LcC. Las construcciones se

tranfectan en células CHO-S utilizando el reactivo Freestyle
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MAZ 'y se seleccionan los acumulados estables con un

incremento de concentracidén de Puromicina y MTX. Después de

dos rondas de seleccidén, los acumulados se examinan para la

produccidédn de anticuerpos por cromatografia analitica de

Proteina A y los mayores productores se seleccionan para

escalar y subclonar.

Las secuencias de presentan a continuacién.

Secuencia polipeptidica de

armazén IgG2,

CDR subrayadas) :

cadena pesada

030 (en el

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYVLP NYLIEWVRQA PGQGLEWMGV
TTPGGGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARSR
WDPLYYYALE YWGQGTTVTV SSASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCL
VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSNFGT
QTYTCNVDHK PSNTKVDKTV ERKCCVECPP CPAPPVAGPS VFLFPPKPKD
TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVQEFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQEFNST
FRVVSVLTVV HODWLNGKEY KCKVSNKGLP APIEKTISKT KGQPREPQVY
TLPPSREEMT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPMLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK (SEQ ID
NO:41)

Secuencia polipeptidica de cadena ligera 030 (en el
armazbén IgG2, CDR subrayadas) :
DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCRASESVD NYGIPEFMNWY QOKPGQPPKL
LIYAASNRGS GVPDRFSGSG SGTDFTLTIS SLOQAEDVAVY YCQOSEEVPL
TFGQGTKLET KRTVAAPSVEF IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNEFYPREAKV
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QWKVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV
THQGLSSPVT KSFNRGEC (SEQ ID NO:42)

Secuencia de &cido nucleico de la cadena pesada 030:
CAAGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGGGCCGAGGTTAAGAAGCCAGGGAGCAGCGTCAAGGTAT
CTTGTAAAGCGTCTGGTTACGTCCTTCCAAACTACCTGATCGAATGGGTGAGGCAGGCTCC
CGGCCAAGGCCTGGAATGGATGGGAGTTACCACCCCTGGGGGCGGCACCATTAATTACGCC
CAGAAATTTCAGGGACGAGTGACGATTACCGCCGACGAGTCCACCAGTACTGCCTACATGG
AGCTGTCCTCACTCCGCAGCGAGGACACGGCAGTTTACTACTGCGCCCGGAGTCGATGGGA
CCCTCTTTACTATTATGCTCTGGAATACTGGGGCCAGGGAACGACCGTTACAGTGTCATCT
GCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGA
GCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGA
CTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACA
CCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATG
TTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGG
TGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGC
GTCCTCACCGTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCA
ACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGL
AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCT

CTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
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GTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA
AA SEQ ID NO:43

Secuencia de &cido nucleico de la cadena ligera 030:
GACATAGTGATGACTCAAAGTCCGGACAGCCTGGCGGTGTCACTCGGCGAACGGGCAACTA
TCAACTGCCGAGCCAGCGAGAGCGTCGATAATTACGGCATCCCCTTCATGAACTGGTATCA
GCAGAAGCCAGGACAGCCGCCCAAGCTGCTTATCTACGCCGCTTCCAACCGGGGATCAGGG
GTGCCCGATCGATTTAGTGGAAGCGGTAGTGGGACCGATTTCACACTGACCATCAGCTCCC
TTCAGGCCGAGGATGTGGCTGTCTATTATTGTCAGCAATCCGAGGAAGTGCCGCTCACGTT
TGGTCAGGGAACCAAACTGGAGATCAAGCGGACCGTAGCGGCGCCTAGTGTCTTCATCTTC
CCACCCTCCGACGAACAGCTGAAGTCTGGCACTGCTTCCGTCGTGTGCCTGCTCAACAACT
TTTACCCTAGAGAGGCAAAAGTTCAATGGAAAGTAGACAATGCCTTGCAGTCCGGGAACTC
CCAGGAGTCTGTCACAGAGCAGGATAGTAAGGACTCAACCTACAGCCTGTCCAGCACACTG
ACCCTCTCCAAAGCCGACTACGAGAAGCACAAAGTGTACGCTTGCGAAGTTACGCATCAGG

