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ANTICUERPOS ANTI-IL-33, COMPOSICIONES, METODOS Y USOS DE LOS

MISMOS

CAMPO

La presente invencidén se relaciona con anticuerpos,
y fragmentos de unidén al antigeno de los mismos, gue unen
especificamente la interleucina 33, y composiciones, métodos

y usos de los mismos.

ANTECEDENTES

IL-33 es un miembro critico de la familia IL-1 que
amplifica las respuestas de muchos tipos celulares dque se
encuentran implicados en el asma e inflamacidén atdépica. IL-33
se une al Receptor de interleucina 1 Similar a 1 (ILIRLI1;
también conocido como supresidén de la tumorigenicidad 2
[ST2]), con alta afinidad y forma un complejo ternario con
IL1IRAcCP para formar el complejo de sefializacidén. Este
complejo de sefializacidén lleva a una serie de eventos que son
dependientes del Myddosome, con los miembros de la familia
MyD88 e IRAK. Esta seflalizacién uGltimamente lleva a la
activacién de NFKb y otras rutas en el contexto especifico

del ambiente celular y de c¢itocinas. Cuando se estimulan
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células tales como mastocitos o baséfilos por IL-33, se
producen citocinas de tipo 2 tales como IL-4, 5, y 13.

Se ha mostrado que IL-33 juega un papel critico en
un numero de modelos preclinicos de asma y enfermedad
alérgica cuando se bloquea su actividad ya sea por cualquier
procedimiento farmacoldégico o genético. El blogqueo de la ruta
se ha logrado por neutralizacidédn de anticuerpos en IL-33 o en
el receptor ILIRL1, supresidn genética de IL-33 o ILIRL1, o
formas solubles del receptor IL1RL1 acopladas como una
proteina de fusién a una Fc (Coyle et al., 1999, J. Exper.
Med 190(7) :895-902). En la mayoria de los sistemas de modelos
donde se wutilizan alérgenos fisioldgicos que contienen un
alérgeno proteolitico, tales como en 1lis &caros del polvo,
cucarachas o el hongo alternaria, la IL-33 juega un papel
importante al conducir la inflamacidédn y otros aspectos de
remodelado en las vias aéreas (Chu et al., 2013, J. Allergy
Clin. Immunol. 131:187-200). En los modelos farmacoldgicos
que dependen de adyuvantes para la sensibilizacidén tales como
hidréxido de aluminio (alum), o cristales de urato
monosdédico, la IL-33 juega un papel importante en la fase de
sensibilizacién del modelo e induccidén de citocinas de tipo 2

tales como IL-5 e IL13 (Hara et al., 2014, J. Immunol.
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192(9) :4032-4042). También se ha encontrado gque la IL-33
juega un papel importante en la respuesta inflamatoria
asociada con infecciones virales en las vias aéreas. El dafio
del epitelio de las vias aéreas por infecciones virales puede
desencadenar la liberacidén de IL-33 y modificar el tipo de
respuesta inmune.

Enfermedades tales como rinosinusitis crdénica con
pbdlipos nasales (CRSwNP), dermatitis atdépica (AD), y asma son
enfermedades donde multiples citocinas probablemente estan
implicadas en la patogénesis.

El receptor ST2 de IL-33 se expresa en muchos de
los tupos celulares asociados con la inflamacidén de tipo 2,
incluyendo mastocitos, Dbaséfilos, células Th2-T, células
linfoides innatas de tipo 2 y otras (Cayrol y Girard, 2014,
Current Opinion in Immunology 31:31-37; Molofsky et al..
2015, TImmunity 42(6):1005-1019). La respuesta principal de
estos tipos celulares en IL-33 es la produccidén de citocinas
inflamatorias, vy en particular aquellos asociados <con la
inflamacién de tipo 2, que incluye IL-5, IL-13, IL-4, IL-31 e
IL-9 (Molofsky et al., 2015, Immunity 42(6):1005-1019;
Rivelleseet al, 2014, Eur. J. Immunol. 44(10):3045-3055;

Suzukawaet al., 2008, J. Immunology 181 (9):5981-5989; Vocca
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et al. Immunobiology 220(8):954-963; Maier et al., 2014, J.
Immunology 193 (2) :645-654) . Otras citocinas asi como
quimiocinas que también se producen son importantes en
conducir la seleccidén de tipos celulares inflamatorios
adicionales en el sitio del tejido (Cayrol & Girard, 2014;
Molofsky et al., 2015). La liberacidén inicial de IL-33 se
desencadena por el dafio al epitelio en el cuerpo de 1las
superficies mucosas. El desencadenamiento relevante de la
enfermedad incluye alérgenos con actividad proteolitica, dafio
fisico en el epitelio, virus asi como hongos y bacterias que
son comunes en las superficies corporales. En enfermedades
donde el tejido es rico con eosindéfilos y mastocitos, el dafio
al epitelio pone en marcha una cascada mientras se libera IL-
33, actua sobre 1las células objetivo local y conduce la
produccidédn de multiples citocinas gque son centrales para una

respuesta inflamatoria de Tipo 2.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencidn proporciona anticuerpos (y fragmentos
de unién al antigeno de los mismos) que se unen
especificamente a IL-33, asi como los wusos y métodos

asociados de los mismos. Aquellos con experiencia en la
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técnica reconocerdn o seran capaces de cerciorarse utilizando
no mas de la experimentacidén de rutina, muchos equivalentes
de las modalidades especificas de la invencidén descritas en
la presente. Tales equivalentes pretenden abarcarse por las
siguientes modalidades (E).

El. Un anticuerpo aislado o fragmento de unidén al
antigeno del mismo que se une especificamente a IL-33 humana.

E2. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de El, gque comprende las secuencias de CDR-H1l, CDR-
H2 y CDR-H3 de uno de 1los grupos qgque consiste de SEQ 1ID
NO:14, 32, 90, 94, 97, 113, 118, 121, 124, 126, 129, 132,
135, 138, 141, 144, 147, 150, 152, 155, 158, 161, 163, 165,
167, 170, 173, 176, 179, 182, 184, 186, 201, 204, 210, 213,
216, 219, 222, 225, 228, 231, y 234.

E3. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E2, que comprenden las
secuencias de CDR-L1, CDR-L2, y CDR-L3 de uno de los grupos
que consiste de SEQ ID NO:19, 36, 81, 91, 98, 115, 189, 192,
195, 198, y 207.

E4. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, como en cualquiera de EI1-E3 que comprende uno o

mas de (1)-(vi)
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(1) una CDR-L1 seleccionada del grupo
que consiste de SEQ ID NO:20, 37, 190, 193, 257, 258,
259, vy 260,

(id) una CDR-L2 seleccionada del grupo
que consiste de SEQ ID NO:21, 196, 199, 261, 262,
263, y 264,

(iidi) una CDR-L3 seleccionada del grupo
que consiste de SEQ ID NO:22, 38, 208, 265, 26, 267,
y 268,

(1v) una CDR-H1 seleccionada del grupo
que consiste de SEQ ID NO:16, 33, 269, 270, y 271,

(v) una CDR-H2 seleccionada del grupo
que consiste de SEQ ID NO:17, 34, 168, 171, 174, 180,
202, 205, 211, 214, 217, 220, 223, 226, 229, 232,
235, 272, 273, 274, y 275,

(vi) una CDR-H3 seleccionada del grupo
que consiste de SEQ ID NO:18, 35, 114, 119, 122, 127,
130, 133, 136, 139, 142, 145, 148, 153, 156, 159,
177, 187, 276, 277, 278 y 279.

E5. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo, como en cualquiera de E1-E4 que comprende:

(1) una CDR-L1 seleccionada del grupo
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que

que

que

que

que

que

E6.

del mismo,

NO:

NO:

NO:

NO:

consiste de
(11)
consiste de
(iii)
consiste de
(iv)
consiste de
(v)
consiste de

(vi)

consiste de SEQ ID NO:

SEQ ID NO:257,

una

SEQ ID NO:261,

una

SEQ ID NO:265,

una

SEQ ID NO:269,

una

SEQ ID NO:272,

una

como en cualquiera de E1-E5 que comprende:

(1)
257,

(11)
261,

(iid)
265,

(iv)
269,

(v)

una

una

una

una

una

CDR-L1

CDR-L2

CDR-L3

CDR-H1

CDR-H2

que

que

que

que

que

comprende

comprende

comprende

comprende

comprende

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

258, 259, vy 260,

CDR-L2 seleccionada del grupo
262, 263, y 264,

CDR-L3 seleccionada del grupo
266, 267, y 268,

CDR-H1 seleccionada del grupo
270, y 271,

CDR-H2 seleccionada del grupo
273, 274, y 275,

CDR-H3 seleccionada del grupo

276, 277, 278, y 279.

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

ID

ID

ID

ID

ID



NO:272,

(vi) una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO:

276.

E7. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

5 del mismo, como en cualquiera de E1-E6 que comprende:

(1) una CDR-L1 gue comprende SEQ 1ID
NO:258,
(id) una CDR-L2 gue comprende SEQ 1ID
NO:262,
10 (1id) una CDR-L3 que comprende SEQ 1ID
NO:266,
(iv) una CDR-H1 que comprende SEQ 1ID
NO:270,
(v) una CDR-H2 que comprende SEQ 1ID
15 NO:273,
(vi) una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO:
277.
E8. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, como en cualquiera de E1-E7 que comprende:
20 (1) una CDR-L1 que comprende SEQ 1ID
NO:259,
(id) una CDR-L2 gue comprende SEQ 1ID
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NO

NO

NO

NO

1263,

1267,

1271,

12774,

278.

del mismo,

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

EOS.

como en cualquiera de E1-E8 que comprende:

260,

264,

268,

271,

: 275,

(iii)

(1iv)

(vi)

una

una

una

una

CDR-L3

CDR-H1

CDR-H2

que

que

que

comprende

comprende

comprende

SEQ

SEQ

SEQ

CDR-H3 que comprende SEQ ID

ID

ID

ID

NO:

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

(1)

(11)

(iii)

una

una

una

una

una

una

CDR-L1

CDR-L2

CDR-L3

CDR-H1

CDR-H2

que

que

que

que

que

comprende

comprende

comprende

comprende

comprende

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

ID

ID

ID

ID

ID

CDR-H3 qgue comprende SEQ ID NO:
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278.
E10. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo, como en cualquiera de EI1-E9 que comprende:

(1) una CDR-L1 qgue comprende SEQ 1ID
NO: 20,

(11) una CDR-L2 que comprende SEQ 1ID
NO:21,

(iidi) una CDR-L3 gue comprende SEQ 1ID
NO:208,

(1v) una CDR-H1 gque comprende SEQ 1ID
NO: 16,

(v) una CDR-H2 que comprende SEQ 1ID
NO:226,

(vi) una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO:
18.

Ell. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E10, gque comprende las
secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de SEQ ID NO:225.

El2. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de El1-E1ll, que comprenden las
secuencias de CDR-L1, CDR-L2, y CDR-L3 de SEQ ID NO:207.