GGCTGTCCTCACCCGTTACAAAAAGTTTTAACAGAGGGGAGTGC SEQ ID NO:44

Secuencia polipeptidica de la cadena pesada con la
mutaciédn H311A (311A estd en negritas vy las CDR estéan
subrayadas), también se refiere en el presente documento como
la secuencia polieptidica de la cadena pesada 031:
QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYVLP NYLTEWVRQA PGQGLEWMGV
TTPGGGTINY AQKFQGRVTI TADESTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARSR
WDPLYYYALE YWGQGTTVTV SSASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCL
VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSNFEGT
QTYTCNVDHK PSNTKVDKTV ERKCCVECPP CPAPPVAGPS VEFLEFPPKPKD
TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVQEFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQFNST
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FRVVSVLTVV AQDWLNGKEY KCKVSNKGLP APIEKTISKT KGQPREPQVY
TLPPSREEMT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPMLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK (SEQ ID
NO:47)

Secuencia de &cido nucleico de la cadena pesada 031:
CAAGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGGGCCGAGGTTAAGAAGCCAGGGAGCAGCGTCAAGGTAT
CTTGTAAAGCGTCTGGTTACGTCCTTCCAAACTACCTGATCGAATGGGTGAGGCAGGCTCC
CGGCCAAGGCCTGGAATGGATGGGAGTTACCACCCCTGGGGGCGGCACCATTAATTACGCC
CAGAAATTTCAGGGACGAGTGACGATTACCGCCGACGAGTCCACCAGTACTGCCTACATGG
AGCTGTCCTCACTCCGCAGCGAGGACACGGCAGTTTACTACTGCGCCCGGAGTCGATGGGA
CCCTCTTTACTATTATGCTCTGGAATACTGGGGCCAGGGAACGACCGTTACAGTGTCATCT
GCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGA
GCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGA
CTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACA
CCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATG
TTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGG
TGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGC
GTCCTCACCGTCGTGGCCCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCA
ACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG

ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
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AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCT
CTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA
AA (SEQ ID NO:48)

Ejemplo 19: Comparacion de la potencia de 1gG2 EBI-030 vs

EBI-029 en el ensayo 1L6 HEK-Blue

La célula reportera de IL6 HEK-Blue™ (Invivogen) se utiliza
para comparar la potencia de la inhibicidén de la sefializacidn
de IL6 entre los anticuerpos IgG2 EBI-029 y EBI-030. Tres
proteinas preparadas purificadas de las células HEK-6E se
comparan con I1gG2 EBI-029, IgG2 EBI-030, e IgG2 EBI-030 H311A
(también denominada 031 o EBI-031), junto con una preparacidn
de IgG2 EBI-030 producida en un acumulado CHO estable.
Adicionalmente, Tocilizumab, un anticuerpo anti IL6R
aprobado, se incluye como control. Para medir el antagonismo
de IL6, se mezcla IL-6 humana (R&D Systems 206-IL-010/CF)
400 pM con concentraciones variadas de cada anticuerpo en una
placa de 96 pocillos y se incuban a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Las células IL6 HEK-Blue™ en fase
logaritmica se tripsinizan y se resuspenden en medio de
ensayo (DMEM, glucosa 4.5 g/L, FBS inactivado por calor 10%,
L-glutamina 2 mM, Pen-Step) a 280000 células/mL. Se afiaden
180 pL de la suspensidn celular a cada pocillo de las mezclas

de IL-6/Fab para llevar a una concentracién final de IL-6 de
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20 pM. Las células se incuban a 37°C/5% CO, durante 20 horas.
Se mezclan 20 uL del sobrenadante de cada pocillo con 180 uL
del reactivo Quanti-BlueTM(Invivogen) vy se incuba a 37°C
durante 40 minutos antes de medir la absorbancia a 650 nM en
un lector de placa SpectraMax Mb5.
Los resultados se muestran en la FIGURA 8 y en la Tabla
5. EBI-030 (incluyendo EBI-030 producida en células HEK con o
sin la mutacidén H311A y EBI-030 producida en células CHO)
muestra una potencia mejorada considerablemente (alrededor de
una disminucién de 50 veces en IC50 vy disminucidén de
>100 veces en IC90) al compararse con EBI-029. El1 incremento
en potencia es mayor que el incremento en la medida de
afinidad por SPR.

Tabla 5: Valores de IC50 e IC90

IC50 IC90

(pM) (pM)
EBI-029 47 4350
EBI-030 0.9 1.1
EBI-030 CHO 1.4 11
EBI-030-H311A 0.6 12.4
Tocilizumab 1490 | 23700

EBI-030 (también aqui denominado como IgG2 EBI-030-
H311A) tiene un IC50 de méds de 75 veces menor que el de EBI-
029 y un IC90 alrededor de 350 veces menor que el de EBI-029.
EBI-030 producido en células HEK tiene un IC50 mayor a 50

veces menos que el de EBI-029 y un IC90 aproximadamente 4000
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veces menor que el de EBI-0209.

Ejemplo 20: Analisis de modelos de mayor potencia en la

duracion del blogueo de I1L-6 vitreal

El efecto de una mayor potencia en la extensidén y duracidn
del bloqueo de IL-6 seguido de la administracidén intravitrea
se simula utilizando un modelo farmacocinético (FIGURA 9).
Las ecuaciones diferenciales que describen cambios en
anticuerpos libres (A), IL-6 libre (IL), vy el complejo

anticuerpo/IL-6 se definen como sigue:

d/dt (A) = -A*kae - A*IL*kl + AIL*k2
d/dt (IL) = kpi - IL*kie - A*IL*kl + AIL*k2
d/dt (AIL) = -AIL*kaie + A*IL*kl - AIL*k2

donde Kae es la velocidad de aclaramiento del anticuerpo
del cuerpo vitreo, kl es la velocidad de asociacién para la
unién anticuerpo/IL-6, k2 es la velocidad de disociacidén para
el complejo anticuerpo/IL6, kpi es la velocidad de produccidn
de IL-6, kel es la velocidad del aclaramiento de IL-6 libre
del cuerpo vitreo, y kaie es la velocidad de aclaramiento del
complejo anticuerpo/IL-6 del vitreo. Los valores de los
pardmetros y las velocidades iniciales se definen como se
muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Valores de los pardmetros y velocidades iniciales

Parédmetros Valor

Concentracidén inicial del 3000 nM
anticuerpo - Ag
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Concentracién inicial de IL-6 0.01 nM
- ILog
Concentracidén inicial del 0
complejo - ATlLg
Velocidad de asociacidén - kil 8.64 nM1id-!
Velocidad de disociacidén— k2 Variando entre
0.0086 dty 0.86 dl
Velocidad de aclaramiento del 0.037 dt
anticuerpo - kae
Velocidad de aclaramiento de 0.69 d!
ILo — kie
Velocidad de produccidén de IL6 0.0069 nM d-!?
- kpi
Velocidad de aclaramiento del 0.037 dt
complejo - kaie

Ay se calcula basandose en el supuesto de una dosis de
50 pL de 50 mg/mL de un anticuerpo en un ojo humano con un
volumen vitreo de 5 mL. IlL;, se estima basédndose en 1los
valores medidos clinicamente para IL-6 vitrea en pacientes
DME de ~200 pg/mL. k1l se estima basdndose en velocidades de
asociacién de anticuerpos tipicos de 1E5 M-is™l, mientras que
k2 se wvaria para estimular los valores de potencia variando
desde 100 pM a 1 pM. kae se deriva de la medida de 1los
tiempos de vida media del aclaramiento vitreo en conejo de
~11 dias escalado por 1.8 como se mididé previamente para la
PK humana. kie se estima como la vida media de aclaramiento
de 24 horas, y kpi se calcula como ILg*kie.

Se llevan a cabo simulaciones de anticuerpo libre e IL-6

libre utilizando el software Berkeley Madonna durante un
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curso temporal de 300 dias (FIGURA 10). Un corte del bloqueo
del IL-6 al 95% se selecciona para medir la duracidén de la
inhibicién. E1 modelo predice que el incremento de 1la
potencia del anticuerpo extiende significativamente la
duracién de la inhibicién en el ojo de 130 dias para k2/kl=
100 pM a 200 dias para k2/kl= 10 pM a 225 dias para k2/kl=
1 pM.