E13. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
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del mismo de cualquiera de E1-E12, que comprende una o mas de
las siguientes sustituciones:

(1) 1, 2, 3, 4, 5 o 6 sustituciones en
CDR L1 en el residuo correspondiente de una secuencia
VL de la linea germinal humana,

(11) 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones en CDR
L2 en el residuo correspondiente de una secuencia VL
de la linea germinal humana,

(1ii) 1, 2, 3, 4, 5 o 6 sustituciones en
CDR L3 en el residuo correspondiente de una secuencia
VL de la linea germinal humana,

(iv) una sustitucién en CDR Hl en el
residuo correspondiente de una secuencia VH de 1la
linea germinal humana,

(v) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8
sustituciones en CDR H2 en el residuo correspondiente
de una secuencia VH de la linea germinal humana,

en donde la secuencia VH de la linea germinal
humana se selecciona del grupo gque consiste de DPK9,

DPK12, DPK18, DPK24, HK102 V1, DPK1, DPK8, DPK3, DPK21,
Vg 38K, DPK22, DPKl15, DPL16, DPL8, V1-22, consenso VA,

consenso VAL, consenso VA3, consenso VK, consenso VK1,
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consenso Vk2, y VK3, y la VH de la linea germinal humana
se selecciona del grupo que consiste de DP54, DP47, DP50,
DP31, DP46, DP71, DP75, DP10, DP7, DP49, DP51, DP38, DP79,
DP78, DP73, VH3, VHS5, VH1l,y VHA4.

El4. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E13, que comprende una
secuencia de marco de VH derivada de una secuencia VH de la
linea germinal humana seleccionada del grupo que consiste de
DP54, DP47, DP50, DP31, DP46, DP71, DP75, DP10, DP7, DP49,
DP51, DP38, DP79, DP78, DP73, VH3, VH5, VH1, y VHA4.

E15. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E14, que comprende una
secuencia de marco de VH derivada de una secuencia de linea
germinal de VH3 humana.

El16. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI-E15, que comprende una
secuencia de marco de VH derivada de una secuencia VH de la
linea germinal humana seleccionada del grupo que consiste de
DP54, DP47, DP50, DP31, DP46, DP49, y DP51.

E17. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E16, que comprende una

secuencia de marco de VH derivada de una secuencia VH de 1la
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linea germinal humana seleccionada del grupo que consiste de
DP54, DP47, DP50, y DP31.

E18. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E17, que comprende una
secuencia de marco de VH derivada de una secuencia DP54 de
linea germinal humana.

E19. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E18, que comprende una
secuencia de marco de VL derivada de una secuencia VL de la
linea germinal humana seleccionada del grupo que consiste de

DPK9, DPK12, DPK18, DPK24, HK102 V1, DPK1, DPK8, DPK3, DPK21,
Vg 38K, DPK22, DPK1l5, DPLl6, DPL8, V1-22, consenso VA,

consenso VAL, consenso VA3, consenso VK, consenso VK1,
consenso VK2, y VK3.

E20. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E19, que comprende una
secuencia de marco de VL derivada de una secuencia VL de la
linea germinal humana seleccionada del grupo que consiste de
DPK9, DPK12, DPK18, DPK24, HK102 V1, DPKl, DPK8, DPK3, DPK21,
Vg 38K, DPK22, DPK1l5, consenso Vk, consenso Vkl, consenso VK2
y Vk3.

E21. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
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del mismo de cualquiera de EI1-E20, que comprende una
secuencia de marco de VL derivada de una secuencia Vkl de la
linea germinal humana.

E22. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EIl1-E21, que comprende una
secuencia de marco de VL derivada de una secuencia VL de la
linea germinal humana seleccionada del grupo que consiste de
DPK9, HK102 V1, DPK1l, y DPKS8.

E23. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E22, que comprende una
secuencia de marco de VL derivada de una secuencia DPK9 de la
linea germinal humana.

E24. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E23, que comprende una
secuencia de marco de VL y una secuencia de marco de VH, y en
donde wuna o ambas de las secuencias de marco de VL o
secuencia de marco de VH es al menos 90% idéntica a la
secuencia de la linea germinal de humano a partir de la cual
se deriva.

E25. El1l anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E24, que comprende una

secuencia de marco de VL y una secuencia de marco de VH, y en
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donde una o ambas de la secuencia de marco de VL o la
secuencia de marco de VH es al menos 66%, 76%, 80%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la
secuencia de la linea germinal de humano a partir de la cual
se deriva.

E26. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E25, que comprende una
secuencia de marco de VL y una secuencia de marco de VH, y en
donde una o ambas de la secuencia de marco de VL o la
secuencia de marco de VH es idéntica a la secuencia de 1la
linea germinal de humano a partir de la cual se deriva.

E27. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E26, que comprende una VH que
comprende una secuencia de aminocadcidos al menos 90% idéntica
a SEQ ID NO:225.

E28. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E27, que comprende una VH que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 92% idéntica
a SEQ ID NO:225.

E29. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E28, que comprende una VH que

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:225.
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E30. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E29, que comprende una VL que
comprende una secuencia de aminodcidos al menos 66% idéntica
a SEQ ID NO:207.

E31. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E30, que comprende una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 66%, 76%,
80%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%, idéntica a
SEQ ID NO:207.

E32. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E31, que comprende una VL dque
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:207.

E33. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de El1-E32, que comprende un dominio
Fc.

E34. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E33, en donde el dominio Fc es el dominio Fc de
una IgA (por ejemplo IgA; o IghAy), IgDh, IgE, IgM o IgG (por
ejemplo IgGi, IgG,, IgGs; o IgGy).

E35. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo, de E34 en donde el dominio Fc es el dominio Fc de

una IgG.



10

15

20

17

E36. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E35, en donde la IgG se selecciona del grupo
que consiste de IgGi:, IgG,, IgGs o IgG,.

E37. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E36, en donde la IgG es IgG;.

E38. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E37, gque comprende una cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoadcidos al menos
90% idéntica a SEQ ID NO:244.

E39. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E38, que comprende una cadena
pesada que comprende una secuencia de aminodcidos al menos

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%, idéntica a SEQ

E40. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E39, que comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID
NO:244.

E41. El1l anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E40, que comprende una LC que
comprende una secuencia de aminodcidos al menos 90% idéntica

a SEQ ID NO:209.
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E42. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo de cualquiera de E1-E41, que comprende una LC que

comprende una secuencia de aminoadcidos al menos 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%, idéntica a SEQ ID NO:209.
E43.

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo de cualquiera de E1-E42, que comprende una LC que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2009.

E44. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo de cualquiera de E1-E43,

que comprende la secuencia
10

de VH codificada por el plésmido depositado en el ATCC vy

tiene el No. de Acceso ATCC PTA-122724.

E45. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo de cualquiera de E1-E44, que comprende la secuencia

de VL codificada por el plésmido depositado en el ATCC vy

15 tiene el No. de Acceso ATCC PTA-122725.

E46. Un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo, que compite para unirse a IL-33 humana con un

anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo de

cualgquiera de E1-E45.

20 E47.

Un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo, que compite para unirse a IL-33 humana con uno o

mas de 7E8 quimera, 9B3 quimera, 9B3 quimera huJseg, injerto
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de CDR de 7E8, IL33-10, injerto de CDR de 9B3, 9B3 1, 9B3 2A,
9B3 2B, 9B3 3, 9B3 5, 9B3 7 9B3 13, 9B3 15, 9B3 17, 9B3 22,
9B3 31Vv2, 9B3 36, 9B3 79, 9B3 124, 9B3 162, TE8H/9B3K,
9B3 563, IL33-11, IL33-12, IL33-13, IL33-45, IL33-55, IL33-
56, 1IL33-57, IL33-58, 1IL33-61, 1IL33-62, IL33-68, IL33-74,
IL.33-75, I1L33-80, IL33-81, IL33-103, IL33-117, 1IL33-136,
IL33-153, IL33-154, IL33-155, 1IL33-156, IL33-157, 1IL33-158,
IL.33-167, 1IL33-168, IL33-169, IL33-170, IL33-171, 1IL33-172,
IL33-175, 1IL33-186, IL33-187, 1IL33-188,IL33-158-152, 1IL33-
167-153, IL33-158LS, e IL33-167LS.

E48. Un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, que compite para unirse a IL-33 humana con IL33-
158LS o un fragmento de unidén al antigeno de IL33-158LS.

E49. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E48, en donde el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno es una proteina de fusidn Fc,
un monocuerpo, un maxicuerpo, un anticuerpo bifuncional, un
scFab, un scFv, un pepticuerpo.

E50. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E49, en donde el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, se une a IL-33 humana con una Kp

alrededor o menor que un valor seleccionado del grupo dJque
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consiste de alrededor de 10nM, 5nM, 2nM, 1nM, 900pM, 800pM,
700pM, 600pM, 500pM, 400pM, 300pM, 250pM, 200pM, 150pM,
100pM, 50pM, 40pM, 30pM, 25pM, 20pM, 15pM, 10pM, 5SpM, y 1pM.

E51. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E50, en donde el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, se une a IL-33 de mono
cynomolgus con una Kp alrededor o menor gque un valor
seleccionado del grupo que consiste de alrededor de 10nM,
5nM, 2nM, 1nM, 900pM, 800pM, 700pM, 600pM, 500pM, 400pM,
300pM, 250pM, 200pM, 150pM, 100pM, 50pM, 40pM, 30pM, 25pM,
20pM, 15pM, 13pM, 10pM, 5pM, y 1pM.

E52. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E51, en donde la unién a Kp del anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno a IL-33 de cynomolgus se
encuentra dentro de un orden de magnitud de la unidén de la Kp
del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo, a
IL-33 humana.

E53. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E52, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33
humana comparada con la unién a IL-33 de cynomolgus se

encuentra entre 5:1 y 1:5.
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E54. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E53, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33
humana comparada con la unién a IL-33 de cynomolgus se
encuentra entre 2:1 y 1:2.

E55. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E54, en donde el anticuerpo o fragmento de
unidén al antigeno del mismo, se une a IL-33 activa con una Kp
menor que la Kp con la cual se une inactiva a IL-33.

E56. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de El1-E55, en donde la Kp del anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo, unidén a IL-33
activa es al menos 10, veces menor que la Kp del anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo, wunidén a IL-33
inactiva.

E57. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de El-E56, en donde la Kp del anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo, unidén a IL-33
activa es al menos de 10, 100, 1x10°, 1x10% 1x10°, 1x10°,
1x10" veces menor que la Kp del anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, unidén a una forma inactiva de

IL-33.
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E58. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E57, en donde el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, se une a IL-33 activa, pero no
se une a IL-33 inactiva.

E59. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E55-E58, en donde la medicidén de la Kp de 1la
IL-33 activa se hace utilizando una variante de IL-33, en
donde el residuo del aminoacido cisteina en la posicidén 208
(C208), de acuerdo con la numeracidédn de SEQ ID NO:396, se
sustituye con un residuo de aminodcido que no es cisteina.

E60. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E5S5-E59, en donde la medicidén de la Kp de 1la
IL-33 activa se hace utilizando una variante de IL-33, en
donde C208 y €232, de acuerdo con la numeracidédn de SEQ 1ID
NO:396, se sustituyen con un residuo de aminodcido gue no es
cisteina.

E6l. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E5S5-E60, en donde la medicidén de la Kp de 1la
IL-33 activa se hace utilizando una forma reducida de IL-33
de tipo silvestre.

E62. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo, de E55-E6l, en donde la medicidén de la Kp de IL-33
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inactivo se hace utilizando una forma no reducida de IL-33 de
tipo silvestre.