Ejemplo 21: Farmacocinética de IL-6a

Los experimentos de farmacocinética (PK) se llevan a cabo en
conejos Dblancos de Nueva Zelanda machos por PharmOptima
(Portage, MI). Todos los animales tienen entre 12-13 meses de
edad y pesan 2.61-3.42 kg. Se comparan las ©proteinas
mencionadas a continuacidén - EBI-029-IgG2 (SEQ ID NO:11 y SEQ
ID NO:12), EBI-029-IgG2-H311A (SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:12),
EBI-030 (SEQ ID NO:41 y SEQ ID NO:42), EBI-030-IgG2-H311A
(SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:42), EBI-029 Fab (SEQ ID NO:24 vy
SEQ ID NO:12), Eylea® (trampa VEGF), vy Tocilizumab (TCZ;
anticuerpo anti IL6R). Todas las proteinas se formulan a 13.8
mg/mL en PBS, pH 7.4. EBI-029-IgG2, EBI-029-IgG2-H311A, EBI-
030, EBI-030-IgG2-H311A, EBI-029 Fab, y Tocilizumab no se
unen a sus antigenos blancos en el conejo, mientras gue
Eylea® no se une a VEGF de conejo.

Para la investigacidén de PK intravitrea, se inyectan 9

animales con 50 uL del articulo de prueba en cada ojo. Antes
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de la inyeccibdn, se aplica clorhidrato de Lidocaina
(inyectable al 2%), Proparacaina al 0.5%, o Tetracaina al
0.5% en la superficie ocular. Las inyecciones se llevaron a
cabo en la mitad del cuerpo vitreo con una Jjeringa de
insulina BD de 300 wuL (aguja de 31G x 0.793 cm (5/16
pulgadas)) insertada a través del cuadrante dorsotemporal del
ojo. Para la investigacién de la PK sistémica, se inyectan 3
animales con 100 uL del articulo de prueba a través de la
vena del oido.

Se recolectan muestras de sangre seriadas de 3 animales
en los grupos de IVT e iv a 0.083, 1, 4, 8, 24, 72, 168, 240,
y 336 horas y se diluye 1:1 con una solucidén de Citrato-
Fosfato-Dextrosa y se coloca en hielo. El plasma se aisla
mediante centrifugacidén de las muestras de sangre frias a
4000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se almacenan en un
congelador a -80°C.

El tejido ocular se aisla de ambos ojos de todos 1los
animales en el grupo IVT a 0.25, 24, 168, vy 336 horas
posterior a la dosis. Los animales son sacrificados mediante
sobredosis de barbiturato intravenoso. Para aislar el humor
acuoso, 1inmediatamente después de la eutanasia, se inserta
una jeringa con aguja bajo la cbérnea y el humor acuoso se
drena lentamente. EIl humor acuoso se transfiere a un tubo

previamente etiquetado, y se coloca en hielo seco o
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congelador a -80°C.

Para aislar la retina vy coroidea, se introduce un
pequefio seccionador con un escalpelo en la esclerdtica de ojo
enucleado, paralelo y caudal con el limbo. Se utiliza tijera
para continuar con la apertura alrededor del globo ocular,
separandolo en dos mitades. El1 globo ocular posterior se
posiciona de modo que el interior mire hacia arriba.
Utilizando un cuchillo, la retina se recolecta cuidadosamente
del globo ocular. Una vez que la retina se recolecta del
globo ocular, la coroidea se colecta en una manera similar
del globo ocular remanente. Ambas muestras, separadamente, se
transfieren a tubos Precellys® previamente pesados y
previamente etiquetados, y se colocan en hielo seco o
congelador a -80°C. El tejido de la retina y coroidea se
diluyen 10 veces en amortiguador de fosfato salino (PBS, por
sus siglas en inglés) se homogeniza y se almacena a -80°C.

Las concentraciones de proteina en cada tejido se
evaltian por ELISA. Para EBI-029-IgG2, EBI-029-IgG2-H311A,
EBI-030, EBI-030-IgG2-H311A, vy EBI-029 Fab, se recubren
placas Costar a mitad de volumen con 1 pg/mL de IL-6 humana
en PBS por 1 hora a RT. Los pocillos se blogquean con PBS que
contienen BSA al 2%, se lavan, y posteriormente se incuban
con un rango de diluciones para cada muestra utilizando PBS +

plasma de conejo al 5% + Tween 20 al 0.05% como diluyente. Se
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incluydé una curva estédndar utilizando proteina purificada en
cada placa. Las muestras se incuban a temperatura ambiente
durante 60 minutos, después se lavan tres veces con 300 pL de
PBS que contiene Tween 20 al 0.05%. Posteriormente, se afiade
HRP anti kapppa (Genway Inc.) diluido 1:10,000 en PBS, BSA al
1%, Tween 20 al 0.05% a cada pocillo y se incuba durante 30
minutos. Los pocillos se lavan como se indicé anteriormente,
después se afiade 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) vy se
mide la seflal a 450 y 550 nm en un lector de placa
Spectramax. Las concentraciones de proteinas se calculan
basandose en la curva estandar utilizando el software Softmax
Pro 6. Cada ELISA se repite al menos en 3 placas
independientes y se reporta el promedio de vida media.

Para tocilizumab, las concentraciones de proteina se
determinan por ELISA como anteriormente excepto que el Fab
anti Tocilizumab (BioRad HCA252) se usa como el reactivo de
captura y un HRP-Fc-IgG anti humano (Sigma A0170) se usa como
el anticuerpo de deteccidn. Dos ensayos de ELISA diferentes
se usan para medir Eylea® libre y total. Para Eylea® libre,
los pocillos se recubren con VEGFEF recombinante (R&D Systems)
y la proteina unida se detecta con un HRP-Fc-IgG anti humano
(Sigma A0170). Para medir Eylea® total, un anticuerpo Fc anti
humano (Sigma I2136) se utiliza para captura y un HRP-CH2-IgG

anti humano (BioRad MCA647P) se utiliza para deteccidén. Cada
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ELISA se repite en al menos tres placas independientes y se
reporta el promedio de la vida.

Resumen de resultados

En la mayoria de los animales, la formacidén robusta de
anticuerpos contra la proteina inyectada se observa a 1los
tiempos 240 y 360 horas. Debido a que esta formacidén de
anticuerpos puede afectar el aclaramiento de la proteina o
interferir con el ELISA, los datos del andlisis se limitan a
los tiempos mencionados e incluye las 168 horas. Para PK
intravitrea, todas las proteinas IgG2 EBI-029 y EBI-030 se
aclaran significativamente méds lento (T.,, = 9.3, 9.0, 15.7, vy
9.8 dias para EBI-029, EBI-029-H311A, EBI-030, vy EBI-030-
H311A, respectivamente) al compararse con Eylea® (Ti,, = 6.3
dias), Tocilizumab (T, = 4.8 dias), o con el fragmento EBI-
029 Fab (Ti,, = 3.9 dias) (FIGURA 11, Tabla 7). Se observan
tendencias similares en la retina, coroides, y en el humor
acuoso donde EBI-030 y EBI-030-H311A se acumulan a niveles
mas altos al compararse con Eylea® y Tocilizumab (ver FIGURA
12 y FIGURA 13). Todas las proteinas son detectables en el
plasma después de la administraciédn IVT con EBI-029, EBI-030,
y Tocilizumab acumulando niveles mayores significativamente
que Eylea® o EBI-030-H311A (ver FIGURA 14). De manera
similar, Eylea® y EBI-030-H311A se aclararon mas rapidamente

del plasma después de la administracidén IV, con la vida media
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de EBI-030-H311A es aproximadamente la mitad de IgG2 tipo
natural debido a la reduccidén de la unidn de FcRn (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados Farmacocinéticos

PK Vitreo
5 Molécula T:,, (dias)
EBI-029 9.3
EBI-029-H311A 9.0
EBI-030 15.7
EBI-030-H311A 9.8
EBI-029 Fab 3.9
6.1 (libre), 6.3
Eylea® (total)
Tocilizumab 4.8
10
PK sistémica después de la
administracién IV
Molécula T1/2¢ (horas)
EBI-029 77
EBI-030 69
EBI-030-H311lA 33
15 37 (libre), 42
Eylea® (total)
TCZ 50

Ejemplo 22: Solubilidad de EBI-031 a altas concentraciones

Se concentrd EBI-031 purificado de 3 mg/mL a 142 mg/mL en
20 PBS, pH 7.4 utilizando un concentrador de giro Amicon Ultra-
15. Las preparaciones anterior y posterior a la concentracidn
se evallan para agregacidén mediante el corrimiento en una
columna Tosoh G3000SWXL 7.8x30 SEC combinada con un

instrumento de dispersidén de luz Wyatt miniDawn TREOS vy un
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instrumento de indice de refraccidédn. Se inyectan 20 npg de
proteina y corren a una velocidad de flujo de 1mL/min en PBS.
La fraccién de masa para el pico al peso molecular esperado
de ~150 kDa es aproximadamente igual ©para las dos
concentraciones ((90.9% para la preparacién de 3 mg/mL vy
91.3% para la preparacidén de 142 mg/mL) indicando que no hay
aumento significativo en la agregacién de las proteinas
durante la concentracidén. Estos resultados demuestran Jque
EBI-031 puede concentrarse a mads de 142 mg/mL con una
agregacién medible pequefia (<10% de agregacidn).