E63. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E55-E62, en donde la IL-33 es IL-33 humana.

E64. El1l anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de EbB5-E62, en donde la IL-33 es IL-33 de mono
cynomolgus.

E65. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E64, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus comparada con la unidén a IL-33 humana se encuentra
dentro del margen cuyo valor inferior se selecciona del grupo
que consiste de 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 1.1, 1.2, 1.3,

1.4, 1.5, 1.6, 1.7,1.8, 1.9, 2.0, 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5,

3.8, 3.9, 4.0, 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, y 6.2, y cuyo valor

superior se selecciona del grupo dgque consiste de 1.4, 1.5,

4.0, 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 6.2, 9, 9.2, y 10.
E66. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno

del mismo, de E1-E55, en donde la relacidén de la unidén de la
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Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus comparada con la unidén a IL-33 humana se encuentra
entre alrededor de 0.5 y alrededor de 3.0.

E67. E1l anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E56, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus comparada con la unidén a IL-33 humana se encuentra
entre alrededor de 1.2 y alrededor de 2.4.

E68. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E57, en donde la relacidén de la unidén de la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus comparada con la unidén a IL-33 humana se encuentra
entre alrededor de 1 y alrededor de 2.

E69. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-58 en donde la relacidén de la unidn de la Kp
del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus comparada con la unidén a IL-33 humana se encuentra
entre alrededor de 1.3 y alrededor de 2.3.

E70. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E59, en donde la relacidén de la unidén de la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de

cynomolgus comparada con la unidén a IL-33 humana se encuentra
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entre alrededor de 1.3 y alrededor de 1.8.

E71. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E70, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:5 comparada con la unidén a IL-33
humana de SEQ ID NO:3 se encuentra entre alrededor de 1.0 vy
alrededor de 2.3.

E72. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E71, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:5 comparada con la unidén a IL-33
humana de SEQ ID NO:3 se encuentra entre alrededor de 1.0 y
alrededor de 2.0.

E73. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E72, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:5 comparada con la unidén a IL-33
humana de SEQ ID NO:3 se encuentra entre alrededor de 1.3 y
alrededor de 1.8.

E74. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E73, en donde la relacidén de la unidén de 1la

Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
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cynomolgus de SEQ ID NO:5 comparada con la unidén a IL-33
humana de SEQ ID NO:3 se mide al comparar los resultados de
un ensayo del reportero HEK293 ST2 NFxB para la
neutralizacidén de la IL-33 humana y de cynomolgus.

E75. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-74, en donde la relacidén de la unidén de la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:397 comparada con la unidén a IL-33
humana de SEQ ID NO:1 se encuentra entre alrededor de 4 vy
alrededor de 10.

E76. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E75, en donde la relacidén de la unidén de la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:397 comparada con la unién a IL-33
humana de SEQ ID NO:1 se encuentra entre alrededor de 4.2 y
alrededor de 9.2.

E77. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E76, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:397 comparada con la unidén a IL-33
humana de SEQ ID NO:1 es alrededor de 4.2.

E78. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
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del mismo, de E1-E77, en donde la relacidén de la unidén de la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:397 comparada con la unién a IL-33
humana de SEQ ID NO:1 es alrededor de 6.2.

E79. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E78, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:397 comparada con la unidén a IL-33
humana de SEQ ID NO:1 es alrededor de 9.2.

E80. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, de E1-E79, en donde la relacidén de la unidén de 1la
Kp del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno a IL-33 de
cynomolgus de SEQ ID NO:397 comparada con la unidén a IL-33
humana de SEQ ID NO:1 se mide al comparar los resultados de
un ensayo del reportero HEK293 ST2 NFkB para la
neutralizacién de la IL-33 humana y de cynomolgus.

E81. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E50-E80, en donde el valor de la
Kp se mide por resonancia de plasmdén de superficie (SPR).

E82. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E50-E81, en donde en valor de la

Kp se mide por resonancia de plasmédn de superficie (SPR), vy
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la IL-33 se inmoviliza.

E83. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E82, en donde la vida media
terminal en monos cynomolgus es al menos alrededor de 15
dias.

E84. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E83, en donde la vida media
terminal en monos cynomolgus es al menos alrededor de 16
dias.

E85. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E84, en donde la vida media
terminal en monos cynomolgus es al menos alrededor de 18
dias.

E86. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E85, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 30 dias.

E87. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E86, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 50 dias.

E88. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E87, en donde la vida media

terminal en humanos es al menos alrededor de 55 dias.
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E89. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E88, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 60 dias

ES0. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E89, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 65 dias.

E91. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E90, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 70 dias.

E92. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E91, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 75 dias.

E93. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E92, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 80 dias.

E94. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E93, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 85 dias.

ES5. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de EI1-E94, en donde la vida media
terminal en humanos es al menos alrededor de 90 dias.

E96. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
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del mismo de cualquiera de E1-E95, en donde el anticuerpo
tiene una longitud de onda de maxima absorbancia en relacidén
con el blanco de menor gque 15 nm en un ensayo de
espectroscopia por nanoparticulas de autointeraccidén de
afinidad de captura.

E97. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E96, en donde el anticuerpo
tiene una longitud de onda de méxima absorbancia en relacidn
con el Dblanco de menor gque 10 nm en un ensayo de
espectroscopia de nanoparticulas de autointeraccidén de
afinidad de captura.

E98. El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E97, en donde el anticuerpo
tiene una longitud de onda de maxima absorbancia en relacidn
con el Dblanco de menor que 5 nm en un ensayo de
espectroscopia de nanoparticulas de autointeraccidén de
afinidad de captura.

E99. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E98, en donde el anticuerpo
tiene una longitud de onda de maxima absorbancia en relacidn
con el Dblanco de menor que 1 nm en un ensayo de

espectroscopia de nanoparticulas de autointeraccidédn de
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afinidad de captura.

E100. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo de cualgquiera de E1-E99, en donde el
anticuerpo tiene una puntuacidédn de unidén al ADN normalizada
al blanco de menor que 19.

E101. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo de cualquiera de E1-E100, en donde el
anticuerpo tiene una puntuacidédn de unidén al ADN normalizada
al blanco de menor que 15.

E102. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo de cualquiera de E1-E101, en donde el
anticuerpo tiene una puntuacidédn de unidén al ADN normalizada
al blanco de menor que 10.

E103. El1 anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo de cualquiera de E1-E102, en donde el
anticuerpo tiene una puntuacién de unidén al ADN normalizada
al blanco de menor que 7.55.

E104. Un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo, que compite para unirse con el anticuerpo
o fragmento de unidén al antigeno del mismo de cualgquiera de
E1-E103

E105. Un anticuerpo o fragmento de unidén al



10

15

20

32

antigeno del mismo, gque se une al mismo epitopo como el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de
cualquiera de E1-E104.

E106. Un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo, que comprende las CDR de un anticuerpo
seleccionadas del grupo que consiste de 7E8 quimera,
9B3 quimera, 9B3 quimera huJseg, injerto de CDR de 7E8, IL33-
10, injerto de CDR de 9B3, 9B3 1, ©9B3 2A, 9B3 2B, 9B3 3,
9B3 5, 9B3 7 9B3 13, 9B3 15, 9B3 17, 9B3 22, 9B3 31V2,
9B3 36, 9B3 79, 9B3 124, 9B3 162, 7E8H/9B3K, 9B3 563, IL33-
11, 1IL33-12, 1IL33-13, 1IL33-45, 1IL33-55, 1IL33-56, 1IL33-57,
I1.33-58, IL33-61, IL33-62, IL33-68, IL33-74, IL33-75, IL33-
80, 1IL33-81, 1IL33-103, 1IL33-117, 1IL33-136, 1IL33-153, IL33-
154, IL33-155, IL33-156, IL33-157, IL33-158, IL33-167, IL33-
168, I1L33-169, I1L33-170, IL33-171, IL33-172, IL33-175, IL33-
186, IL33-187, IL33-188,IL33-158-152, IL33-167-153, IL33-
158LS, e IL33-167LS.

E107. Un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo, que comprende la VL y VH de un anticuerpo
seleccionadas del grupo que consiste de 7E8 quimera,
9B3 quimera, 9B3 quimera huJseg, injerto de CDR 7E8, IL33-10,

injerto de CDR 9B3, 9B3 1, 9B3 2A, 9B3 2B, 9B3 3, 9B3 5,
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9B3 7 9B3 13, 9B3 15, 9B3 17, 9B3 22, 9B3 31Vv2, 9B3 3¢,
9B3 79, 9B3 124, 9B3 162, 7E8H/9B3K, 9B3 563, IL33-11, IL33-
12, 1IL33-13, 1IL33-45, 1IL33-55, 1IL33-56, IL33-57, IL33-58,
IL33-61, IL33-62, IL33-68, IL33-74, IL33-75, IL33-80, IL33-
81, IL33-103, IL33-117, IL33-136, IL33-153, IL33-154, IL33-
155, IL33-156, IL33-157, IL33-158, IL33-167, IL33-168, IL33-
169, I1L33-170, IL33-171, IL33-172, IL33-175, IL33-186, IL33-
187, IL33-188,IL33-158-152, IL33-167-153, IL33-158LS, e IL33-
167LS.

E108. Un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo, seleccionada del grupo gue consiste de
7E8 quimera, 9B3 quimera, 9B3 quimera huJseg, injerto de CDR
7E8, 1IL33-10, injerto de CDR 9B3, 9B3 1, ©9B3 2A, 9B3 2B,
9B3 3, 9B3 5, 9B3 7 9B3 13, 9B3 15, 9B3 17, 9B3 22, 9B3 31VZ2,
9B3 36, 9B3 79, 9B3 124, 9B3 162, 7E8H/9B3K, 9B3 563, IL33-
11, 1IL33-12, 1IL33-13, 1IL33-45, 1IL33-55, 1IL33-56, IL33-57,
IL33-58, IL33-61, IL33-62, IL33-68, IL33-74, IL33-75, IL33-
g0, IL33-81, IL33-103, 1IL33-117, IL33-136, IL33-153, IL33-
154, IL33-155, IL33-156, IL33-157, IL33-158, IL33-167, IL33-
168, IL33-169, I1IL33-170, IL33-171, IL33-172, IL33-175, IL33-
186, IL33-187, IL33-188,IL33-158-152, IL33-167-153, IL33-

158LS, e IL33-167LS.
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E109.Una molécula aislada de &cidos nucleicos, dque
comprende una o mas secuencias de nucledtidos que codifican
el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo de
cualgquiera de E1-E108.

E110. Una molécula aislada de acidos nucleicos que
comprende la secuencia de 4cidos nucleicos cuando @ se
establece como una o mas de SEQ ID NOs: 398, 399, 400, vy 401.

E111. Una molécula aislada de acidos nucleicos que
comprende la secuencia de 4cidos nucleicos cuando @ se
establece como SEQ ID NO:398.

E112. Una molécula aislada de acidos nucleicos que
comprende la secuencia de &cidos nucleicos aislada de la
molécula de &cidos nucleicos que comprende la secuencia de
acidos nucleicos cuando se establece como una o mas de SEQ ID
NOs: 398, 399, 400, vy 401 cuando se establece como SEQ 1ID
NO:399.

E113. Una molécula aislada de &cidos nucleicos que
comprende la secuencia de 4acidos nucleicos cuando @ se
establece como SEQ ID NO:400.

E114. Una molécula aislada de &cidos nucleicos que
comprende la secuencia de 4cidos nucleicos cuando @ se

establece como SEQ ID NO:401.
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E115.Una molécula aislada de &cidos nucleicos que
comprende la secuencia de codificacién de 1la molécula de
dcidos nucleicos depositada con la ATCC y tiene el No. de
Acceso PTA-122724.

E116.Una molécula aislada de &cidos nucleicos que
comprende la secuencia de codificacién de 1la molécula de
dcidos nucleicos depositada con la ATCC y tiene el No. de
Acceso PTA-122725.

E117.Un vector que comprende la molécula de &acidos
nucleicos de cualquiera de E109-El116.

E118.Una célula huésped que comprende la molécula
de &4cidos nucleicos de cualguiera de E109-E116 o el vector de
E117.

E119.La célula huésped de E118, en donde la célula
es una célula de mamifero.

E120.La célula huésped de E119, en donde la célula
huésped es una célula de CHO, una célula de HEK-293 o una
célula de Sp2.0.

E121.Un método para elaborar un anticuerpo o
fragmento de wunidén al antigeno del mismo, gque comprende
cultivar la célula huésped de cualgquiera de E119-E120, bajo

una condicidédn en donde el anticuerpo o fragmento de unidén al
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antigeno se expresa por la célula huésped.

E122.E1 método de E121, que ademas comprende aislar
el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo.

E123.Una composicidén farmacéutica que comprende un
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo de
cualqgquiera de E1-E108, % un portador o) excipiente
farmacéuticamente aceptable.

E124.Un método para reducir la actividad de IL-33,
que comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno del mismo de cualguiera de las
modalidades E1-E108 o la composicidédn farmacéutica de E123.

E125.Un método para tratar una enfermedad
inflamatoria, que comprende administrar a un sujeto en
necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva
del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de
cualquiera de E1-E108 o la composicién farmacéutica de E123.

E126.Un método para tratar la dermatitis atédpica,
que comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo de cualgquiera de El-

E108 o la composicidén farmacéutica de E123.
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E127.Un método para tratar la enfermedad
inflamatoria intestinal, que comprende administrar a un
sujeto en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente
efectiva del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del
mismo de cualquiera de E1-E108 o la composicidédn farmacéutica
de E123.

E128.E1 método de cualgquiera de E121-E127, en donde
el sujeto es un humano.

E129.E1 método de cualquiera de E121-E128, que
comprende administrar de forma intravenosa el anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno del mismo o composicidn
farmacéutica.

E130.E1 método de cualquiera de E121-E128, que
comprende administrar de forma subcutdnea el anticuerpo o
fragmento de wunidén al antigeno del mismo o composicidn
farmacéutica.

E131.El1 método de cualquiera de E121-E130, en donde
el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo o
composicidén farmacéutica, se administra alrededor de dos
veces a la semana, una vez a la semana, una vez cada dos
semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro

semanas, una vez cada cinco semanas, una vez cada seis
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semanas, una vez cada siete semanas, una vez cada ocho
semanas, una vez cada nueve semanas, una vez cada diez
semanas, dos veces al mes, una vez al mes, una vez cada dos
meses, una vez cada tres meses o una vez cada cuatro meses.

E132.El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E108 o la composicién
farmacéutica de E123, para su uso como un medicamento.

E133.El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-108 o la composicidn
farmacéutica de E123, para su uso en reducir la actividad de
IL-33 en un sujeto.

E134.El1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E108 o la composicidén
farmacéutica de E123, para su uso en tratar una enfermedad
inflamatoria en un sujeto.

E135.E1 anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo de cualquiera de E1-E108 o la composicién
farmacéutica de EI123, para su uso en tratar dermatitis
atdépica en un sujeto.

E136.Un método para tratar un padecimiento médico,
que comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo

una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o
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fragmento de unidén al antigeno del mismo de cualgquiera de El1-
E108 o la composicién farmacéutica de E123.

E137.E1 método de E136, en donde el padecimiento se
selecciona del grupo que consiste de la enfermedad
inflamatoria intestinal, alergias, rinitis alérgica,
conjuntivitis alérgica, queratoconjuntivitis vernal, una
alergia estacional, alergia por mascotas, asma, alergia por
alimentos, alergia a la nuez, dermatitis atdépica,
rinosinusitis crénica con pdlipos nasales (CRSwNP), rinitis
alérgica, bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), exacerbaciones virales de enfermedad respiratoria,
infeccidén wviral en nifios y adultos, (virus sinsicial
respiratorio (VSR), rinovirus, influenza), urticarias,
esofagitis eosinofilica, fibrosis crénica, fibrosis hepatica,
esteatohepatitis no alcohdélica (NASH) , enfermedad renal
crbnica, fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), escleroderma,
esclerosis sistémica, lesién renal aguda, sepsis,
pancreatitis, diabetes tipo 1, enfermedad de huésped contra
injerto (GVHD) , trasplante de tejido, enfermedad de
Alzheimer, artritis reumatoide, : sindrome de intestino
irritable (IBS), enfermedad de Crohn, colitis wulcerativa,

esclerosis multiple, psoriasis, enfermedad celiaca y
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enfermedad o fendmeno de Raynaud.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las FIGURAS 1A-1C son paneles gque muestran trazas
de la resonancia de plasmbén de superficie de IL-33 unida a
Fab de 7E8 capturada de rata. La FIGURA 1A muestra la unidn
de Fab 7E8 de rata en IL-33 humana inmovilizada (mm2). La
FIGURA 1B muestra la unidén de Fab 7E8 de rata a IL-33 humana
inmovilizada (WT) en ausencia del agente reductor. La FIGURA
1C muestra la wunidén de Fab 7E8 de rata a IL-33 humana
inmovilizada (WT) en presencia del agente reductor (DTT).

Las FIGURAS 2A-2B son paneles que muestran la
alineacién de secuencia de las regiones variables anti-IL-33
optimizadas en las lineas germinales DP-54/DPK9 de humano. La
FIGURA 2A muestra la alineacién de VH (SEQ ID NO:225) y VL
(SEQ ID NO:207) de IL33-158-152/IL33-158LS con las secuencias
de lineas germinales DP-54/JH4 (SEQ ID NO:7) y DPK9/JK4 (SEQ
ID NO:11) de humano. La FIGURA 2B muestra la alineacidén de VH
(SEQ ID NO:210) vy VL (SEQ ID NO:91) de IL33-167-153/IL33-
167LS con las secuencias de lineas germinales de DP-54/JH4
(SEQ ID NO:7) y DPK9/JK4 (SEQ ID NO:11) de humano.

Las FIGURAS 3A-3B son paneles que muestran la unidn
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de citocinas a anticuerpos en la invencidédn inmovilizada sobre
un chip. La FIGURA 3A muestra la unidén de citocinas a Fab de
IL33-158LS inmovilizada. La FIGURA 3B muestra la unidén de

citocinas a Fab 7E8 inmovilizada.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Anticuerpos

Un “fragmento de unidn al antigeno” de un
anticuerpo se refiere a un fragmento de un anticuerpo de
longitud completa que retiene la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno (sustancialmente de preferencia
con la misma afinidad de unidén). Ejemplos de un fragmento de
unién al antigeno incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento
monovalente que consiste de los dominios de VL, VH, CL y CHI;
(id) un fragmento F(ab')2, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab enlazados por un puente
disulfuro en la regidén de bisagra; (iii) un fragmento Fd que
consiste de los dominios de VH y CH1l; (iv) un fragmento Fv
que consiste de los dominios de VL y VH de un solo brazo de
un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., 1989 Nature
341:544-546), qgque consiste de un dominio de VH; y (vi) una

regién aislada determinante de complementariedad (CDR), 1los
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Fv enlazados al disulfuro (dsFv), % anticuerpos e
intracuerpos anti-idiotipicos (anti-Id). Ademés, aunque 1los
dos dominios VL y VH del fragmento Fv, se codifican por genes
por separado, pueden unirse utilizando métodos recombinantes
por un enlazador sintético que les permite elaborarse como
una cadena simple de proteinas en la cual el par de regiones
de VL y VH forma moléculas monovalentes (conocidas como un Fv
de cadena simple (scFv)); véase por ejemplo, Bird et al.
Science 242:423-426 (1988) y Huston et al., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883. También se abarcan otras formas
de anticuerpos de cadena simple tales como los diacuerpos.
Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes biespecificos en
los cuales los dominios de VH y VL se expresan en una cadena
simple de polipéptidos, pero utilizan un enlazador que es muy
corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios en
la misma cadena forzando de este modo a los dominios a
aparearse con dominios de complementariedad de la otra cadena
y crear dos sitios de unidén al antigeno (véase por ejemplo,
Holliger et al, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-
6448; Poljak et al., 1994, Structure 2:1121-1123).

Un anticuerpo de “dominio variable” se refiere a la

regidén variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo o a
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la regidén variable de la cadena pesada (VH) del anticuerpo,
ya sea sola o en combinacién. Como se conoce en la técnica,
cada una de las regiones variables de las cadenas ligera vy
pesada consiste de cuatro regiones de marco (FR) conectadas
por tres regiones determinantes de complementariedad (CDR), y
contribuyen a la formacién del sitio de unidén al antigeno de
los anticuerpos.

Las “Regiones Determinantes de complementariedad”
(CDR) pueden identificarse de acuerdo con las definiciones de
Kabat, Chothia, la acumulacién de Kabat y Chothia, ADbM, de
contacto, definiciones de North y/o conformacionales o
cualgquier método de determinacidén de las CDR bien conocido en
la técnica. Véase por ejemplo, Kabat et al., 1991, Secuencias
de Proteinas de Interés Inmunoldégico, 5a ed. (regiones
hipervariables); Chothia et al., 1989, Nature 342:877-883
(estructuras de Dbucle estructural). La identidad de 1los
residuos de aminodcidos en un anticuerpo particular que hace
que una CDR pueda determinarse utilizando métodos bien
conocidos en la técnica. La definicién AbM de las CDR es un
compromiso entre Kabat y Chothia y utiliza el software de
modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular

(Accelrys®) .La definicidén “de contacto” de las CDR se basa en
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los contactos de antigeno observados establecidos en
MacCallum et al., 1996, J. Mol. Biol., 262:732-745. La
definicién “conformacional” de las CDR se Dbasa en los
residuos qgque hacen contribuciones entdlpicas a la unidén del
antigeno (véase por ejemplo, Makabe et al., 2008, J. Biol.
Chem., 283:1156-1166). North ha identificado conformaciones
de CDR candnicas que utilizan un conjunto preferido diferente
de definiciones de CDR (North et al., 2011, J. Mol. BRiol.
406: 228-256) . En otro procedimiento denominado en la
presente como la “definicién conformacional” de las CDR, las
posiciones de las CDR pueden identificarse como los residuos
que hacen contribuciones entédlpicas a la unidén del antigeno
(Makabe et al., 2008, J Biol. Chem. 283:1156-1166). Incluso
otras definiciones de limites de CDR pueden no seguir de
forma estricta alguno de los procedimientos anteriores, pero
sin embargo, se solaparadn con al menos una porcidén de las CDR
de Kabat, aunque pueden acortarse o alargarse en vista de la
prediccidén o hallazgos experimentales que los residuos o
grupos de residuos particulares o incluso todas las CDR hagan
sin impactar significativamente la unidén al antigeno. Como se
utiliza en la presente, una CDR puede referirse a las CDR

definidas por cualquier procedimiento conocido en la técnica,
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incluyendo combinaciones de ©procedimientos. Los métodos
utilizados en la presente pueden utilizar las CDR definidas
de acuerdo con cualquiera de estos procedimientos. Para
cualgquier modalidad dada que contenga mas de una CDR, las CDR
(u otro residuo del anticuerpo) pueden definirse de acuerdo
con cualquiera de las definiciones de Kabat, Chothia, North,
extendida, AbM, de contacto, y/o conformacional.