Ejemplo 23: EBI- 031 bloquea la sefalizacién en cis y trans

de 1L6

La linea celular reportera IL6 HEK-Blue™ (Invivogen) se
utiliza para comparar la potencia de EBI-031 y tocilizumab
para bloquear la sefializacién IL6 en cis y trans. Para la
sefializacidén cis, la IL-6 libre (concentracidén final= 20 pM)
se mezcla con EBI-031 o tocilizumab a un rango de
concentraciones en una placa de 96 pocillos y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Las células IL6 HEK-
Blue™ en fase logaritmica se tripsinizan y resuspenden en
medio de ensayo (DMEM, glucosa 4.5g/L, 10% de FBS inactivado
por calor, L-glutamina 2mM, Pen-Step), y 50,000 células se
afladen a cada pocillo en un volumen final de 200 uL. Los

pocillos se incuban a 37°C/5% CO, durante 20 horas. Se
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mezclan 50 pL del sobrenadante de cada pocillo con 150 uL de
reactivo Quanti-Blue™ (Invivogen) y se incuba a 37°C durante
40 minutos antes de medir la absorbancia a 650 nM en un
lector de placas SpectraMax M5. La seflal de fondo de los
pocillos sin IL-6 se sustrae y después se divide entre las
células tratadas con IL-6 sin inhibidor para derivar un valor
de sefializacidén fraccional. EBI-031 (IC50 = 14.2 pM) blogquea
la IL-6 libre con potencia >900 veces mayor comparada con
tocilizumab (IC50 = 12.9 nM) (FIGURA 16A).

Para medir el bloqueo de sefializacién en trans, 1los
experimentos se llevan a cabo como anteriormente excepto que
utilizan hiper IL-6 a una concentracién final de 200 pM en
lugar de IL-6 libre. La hiper IL-6 es una fusidén genética
entre IL-6 y el receptor IL-6 soluble (Fischer et al., Nature
Biotechnology 15:142-145 (1997). EBI-031 blogquea la hiper IL-
6 de manera potente (IC50 = 32 pM), mientras tocilizumab es
incapaz de inhibir significativamente la sefializaciédn fuera
de una concentracidédn de 1uM. (FIGURA 16B).

Estos resultados muestran que EBI-031 se une a IL-6
humana en el sitio II, o el sitio que contacta gpl30, con
afinidad a nivel pM y bloquea la sefalizacidén de IL-6 y el
complejo IL-6/sIL-6Ra en ensayos celulares potencialmente

>900 veces mas que tocilizumab.
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Ejemplo 24: Simulacién computacional para la supresién EBI-

031 intravitrea de la sefalizaciéon de IL-6

Las simulaciones computacionales se llevan a cabo como se
describen en el Ejemplo 20 para predecir el largo de tiempo
de que la administracidén intravitrea de EBI-031 en humanos
debe suprimir el 95% de la sefializacién de IL-6. k2 se
configura a 0.12 d-1 de manera que k2/kl= 14 pM, tal como se
mide en el ensayo de potencia. La T1/2 del aclaramiento se
configura a 18 dias basédndose en las mediciones del tiempo de
vida media de aclaramiento intravitrea en Conejos escalado
por 1.8 en humanos. Todos los otros parametros se describen
en la Tabla 6. El modelo predice que EBI-031 debe bloquear el
95% de la sefializacidén de IL-6 durante ~150 dias después de
la administracién (FIGURA 17). Estos resultados del modelo
indican que EBI-031 puede Dbloquear sustancialmente 1la
sefializacién de IL-6 en el ojo por un largo periodo de
tiempo, por ejemplo, arriba de 6 meses.

Ejemplo 25: Caracterizacioéon de Isoformas de EBI-031

EBI-031 es un anticuerpo IgG2. Como se discute previamente,
los anticuerpos IgG2 existen en tres diferentes isoformas
estructurales, IgG2-A, IgG2-B, e IgG2-A/B (FIGURA 18). En
este ejemplo, los experimentos se llevaron a cabo para
identificar las isoformas estructurales en muestras de EBI-

031.
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Analisis RP-HPLC.