Los residuos en un dominio wvariable se numeran de
acuerdo con Kabat, el cual es un Sistema de numeracidn
utilizado para dominios wvariables de cadena pesada o dominios
variables de cadena ligera de la compilacidén de anticuerpos.
Véase, Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5a Ed. Servicios de Salud Publica,
institutos Nacionales de salud, Bethesda, MD. Al utilizar
este Sistema de numeracioén, la secuencia lineal de
aminoadcidos actual ©puede contener ©pocos aminodcidos o
adicionales que <corresponden con un acortamiento de o
insercidén en una FR o CDR del dominio variable. Por ejemplo,
un dominio wvariable de cadena pesada puede incluir una
insercién simple de aminodcidos (residuo 52a de acuerdo con
Kabat) después del residuo 52 de H2 y residuos insertados

(por ejemplo, residuos 82a, 82b, y 82c, de acuerdo con Kabat)



10

15

20

46

después del residuo 82 de 1la FR de cadena pesada. La
numeracidédn de residuos de Kabat puede determinarse para un
anticuerpo dado por alineacidén en las regiones de homologia
de la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada de
Kabat “convencional”. Se encuentran disponibles diversos
algoritmos para asignar a numeracidén de Kabat. Se utiliza en
la presente el algoritmo implementado en la versidédn 2.3.3 de
liberacidén de Abysis (www.abysis.orq) para asignar la
numeracidén de Kabat a las regiones variables de CDR-L1, CDR-
L2, CDR-L3, CDR-H2, y CDR-H3. La definicién de AbM se utilizd
para CDR-HI1.

También pueden numerarse las posiciones especificas
de los residuos de aminodcidos en un anticuerpo de acuerdo
con Kabat.

Los residuos de “marco” (FR) son residuos del
dominio variable del anticuerpo diferente de los residuos de
las CDR. Un marco de dominio de VH o VL comprende cuatro
subregiones de marco, FR1, FR2, FR3 y FR4, intercalados con
las CDR en el siguiente marco: FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3
- CDR3 - FRA4.

Un “epitopo” se refiere al 4&rea o regidén de un

antigeno en la cual se une especificamente un anticuerpo, por
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ejemplo, un 4&rea o regidn que comprende residuos que
interactian con el anticuerpo. Los epitopos pueden ser
lineales o conformacionales.

Un anticuerpo que se “une de preferencia” o “se une
especificamente” (utilizado de forma intercambiable en la
presente) a un epitopo es un término bien entendido en 1la
técnica, y los métodos para determinar tal unidn especifica o
preferencial también se conocen en la técnica. Se dice que
una molécula muestra “unioén especifica” o “unidén
preferencial” si reacciona o se asocia con mayor frecuencia,
mayor facilidad, con mayor duracidén y/o con mayor afinidad
con una célula o sustancia particular que cuando lo hace con

AN}

células o sustancias alternativas. Un anticuerpo se une

ANY

especificamente” o se “une de preferencia” a un objetivo si
se une con mayor afinidad, avidez, mayor facilidad, y/o con
mayor duracidén que cuando se une a otras sustancias. Por
ejemplo, un anticuerpo que se une de forma especifica o de
preferencia a un epitopo de IL-33 es un anticuerpo que une
este epitopo con mayor afinidad, avidez, mayor facilidad, vy/o
con mayor duracidén que cuando se une a otros epitopos de IL-

33 o epitopos que no son de IL-33. Al leer esta definiciédn,

también se entenderd gque por ejemplo, un anticuerpo (o
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porcidén o epitopo) que se une de forma especifica o de
preferencia a un primer objetivo puede o no unirse de forma
especifica o de preferencia a un segundo objetivo. Como tal,
la “unidén especifica” o “unidbn preferencial” no requiere
necesariamente (aunque puede incluir) una unidén exclusiva.
Generalmente pero no de forma necesaria, la referencia a la
unidén significa una unidén preferencial. La “unidn especifica”
o “unidén preferencial” incluye un compuesto, por ejemplo, una
proteina, un &cido nucleico, un anticuerpo y similares, que
reconoce y se une a una molécula especifica, pero no reconoce
sustancialmente o se une a otras moléculas en una muestra.
Por ejemplo, un anticuerpo o un receptor peptidico que
reconoce y se une a un ligando cognado o pareja de unidén (por
ejemplo, un anticuerpo de antigeno de tumor anti-humano que
se une a un antigeno de tumor) en una muestra, pero no
reconoce O se une sustancialmente a otras moléculas en la
muestra, se une especificamente a aquel ligando cognado ©
pareja de unidédn. De este modo, bajo las condiciones de ensayo
designadas, la porcidén de unidn especificada (por ejemplo, un
anticuerpo o una porcidén de unidén al antigeno del mismo o un
receptor o una porcién de unidn a ligando de la misma) se une

de preferencia a una molécula objetivo particular y no se une
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en una cantidad significativa a otros componentes presentes
en una muestra de prueba.

Puede utilizarse una variedad de formatos de ensayo
para seleccionar un anticuerpo o péptido qgue se una
especificamente a una molécula de interés. Por ejemplo,
inmunoandlisis ELISA de fase sdélida, inmunoprecipitacién,
BIAcore™ (GE Healthcare, Piscataway, NJ), clasificacidn
celular activada por fluorescencia (FACS), Octet™ (FortéBio,
Inc., Menlo Park, CA) y andlisis de transferencia Western se
encuentran entre muchos ensayos que pueden utilizarse para
identificar un anticuerpo que reacciona especificamente con
un antigeno o receptor o porcidédn de unidén a ligando del
mismo, que se une especificamente con un ligando cognado o
pareja de unidén. Tipicamente, una reaccidén especifica o
selectiva serd al menos dos veces la sefial de fondo o ruido y
mas tipicamente mayor que 10 veces el fondo, incluso més

A)Y

especificamente, se dice que un anticuerpo se une
especificamente” a un antigeno cuando la constante de
disociacidén de equilibrio (Kp) es < 1 uM, de preferencia <
100 nM, de mayor preferencia < 10 nM, incluso de mayor

preferencia, < 100 pM, aun de mayor preferencia, < 10 pM, e

incluso de mayor preferencia < 1 pM.



10

15

20

50

Como se utiliza en la presente en relacidén con un
anticuerpo, el término “competir” significa que la unidén de
un primer anticuerpo o una porcidédn de unidén al antigeno del
mismo a un antigeno reduce la unidén posterior del mismo
antigeno por un segundo anticuerpo o una porcidén de unidn al
antigeno del mismo. En general, la unién a un primer
anticuerpo crea obstaculos estéricos, cambios
conformacionales o unidén a un epitopo comin (o en una porcidn
del mismo), de modo que se reduce la unién del segundo
anticuerpo al mismo antigeno. Pueden utilizarse ensayos de
competencia convencionales para determinar si dos anticuerpos
compiten entre si. Un ensayo adecuado para cada competencia
de anticuerpos implica el uso de la tecnologia Biacore, la
cual puede medir el grado de interacciones wutilizando 1la
tecnologia de resonancia de plasmén de superficie (SPR), que
utiliza tipicamente un sistema biosensor (tal como un sistema
BIACORE®) . Por ejemplo, la SPR puede utilizarse en un ensayo
de inhibicién de la unidbn competitiva in vitro para
determinar la capacidad de un anticuerpo para inhibir 1la
unién de un segundo anticuerpo. Otro ensayo para medir la
competencia del anticuerpo utiliza el procedimiento basado en

ELISA.
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Ademés, se describe un proceso de alto rendimiento
para la '"preclasificacién" de anticuerpos basada en su
competencia en la Solicitud 1Internacional de Patente No.
WO02003/48731. La competencia estd presente si un anticuerpo
(o fragmento) reduce la unidén de otro anticuerpo (o
fragmento) a IL-33. Por ejemplo, puede utilizarse un ensayo
de competencia de unidén secuencial con diferentes anticuerpos
siendo agregados de forma secuencial. El primer anticuerpo
puede agregarse para obtener la unidén que se encuentre cerca
de la saturacidén. Después se agrega el Segundo anticuerpo. Si
no se detecta la unidén del segundo anticuerpo a IL-33 o es
significativamente reducida (por ejemplo, al menos alrededor
de 10%, al menos alrededor de 20%, al menos alrededor de 30%,
al menos alrededor de 40%, al menos alrededor de 50%, al
menos alrededor de 60%, al menos alrededor de 70%, al menos
alrededor de 80% o al menos alrededor de 90% de reduccidn)
cuando se compara con un ensayo paralelo en ausencia del
primer anticuerpo (cuyo valor puede ajustarse a 100%), se
considera que los dos anticuerpos compiten entre si. Un
ensayo ejemplar de competencia de anticuerpos (y anadlisis de
epitopos superpuestos) por SPR se proporciona en el Ejemplo

4.
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Una proteina de "fusidén a Fc" es una proteina en
donde uno o mas polipéptidos se enlazan de forma operativa a
un polipéptido de Fc. Una fusién a Fc combina la regidn Fc de
una inmunoglobulina con una pareja de fusidn.

E1l término “tratamiento” incluye tratamientos
profildcticos y/o terapéuticos. Si se administra antes de la
manifestacidén clinica de un padecimiento, el tratamiento se
considera profiladctico. El1 tratamiento terapéutico incluye,
por ejemplo, mejorar o reducir la severidad de una enfermedad

0 acortamiento de la longitud de la enfermedad.

Afinidad de unién

La afinidad de wunién de un anticuerpo puede
expresarse como el valor de la Kp, el cual se refiere a la
tasa de disociacidén de una interaccidén de anticuerpo-antigeno
particular. La Kp es la relacién de la tasa de disociacidn
también llamada la "constante de disociacidén (keee)", para la
tasa de asociacidédn o "constante de afinidad (keon)". De este
modo, Kp es idgual a kerse / Kon Y Se expresa como una
concentracién molar (M), y entre més pequefia sea la Kp, més
fuerte serd la afinidad de unién. Los valores de la Kp para

anticuerpos pueden determinarse utilizando métodos Dbien
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establecidos en la técnica. Un método ejemplar para medir la
Kd es 1la resonancia de plasmén de superficie (SPR), que
utiliza tipicamente un sistema biosensor tal como un sistema
BIACORE®. El andlisis cinético BIAcore comprende analizar la
unidén vy disociacidédn de un antigeno a partir de chips con
moléculas inmovilizadas (por ejemplo, moléculas que
comprenden dominios de unidén al epitopo), en su superficie.
Otro método para determinar la Kd de un anticuerpo es al
utilizar la Interferometria de Biocapa gque tipicamente
utiliza la tecnologia OCTET® (sistema Octet QKe, ForteBio).
De forma alternativa o en adicidén, también puede utilizarse
un ensayo KinExA® (Ensayo de Exclusién Cinética), disponible
de Sapidyne Instruments (Boise, Id.).

En algunos aspectos, el valor de Kp se mide por
resonancia de plasmén de superficie (SPR). La IL-33 puede
inmovilizarse. La IL-33 puede inmovilizarse a una superficie
s6lida. La IL-33 puede inmovilizarse en un chip, por ejemplo
por acoplamiento covalente (tal como un acoplamiento de
amina) . El1 chip puede ser un chip sensor CMS5.

Cuando el analito se une al ligando, la acumulacidn
de proteinas en la superficie del sensor provoca un

incremento en el 1indice de refraccidédn. Este cambio en el
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indice de refraccién se mide en tiempo real (el muestreo en
un experimento de andlisis cinético se toma cada 0.1 s), y el
resultado se grafica como unidades de respuesta (RU) contra
tiempo (llamado un sensograma). De forma importante, también
se generara una respuesta (respuesta de fondo) si hay una
diferencia en los indices de refraccidén de las soluciones
reguladoras de ejecucidédn y de la muestra. Esta respuesta de
fondo debe restarse del sensograma para obtener la respuesta
de unidén actual. La respuesta de fondo se registra al
inyectar el analito a través de una celda de flujo de control
o referencia, que no tiene ligando o un ligando irrelevante
inmovilizado en la superficie del sensor. La medicidén en
tiempo real de la asociacidén y disociacidén de una interaccidn
de unidén permite el cédlculo de las constantes de velocidad de
asociacidén y disociacidén y las constantes de afinidad
correspondientes. Una RU representa la unién de 1 pg de
proteina por mm cuadrado. Se necesitan generalmente en la
practica méds de 50 pg por mm cuadrado del analito de unidn
para generar buenas respuestas reproducibles. Pueden
inmovilizarse entre 85 % 370 RU de IL-33. Pueden
inmovilizarse entre 85 y 225 RU de IL-33.

La disociacidén del anticuerpo a partir de la IL-33
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puede monitorearse durante alrededor de 3600 segundos. Puede
llevarse a cabo el anadlisis de SPR y los datos recolectarse
entre alrededor de 15°C y alrededor de 37°C. Puede llevarse a
cabo el anédlisis de SPR y 1los datos recolectarse entre
alrededor de 25°C y 37°C. Puede llevarse a cabo el andlisis
de SPR y los datos recolectarse en alrededor de 37°C. Puede
llevarse a cabo el anédlisis de SPR y los datos recolectarse a
37°C. E1l valor de la Kp puede medirse por SPR utilizando un
instrumento BIAcore T200. Las tasas de SPR vy afinidades
pueden determinarse al ajustar los datos del sensograma
resultante a un modelo 1:1 en el software de Evaluacidn
BIAcore T200 versidén 1.0. La tasa de recoleccidén puede ser
alrededor de 1Hz.

El término “molécula de IL-33" se refiere a
moléculas que demuestran una mayor identidad de secuencia a
IL-33 humana de tipo silvestre que otro miembro de la familia
de citocinas de IL-1, (tales comparaciones se hacen dentro de
la misma especie). El1 término molécula de IL-33 incluye
mutantes, variantes, truncaciones, fragmentos, variantes de
empalme, variantes de especie, y porciones similares a IL-33
de las proteinas de fusidn.

La IL-33 se produce como precursor con un dominio
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N-terminal que es responsable de la translocacidédn del nuacleo
y unidén a la cromatina, y un dominio C-terminal de 12 hebras
tipo trébol beta que interactia con el receptor ST2 y es
responsable de la actividad bioldgica de IL-33. La forma de
la IL-33 humana de longitud completa como se representa por
UniProtKB/Swiss-Prot con numero de acceso 095760.1 se
proporciona en la presente como SEQ ID NO:396.

Después de la liberacidén de IL-33 de las células,
se escinde el dominio N-terminal, llevando a la liberacién de
un dominio C-terminal con una mayor actividad que aquella de
la proteina de 1longitud completa. Un numero de proteasas
diferentes enddgenas a la Fuente celular de IL-33, tal como
las calpainas, asi como proteasas exdgenas derivadas de
células inflamatorias, tales como mastocitos y neutréfilos,
pueden escindir la molécula precursora de IL-33. El sitio de
escisidédn preciso de IL-33 wvariard dependiendo de las
proteasas que se encuentren presentes. Una forma recombinante
del dominio C terminal de IL-33 a partir de los aminoacidos
112-270 de SEQ ID NO:396 es representativa de las formas C-
terminales activas de IL-33, y se proporciona como SEQ 1ID
NO:1.

La estructura de IL-33 sugiere esto como una
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proteina tipo trébol B con cuatro residuos de cisteina libres
(C208, C232, C227 y C259, de acuerdo con la numeracidén de SEQ
ID NO:396). La evidencia sugiere que IL-33 existe en una
forma activa, con estas cuatro cisteinas reducidas, y una
forma inactiva con enlaces disulfuro entre los pares de
residuos de cisteina, (incluyendo enlaces disulfuro entre los
pares C208-C259 y C227-C232), que coinciden probablemente con
un cambio conformacional sustancial, incluyendo la
interrupcién del sitio de unién ST2 de alta afinidad,
proporcionando de este modo una explicacidén estructural
potencial para la pérdida de la unidén de ST2 (Cohen et al.,
2015, Nature Communications 6:8327; doi: 10.1038/ncomms9327).
La evidencia de mutacidén ademds sugiere que los residuos de
cisteina C208 'y (C232 también pueden formar un enlace
disulfuro que lleva a la inactivacidén de IL- 33 (Cohen et al.,
2015) .

Puede generarse una forma activa constitutiva de
IL-33 al hacer mutar uno o mas de los residuos de cisteina a
un residuo sin cisteina. Se ha encontrado que el residuo C208
es particularmente importante para el proceso de
inactivacién, con mutacién del residuo C232 que también

aparece para conferir resistencia a la inactivacién. La
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evidencia también sugiere que es posible que los enlaces
disulfuro entre C208-C259 y C227-C232 no sean toda la Fuente
de inactivacién, cuando las mutaciones en C227 y C259 no
confieren niveles similares de resistencia a la inactividad;
de este modo hay diversos patrones de formacidén de enlaces
disulfuro para IL-33. (Cohen 2015).

La “IL-33 activa” puede definirse como una molécula
de IL-33 capaz de unirse a ST2. La IL-33 activa puede
definirse como una molécula de IL-33 que carece de uno o dos
enlaces covalentes intramoleculares entre los ©pares de
residuos en las posiciones 208, 227, 232, y 259 (de acuerdo
con la numeracidén de SEQ ID NO:396). La IL-33 activa puede
definirse como una molécula de IL-33 que carece de dos
enlaces covalentes intramoleculares entre los ©pares de
residuos en las posiciones 208, 227, 232, y 259 (de acuerdo
con la numeracién de SEQ ID NO:396). En algunos aspectos, la
IL-33 activa es una molécula de IL-33 que carece de un enlace
covalente entre los residuos 208 y 259. En algunos aspectos,
la IL-33 activa es una molécula de IL-33 que carece de un
enlace covalente entre los residuos 227 y 232. En algunos
aspectos, la IL-33 activa es una molécula de IL-33 que carece

de un enlace covalente entre los residuos 208 y 227. En
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algunos aspectos, la IL-33 activa es una molécula de IL-33
que carece de un enlace covalente entre los residuos 208 vy
232. En algunos aspectos, la IL-33 activa es una molécula de
IL-33 gue carece de un enlace covalente entre los pares de
residuos 208/259 y 227/232 o entre los pares de residuos
208/232 y 227/259. Por 1lo tanto, la IL-33 activa incluye
formas reducidas de la IL-33 de tipo silvestre, vy formas
mutantes de IL-33, en donde al menos uno, dos, tres o cuatro
residuos en las posiciones numeros 208, 227, 232, y 259, no
son cisteina. En algunos aspectos, al menos uno de 1los
residuos 208 y 232 no es cisteina. En algunos aspectos, al
menos el residuo 208 no es cisteina. En algunos aspectos, al
menos los residuos 208 y 232 no son cisteina. En algunos
aspectos, cada uno de los residuos 208, 227, 232 y 259 no son
cisteina. En algunos aspectos, uno o mas de los residuos 208,
227, 232 y 259 son serina. El enlace covalente puede ser un
enlace disulfuro. La numeracién del residuo anterior es de
acuerdo con la numeracién de SEQ ID NO:1. En algunos
aspectos, la IL-33 activa comprende una molécula totalmente
reducida que comprende SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, la
IL-33 activa comprende una molécula totalmente reducida que

comprende SEQ ID NO:4. En algunos aspectos, la IL-33 activa
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comprende una molécula que comprende SEQ ID NO:3. En algunos
aspectos, la IL-33 activa comprende una molécula que
comprende SEQ ID NO:5.

La IL-33 inactiva puede definirse como una molécula
de IL-33 que se une a ST2 con una afinidad de al menos 10
veces menor que la IL-33 activa. En algunos aspectos, la IL-
33 inactiva se une a ST2 con una afinidad de al menos 100
veces menor que la IL-33 activa. En algunos aspectos, la IL-
33 inactiva se une a ST2 con una afinidad de al menos 1000
veces menor que la IL-33 activa. En algunos aspectos, la IL-
33 inactiva se une a ST2 con una afinidad de al menos 4
6rdenes de magnitud menores que la IL-33 activa. En algunos
aspectos, la IL-33 inactiva se une a ST2 con una afinidad de
al menos 5 o6rdenes de magnitud menores que la IL-33 activa.
En algunos aspectos, la IL-33 inactiva comprende un enlace
covalente entre uno o ambos pares de residuos 208/259 vy
227/232. En algunos aspectos, la IL-33 inactiva comprende un
enlace covalente entre uno o ambos pares de residuos 208/232
y y 227/259. En algunos aspectos, la IL-33 inactiva comprende
un enlace covalente entre los residuos 208 y 232. En algunos
aspectos, la IL-33 inactiva comprende un enlace covalente

entre los residuos 208 y 259. En algunos aspectos, la IL-33
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inactiva comprende un enlace covalente entre los residuos 227
y 232. En algunos aspectos, la IL-33 inactiva comprende un
enlace covalente entre ambos pares de residuos 208/259 vy
227/232. Uno o mas de los residuos pueden ser cisteinas. Uno
o ambos de 1los enlaces covalentes pueden ser un enlace
disulfuro. La numeracién del residuo anterior es de acuerdo
con la numeracidédn de SEQ ID NO:396.

En algunos aspectos, la IL-33 es IL-33 humana. En
algunos aspectos, la secuencia de IL-33 humana de tipo
silvestre es SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, la IL-33 es
IL-33 de rata. En algunos aspectos, la IL-33 es IL-33 de
ratédn. En algunos aspectos, la IL-33 es IL-33 de primate. En
algunos aspectos, la IL-33 es IL-33 de simio. En algunos
aspectos, la IL-33 es IL-33 de mono. En algunos aspectos, la
IL-33 es IL-33 de mono cynomolgus.