La cromatografia de 1liquidos de alta resolucién en fase
reversa (RP-HPLC, por sus siglas en inglés) se usa para
resolver las isoformas estructurales de EBI-031. Un método
analitico mejorado de RP-HPLC que ha sido utilizado
previamente para resolver isoformas estructurales de IgG2
mediadas por disulfuro (véase, Dillon et al., Journal of
Chromatography A, 2006, 1120:112-120) se optimiza para
resolver EBI-031.

Las muestras de EBI-031 que contienen aproximadamente
30 ng se cargan en una columna Zorbax 300SB-C8
(150 mm x 2.1 mm, 5.0 pm, 300 A). ©La temperatura de la
columna se configura a 75°C. La fase mdévil A es agua que
contiene TFA al 0.1%, y la fase mévil B es IPA 55%, CAN, agua
al 4.9% y TFA al 0.1%. La velocidad de flujo es 0.5 mL/min.
La columna se equilibra inicialmente con 90% de fase mévil A
y 10% de fase mévil B por 2 minutos seguido de 2 min de
gradiente de paso de 10 a 25% B. La elucidn se alcanza con un
gradiente lineal de 25-32% B durante 21 min. La absorbancia
UV se monitorea a 214 nm y/o 280 nm.

A fin de determinar si la resolucidén se relaciona con
disulfuro, las muestras se tratan con DTT 5 mM y cisteina
10 mM a temperatura ambiente durante 2 min y después se

analizan con el método de RP-HPLC (FIGURA 19). El tratamiento
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con DTT, el cual es un potente agente reductor, causa la
reduccién del anticuerpo IgG2, resultando en la elucidén en
pico tempranos (Pico 0O y Pico 1) (FIGURA 19, panel de en
medio). El tratamiento con cisteina, el cual es un agente
reductor medio al compararse con DTT, cambia la distribucidn
de la isoforma a través de los picos tempranos (Pico 0 y Pico
1), aungue no hasta el punto visto con la muestra tratado con
DTT (FIGURA 19, panel del fondo).

Los datos demuestran que el método de RP-HPLC resuelve
las 1isoformas estructurales con diferente conectividad de
disulfuro. Las diferentes estructuras unidas al disulfuro se
confirman con un mapeo de péptidos no reducidos y andlisis de
espectrometria de masas: el pico de elucidén temprano (Pico 1)
contiene la isoforma IgG2-A/B y el pico de elucidn tardio
(Pico 2) contiene la isoforma IgG2-A. De manera importante,
no hay isoforma IgG2-B (Pico 0) detectada en la muestra EBI-
031 (FIGURA 19, panel superior).

Comparacion de diferentes muestras de EBI1-031

Utilizando el anédlisis RP-HPLC descrito arriba, las muestras
EBI-031 recolectadas de diferentes 1lineas celulares que
expresan EBI-031 se analizan para comparar la distribucién de
la isoforma de los anticuerpos producidos. Las muestras EBI-
031 se recolectan de un cultivo de escala de 200 L de una

linea celular clonal, un cultivo de escala de 10 L de una
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linea celular precursor, y un acumulado de células
tranfectadas estable. EBI-031 se purifica utilizando un
método cromatografico de tres pasos de la linea celular que
expresan EBI-031 clonal y precursor. EBI-031 se purifica de
un acumulado de células transfectadas estables wutilizando
purificacién con Proteina A. Las muestras se analizan por
métodos descritos arriba.

Los resultados mostrados en la FIGURA 20 muestraN que
las tres muestras de EBI-031 contienen las isoformas IgG2-A e
IgG2-A/B, pero no una cantidad sustancial de IgG2-B. Estos
datos demuestran que el anticuerpo IgG2 EBI-031 se produce en
una mezcla menos heterogénea que otros anticuerpos IgG2, si
la produccién es de una linea celular clonal que expresa EBI-
031, una linea celular precursor que expresa EBI-031, o de
una poblacidén celular heterogénea dque expresa de manera
estable EBI-031. La FIGURA 21 muestra la distribucidén de las
isoformas de la muestra de EBI-031 del cultivo de escala
200 L de una linea celular clona qgue expresa EBI-031, por
ejemplo, el panel superior de la FIGURA 20. Las &reas Dbajo
las curvas se miden también, vy la distribucién entre las
isoformas se muestran en la tabla bajo la FIGURA.