Puede hacerse la medicidén de la Kp de la TIL-33
activa utilizando una variante de IL-33, en donde al menos
C208 se sustituye con otro residuo de aminodcidos. En algunos
aspectos, la medicidén de la Kp de la IL-33 activa se hace
utilizando una variante de IL-33, en donde al menos C232 se
sustituye con otro residuo. En algunos aspectos, la medicidn

de la Kp de la IL-33 activa se hace utilizando una variante
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de IL-33, en donde al menos C208 y C232 se sustituyen. En
algunos aspectos, la medicién de la Kp de la IL-33 activa se
hace utilizando una variante de IL-33, en donde C208, C227,
C232, y C259 se sustituyen. En algunos aspectos, uno o més

residuos de cisteina se sustituyen con serina.

Anticuerpos para IL-33

En algunos aspectos, la invencidén proporciona
anticuerpos de IL-33 antagonistas. Una alta afinidad
antagonista de 1la ruta de 1IL-33 puede ser efectiva en
multiples tipos celulares, vy multiples compartimentos de
tejidos donde se piensa que IL-33 acttia en sus células
objetivo. En algunos aspectos, los anticuerpos de 1la
invencidén pueden tener acceso a sitios donde se libera IL-33
de las células, particularmente en células epiteliales vy
endoteliales. En algunos aspectos, la invencidén proporciona
un anticuerpo de IL-33 qgque puede dividirse en los espacios
extracelulares dentro de los pulmones y otros tejidos, puede
competir de forma efectiva con la unidén de IL-33 en el
receptor de la superficie celular y tener una vida media
relativamente prolongada a modo de permitir la dosificaciédén

infrecuente. Los anticuerpos de la invencidén tienen el
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potencial de modificar una ruta importante gque conduce el
desarrollo e inflamacidén asociados con asma.

Un anticuerpo neutralizante o de “blogqueo” se
refiere a un anticuerpo cuya unidén a IL-33: (i) interfiere
con, limita o inhibe 1la interaccién entre IL-33 o un
fragmento de IL-33 y un componente del receptor de IL- 33
(por ejemplo, ST2, IL-1 RAcP, etc.); vy/o (ii) resulta en la
inhibicién de al menos una funcidén bioldgica de IL-33. Los
ensayos para determinar la neutralizacidén por un anticuerpo
de la invencidén se describen en otra parte en la presente y
se conocen bien en la técnica.

La presente invencidn proporciona anticuerpos dJque
se unen especificamente a IL-33. En algunos aspectos, la
invencidén proporciona un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo, que neutraliza IL-33 por al menos 50%. En
algunos aspectos, la invencidén proporciona un anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno del mismo, que neutraliza IL-
33 por al menos 60%. En algunos aspectos, la invencidn
proporciona un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, que neutraliza IL-33 por al menos 70%. En algunos
aspectos, la invencidédn proporciona un anticuerpo o fragmento

de unidén al antigeno del mismo, que neutraliza IL-33 por al
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menos 80%. En algunos aspectos, la invencidn proporciona un
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo, que
neutraliza IL-33 por al menos 90%. En algunos aspectos, la
invencidén proporciona un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo, que neutraliza IL-33 por al menos 95%. En
algunos aspectos, la invencidén proporciona un anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno del mismo, gque neutraliza IL-
33 por al menos 96%. En algunos aspectos, la invencidn
proporciona un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
del mismo, que neutraliza IL-33 por al menos 97%. En algunos
aspectos, la invencidn proporciona un anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno del mismo, que neutraliza IL-33 por al
menos 98%. En algunos aspectos, la invencidén proporciona un
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo, que
neutraliza IL-33 por al menos 99%.

El anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
del mismo, puede seleccionarse del grupo dque consiste de
7E8 quimera, 9B3 quimera, 9B3 quimera huJseg, injerto de CDR
7E8, 1IL33-10, injerto de CDR 9B3, 9B3 1, ©9B3 2A, 9B3 2B,
9B3 3, 9B3 5, 9B3 7, 9B3 13, 9B3 15, 9B3 17, 9B3 22,
9B3 31Vv2, 9B3 36, 9B3 79, 9B3 124, 9B3 162, TE8H/9B3K,

9B3 563, IL33-11, IL33-12, IL33-13, IL33-45, IL33-55, IL33-



10

15

20

65

56, IL33-57, IL33-58, IL33-61, IL33-62, IL33-68, 1IL33-74,
IL.33-75, 1IL33-80, 1IL33-81, IL33-103, 1IL33-117, 1IL33-136,
IL33-153, 1IL33-154, 1I1IL33-155, 1IL33-156, IL33-157, IL33-158,
I1.33-167, 1IL33-168, 1IL33-169, 1IL33-170, IL33-171, 1IL33-172,
IL33-175, 1IL33-186, IL33-187, 1IL33-188,IL33-158-152, IL33-
167-153, 1IL33-158LS, e 1IL33-167LS, fragmentos de unidén al
antigeno del mismo , y mutantes, variantes, derivados vy

versiones sustancialmente similares del mismo.

Secuencias de consenso de CDR

En algunos aspectos, las CDR comprenden SEQ ID NOs:
257, 261, 265, 269, 272, vy 276. Estas secuencias de CDR
incorporan el consenso basado en todos los datos disponibles
(ABS mé&s mutaciones mas repertorio en la rata), lineas
geminales de VH probadas, y mutaciones que se basaron en el
modelado de cualgquier unidén de retencidén/mejora a IL-33 o
reducir la polirreactividad o pasividades de secuencia sin
interrumpir la uniédn.

CDR Hl: La amplia secuencia de consenso para CDR HI
es SEQ ID NO:269, basada en 1la totalidad de informacidn
disponible. Un subconjunto refinado adicional de secuencias

de consenso para CDR H1 es SEQ ID NO:270, incluyendo 1los
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resultados de la optimizacidén de los anticuerpos 7E8 y 9B3 de
rata progenitores y aumentd la sustitucidén binaria (ABS). La
secuencia CDR H1 de consenso para TES8 es
“°GF (T/E)F (S/E) (N/S) YWMY>* (SEQ ID NO:270). La sustitucién de
la CDR Hl1 a partir de 9B3, que introdujo una mutacidén S31IN o
la introduccién de las mutaciones T28E o S30E, permitidé la
retencién de la actividad completa. La mutagénesis de
sustitucidén binaria aumentada mostrd una fuerte preferencia
para Y en la posicién 35 en lugar del residuo S de la linea
germinal DP54. La secuencia CDR Hl de consenso para 7ES8
optimizado que dirige la secuencia 9B3 en la posicidén 31 vy
las preferencias ABS en la posicidén 35 es SEQ ID NO:271.

CDR H2: La amplia secuencia de consenso para CDR H2
es SEQ ID NO:272, basada en 1la totalidad de informaciédn
disponible. Un subconjunto refinado adicional de secuencias
de consenso para CDR H2 es SEQ ID NO:273, incluyendo 1los
resultados para la optimizacién de 7E8 y 9B3 y sustitucidn
binaria aumentada (ABS). La secuencia CDR H2 de consenso para
TE8 optimizado es
°°(S/B) I(T/N) (P/N) (N/D) (G/A) (G/S/H) (N/D/E) (T/K/D/E)

YY (P/V/L) (D/E) SV(K/Q)G®® (SEQ ID NO:273). La introduccién de

las mutaciones S50A, G55A, G56H, N57D, N57E, T58D, T58E, D62E
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o K650 permitid la retencidn de la potencia de neutralizaciédn
de la IL-33 humana sin incrementos sustanciales en la uniédn
no especifica. N54I, N54L, N54V, N54Y, vy N54W permitid 1la
retencidédn de la potencia de neutralizacidédn de IL-33 humana
pero 1introdujo wuna unidén no especifica incrementada. La
sustitucién de la CDR H2 a partir de 9B3 en 7E8, la cual
introdujo cuatro cambios (T52N, P53N, N54D, y P6lL), permitid
la retencidén de la neutralizacidén potente de IL-33 humana
pero llevdé a la reduccidn en potencia de la neutralizacidn de
IL-33 de mono cynomolgus. La mutagénesis por sustitucidn
binaria aumentada mostrd una fuerte preferencia para S, T y P
en las posiciones 50, 52 y 53 en lugar de los residuos N, K y
Q de la linea germinal DP54, pero se tolerd la incorporacidn
de las mutaciones N54D, G565, N57E, T58K, y P61V en la linea
germinal DP54. La secuencia CDR H2 de consenso para 7ES8
optimizada que dirigidé las preferencias ABS en las posiciones
52 y 53 y las secuencias 9B3 toleradas para la neutralizaciédn
de IL-33 humana es SEQ ID NO:274. La secuencia CDR H2 de
consenso para 7E8 optimizada que dirigid las preferencias ABS
en las posiciones 52 y 53 es SEQ ID NO:275.

CDR H3: La amplia secuencia de consenso para CDR H3

es SEQ ID NO:276, basada en la totalidad de informacidn
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disponible. Un subconjunto refinado adicional de secuencias
de consenso para CDR H3 es SEQ ID NO:277, incluyendo 1los
resultados para la optimizacién de 7E8 y 9B3 y el andlisis de
secuencias del repertorio de anticuerpos de una rata
inmunizada con IL-33 humana. La secuencia CDR H3 de consenso
para 7E8 optimizado es °G(H/Y)Y (Y/S) (Y
/H) (T/S/N) (S/B)YS(L/F) (G/S)Y'? (SEQ D NO:278) . La
introduccién de las mutaciones H100Y, Y103H, T104N, T104S o
S105A permitid la retencidédn de la potencia de neutralizacidn
de la IL-33 humana sin incrementos sustanciales en la uniédn
no especifica. Las mutaciones S105D y S105N 1llevaron a la
pérdida de la potencia d neutralizacidédn de la IL-33 humana.
La sustitucidén de la CDR H3 de 9B3 en 7E8, que introdujo las
mutaciones Y1023, T10483, L108F, y G1095S, permitid la
retencidén de la neutralizacidn potente de IL-33 humana pero
llevdé a la reduccidén en potencia de la neutralizacidén de IL-
33 de mono cynomolgus. La incorporacidén de secuencias CDR H3
relacionadas con 7E8 que se identificd del repertorio de
anticuerpos de una rata inmunizada con IL-33 humana mostrd
que los siguientes aminodcidos fueron compatibles con una
alta potencia de neutralizacién de IL-33 humana: R100, F101,

N104, 1108, A109, H110, N110, S110, y F110. La secuencia CDR
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H3 de consenso para 7E8 optimizada que dirigid las secuencias
9B3 toleradas para la neutralizacidén de IL-33 humana es SEQ
ID NO:279.