Ejemplo 26. Farmacocinética en estudios de primates

La farmacocinética de EBI-031 se investigd en estudios en

primates. Se probaron dos monos verdes machos. Se inyectaron
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50 pL de EBI-031 50 mg/mL via intravitrea en el oJjo. Se
utilizdé el software Madonna para el ajuste de curvas.
Los datos del estudio en primates se modelaron
utilizando un ajuste a la curva. Las ecuaciones diferenciales
que describen los cambios del anticuerpo en el cuerpo vitreo

(A) y del anticuerpo fuera del cuerpo vitreo, por ejemplo, a

nivel sistémico, (Ap) se definieron como se presenta a
continuacidn:

d/dt (A) = -A*kae

d/dt (Ap) = A*kae(Dil) - Ap*kape

Los valores en el parametro de inicio y las velocidades
se definen tal como se muestra en la tabla a continuacidn:

Tabla 8: Valores y velocidades en el pardmetro de inicio

Parametro Valor
Dil - Dilucidn 100
kae - Velocidad de eliminacién 0.2
vitrea

kape - Velocidad de eliminacidén | 1.4
sistémica

Init A - Anticuerpo inicial en 1000000
el cuerpo vitreo

Init Ap - Anticuerpo inicial 0

fuera del cuerpo vitreo

Otras consideraciones incluidas en el ajusto incluyen:

dilucidén y ambas constantes de velocidad se propusieron para
el ajuste. Inicial A se mantuvo constante (2x50ml de 50 mg/mL

en 5 mL de o0jo). Los resultados del modelaje tal como se
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muestran en las FIGURAS 22A, 22B, y 23 mostraron que las
constantes de velocidad de eliminacidén vitrea resultaron en
vidas medias de 4.6 y 5.7 dias, respectivamente para los dos
monos. Se calculd que la constante de velocidad de
eliminacién vitrea fue de 5.2 dias. La eliminacidén sistémica
se modeld de 1.1 dias, y 0.63 dias (promedio 0.85 dias).
Estos resultados demostraron que la vida media de EBI-031 en
el cuerpo vitreo fue significativamente mas larga que la vida
media sistémica en primates.

Ejemplo 27: Farmacocinética de EBI-031

Se 1llevd a cabo otro experimento de farmacocinética (PK),
donde 50 pl de una solucidn de 20 mg/mL de EBI-031 se inyectd
via intravitrea en los ojos de conejos. Los puntos temporales
examinados fueron 1, 3, 7 y 14 dias (por ejemplo, 24, 72,
168, y 336 horas). Se analizaron dos animales (cuatro ojos)
para cada punto temporal. Los métodos para la administracidn
de la formulacién de EBI-031, el aislamiento del tejido
ocular y la determinacidén de la concentracidédn de proteina fue
tal como se describidé en el Ejemplo 21.

Los resultados se muestran en las FIGURAS 24A-24T.
Cuando se analizdé la concentracidén de proteina para los dias
1-14 en el humor vitreo, se determindé que la vida media de
EBI-031 es de 8.95 dias (FIGURA 24A). Sin embargo, se detectd

una fuerte respuesta de anticuerpos el Dia 14, lo cual puede
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afectar estos resultados. Cuando se analizdé la concentracidn
de proteina para los dias 1-7 en el humor vitreo, se
determiné que la vida media de EBI-031 es de 18.88 dias.

EBI-031 también se detectd en otros compartimentos del
ojo después de la inyeccidn intravitrea. EBI-031 también
permedé al humor acuoso humor (FIGURA 24B), la coroides
(FIGURA 24C), la conjuntiva (FIGURA 24D), la cobébrnea (FIGURA
24E), el cuerpo ciliar (FIGURA 24F), el cristalino (FIGURA
24G), la retina (FIGURA 24H), y la esclerdética (FIGURA 2471).
La concentracién del farmaco en estos tejidos fue de uno o
dos o&rdenes de magnitud mas bajos que las concentraciones
detectadas en el cuerpo vitreo.

Otras modalidades se encuentran dentro del alcance de

las reivindicaciones que se presentan a continuaciédn.