CDR Ll: La amplia secuencia de consenso para CDR Ll
es SEQ ID NO:257, basada en la totalidad de informacidn
disponible. Un subconjunto refinado adicional de secuencias
de consenso para CDR L1 es SEQ ID NO:258, incluyendo 1los
resultados para la optimizacidédn de 7E8 y 9B3 y sustitucidn
binaria aumentada (ABS). La secuencia CDR L1 de consenso para
7E8 optimizado es ?*(K/R)AS(Q/H) (N/S)I(N/S) (K/S)HLD*® (SEQ ID
NO:259). La mutagénesis por sustitucidédn binaria aumentada
mostrdé una fuerte preferencia para H y D en las posiciones 32
y 34 en lugar de los residuos Y32 y N34 de la linea germinal
DPK9 pero se tolerdé la incorporacidédn de las mutaciones K24R,
N28S, N30S, y K31S en la linea germinal DPK9. La sustitucidn
de la cadena ligera 9B3 por la cadena ligera 7E8 (que incluye
la wvariacién Q27H de la secuencia de 1la cadena ligera)
permitidé la retencidn de la potencia de neutralizacidn de IL-
33 sin introducir la unidén no especifica. La introduccidén de
las mutaciones N30H, K31R, y H32Y permitidé la retencidén de la
neutralizacién de IL-33 humana pero incrementd la unidn no

especifica, mientras que las mutaciones N30Y, N30D, N30W,
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K31E, vy K31D redujeron la potencia y/o introdujeron mayor
unién no especifica. La secuencia CDR L1 de consenso para 7ES8
optimizada que dirigidé las preferencias ABS en las posiciones
32 'y 34 sin permitir wvariacidén de la cadena ligera en la
posicidén 27 es SEQ ID NO:260.

CDR L2: La amplia secuencia de consenso para CDR L2
es SEQ ID NO:261, basada en la totalidad de informacidn
disponible. Un subconjunto refinado adicional de secuencias
de consenso para CDR L2 es SEQ ID NO:262, incluyendo 1los
resultados para la optimizacién de 7E8 y 9B3 y sustitucidn
binaria aumentada (ABS). La secuencia CDR L2 de consenso para
7E8 optimizado es °°F(T/A) (N/S) (N/S)LQ(T/S)°° (SEQ ID NO:263).
La mutagénesis por sustitucidén binaria aumentada mostrd una
fuerte preferencia para F en la posicién 50 en lugar del
residuo A de la linea germinal DPK9, pero se tolerd la
incorporacién de las mutaciones T51A, N52S, N53S, y T56S en
la linea germinal DPK9. La introduccién de las mutaciones
N52Y o N53R permitid la retencidn de la neutralizacidn de IL-
33 humana pero incrementd la unidén no especifica, mientras
que las mutaciones F50H, T56D, T56E, vy T56Q redujeron la
potencia vy/o introdujeron mayor unidén no especifica. La

secuencia CDR L2 de consenso para 7E8 sin permitir variacién
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en la posicidén 53 es SEQ ID NO:264.

CDR L3: La amplia secuencia de consenso para CDR L3
es SEQ ID NO:265, basada en 1la totalidad de informacidn
disponible. Un subconjunto refinado adicional de secuencias
de consenso para CDR L3 es SEQ ID NO:266, incluyendo 1los
resultados para la optimizacién de 7E8 y 9B3 y sustitucidn
binaria aumentada (ABS).La secuencia CDR L3 de consenso para
7E8  optimizado es  %?(F/Q)QY(N/Y) (N/S/Q/R)GWT’® (SEQ 1ID
NO:267). La introduccién de la mutacidédn N93Q permitid 1la
retencién de la potencia de neutralizacidén de la IL-33 humana
sin un incremento sustancial en la unidén no especifica,
mientras que la mutacidén NO93R permitidé la retencidn de 1la
potencia de neutralizacién de la IL-33 humana con menor
incremento en la unién no especifica. Las mutaciones N92R vy
G94R permitieron la retencién de la potencia de
neutralizacién de la IL-33 humana pero llevaron a incrementos
en la unidén no especifica. La sustitucidén de la cadena ligera
9B3 por la cadena ligera 7E8 (que incluye la variacidén N93S
de secuencia de la cadena ligera) permitidé la retencidn de la
potencia de neutralizacién de IL-33 sin introducir la unidn
no especifica. La mutagénesis por sustitucidén binaria

aumentada mostrdé una fuerte preferencia para Y y G en las
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posiciones 91 y 94 en lugar de los residuos S y T de la linea
germinal DPK9, pero se tolerd 1la incorporacidédn de las
mutaciones F89Q, N92Y, y N93S en la linea germinal DPK9. La
retencién del residuo W95 en el segmento J de rata se
favorecid fuertemente sobre la sustitucidén del residuo WOSL
de JK4 humano. La secuencia CDR L3 de consenso para 7/E8
optimizada que dirigidé las preferencias ABS en las posiciones
91 yv 94 sin permitir la incorporacidédn de R en la posicidén 93
es SEQ ID NO:268.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, comprende una CDR-L1 que
comprende SEQ ID NO:257, una CDR-L2 que comprende SEQ 1ID
NO:261, una CDR-L3 que comprende SEQ ID NO:265, una CDR-HI1
que comprende SEQ ID NO:269, una CDR-H2 que comprende SEQ ID
NO:272, y una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO: 276.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, comprende una CDR-L1 que
comprende SEQ ID NO:258, una CDR-L2 que comprende SEQ 1ID
NO:262, una CDR-L3 que comprende SEQ ID NO:266, una CDR-HI1
que comprende SEQ ID NO:270, una CDR-H2 que comprende SEQ ID
NO:273, y una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO: 277.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
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unién al antigeno del mismo, comprende una CDR-L1 que
comprende SEQ ID NO:259, una CDR-L2 que comprende SEQ 1ID
NO:263, una CDR-L3 que comprende SEQ ID NO:267, una CDR-HI1
que comprende SEQ ID NO:271, una CDR-HZ2 gue comprende SEQ ID
NO:274, y una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO: 278.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, comprende una CDR-L1 que
comprende SEQ ID NO:260, una CDR-L2 que comprende SEQ 1ID
NO:264, una CDR-L3 que comprende SEQ ID NO:268, una CDR-HI1
que comprende SEQ ID NO:271, una CDR-H2 que comprende SEQ ID
NO:275, y una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO: 279.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, comprende una CDR-L1 que
comprende SEQ ID NO:20, wuna CDR-L2 gue comprende SEQ 1ID
NO:21, una CDR-L3 gque comprende SEQ ID NO:208, una CDR-H1 que
comprende SEQ ID NO:16, wuna CDR-H2 que comprende SEQ 1ID
NO:226, y una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO: 18.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
unidén al antigeno del mismo, comprende las secuencias CDR-HI,
CDR-H2, y CDR-H3 de SEQ ID NO:225.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de

unidén al antigeno del mismo, comprende las secuencias CDR-L1,



10

15

20

74

CDR-L2, y CDR-L3 de SEQ ID NO:207.

El anticuerpo o fragmento de wunidén al antigeno
puede comprender una VH que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90% idéntica a SEQ ID NO:225. La VH
puede comprender una secuencia de aminocadcidos al menos 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%, idéntica a SEQ ID
NO:225. La VH puede comprender la secuencia de aminoadcidos de
SEQ ID NO:225.

El anticuerpo o fragmento de wunidén al antigeno
puede comprender una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90% idéntica a SEQ ID NO:207. La VL
puede comprender una secuencia de aminocadcidos al menos 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%, idéntica a SEQ ID
NO:207. La VL puede comprender la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NO:207.

El anticuerpo o fragmento de wunidén al antigeno
puede comprender una HC que comprende una secuencia de
aminodcidos al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99%, idéntica a SEQ ID NO:244. La HC puede comprender
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:244.

El anticuerpo o fragmento de wunidén al antigeno

puede comprender una LC gque comprende una secuencia de
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aminodcidos al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99%, idéntica a SEQ ID NO0O:209. La LC puede comprender
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:209.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, comprende una CDR-L1 que
comprende SEQ ID NO:20, wuna CDR-L2 gue comprende SEQ 1ID
NO:21, una CDR-L3 que comprende SEQ ID NO:22, una CDR-H1 que
comprende SEQ ID NO:16, wuna CDR-HZ2 gue comprende SEQ 1ID
NO:211, y una CDR-H3 que comprende SEQ ID NO: 18.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
unidén al antigeno del mismo, comprende las secuencias CDR-HI,
CDR-H2, y CDR-H3 de SEQ ID NO:210.

En algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo, comprende las secuencias CDR-LI1,
CDR-1L2, y CDR-L3 de SEQ ID NO:91.

El anticuerpo o fragmento de wunidén al antigeno
puede comprender una VH que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90% idéntica a SEQ ID NO:210. La VH
puede comprender una secuencia de aminocadcidos al menos 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%, idéntica a SEQ ID
NO:210. La VH puede comprender la secuencia de aminodcidos de

SEQ ID NO:210.
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El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
puede comprender una VL que comprende una secuencia de
aminoadcidos al menos 90% idéntica a SEQ ID NO:91. La VL puede
comprender una secuencia de aminoacidos al menos 91%, 92%,

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98

o\

o 99%, idéntica a SEQ ID NO:91.
La VL puede comprender la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID
NO:91.

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno
puede comprender una HC que comprende una secuencia de
aminodcidos al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99%, idéntica a SEQ ID NO:245. La HC puede comprender
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:245.

El anticuerpo o fragmento de wunidén al antigeno
puede comprender una LC que comprende una secuencia de
aminodcidos al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99%, idéntica a SEQ ID NO:93. La LC puede comprender la

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:93.

Sustituciones de la linea germinal
En ciertas modalidades, el anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo, comprende las siguientes

secuencias CDR de cadena pesada: (i) CDR-H1 que comprende SEQ



10

15

20

77

ID NO:16, CDR-H2 qgque comprende SEQ ID NO:226, y CDR-H3 que
comprende SEQ ID NO:18; vy/o (ii) comprende las siguientes
secuencias CDR de cadena ligera: CDR-L1 que comprende SEQ ID
NO:20, CDR-L2 gque comprende SEQ ID NO:21, vy CDR-L3 que
comprende SEQ ID NO:208.

En ciertas modalidades, se hacen no mds de 11 o no
mads de 10, no mas de 9, no mads de 8, no mads de 7, no mas de
6, no mas de 5, no mas de 4, no mds de 3, no mads de 2 o no
mads de 1 sustitucidén en CDR-L1, en relacidn con SEQ ID NO:20.
En ciertas modalidades, se hicieron no més de 6, no mas de 5,
no mas de 4, no mads de 3, no mads de 3, no mas de 2 o no mas
de una sustitucidén en CDR-L2, en relacidédn con SEQ ID NO:21.
En ciertas modalidades, se hicieron no més de 8, no mas de 7,
no mds de 6, no mads de 5, no méds de 4, no méds de 3, no mas de
3, no mds de 2 o no mas de una sustitucidédn en CDR-L3, en
relacién con SEQ ID NO:208. En algunas modalidades, se
hicieron no més de 10, no méds de 9, no mas de 8, no mas de 7,
no mas de 6, no mads de 5, no mads de 4, no mads de 3, no mas de
2 0 no mas de 1 sustitucidén en CDR-H1l, en relacidn con SEQ ID
NO:16. En algunas modalidades, se hicieron no mas de no méas
de 17, no mds de 16, no mas de 15, no mas de 14, no més de

13, no mads de 12, no mads de 11 o no mads de 10, no mas de 9,
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no mas de 8, no mads de 7, no mads de 6, no mads de 5, no mas de
4, no mads de 3, no mds de 2 o no mds de 1 sustitucidén en CDR-
H2, en relacidén con SEQ ID NO:211. En algunas modalidades, se
hicieron no mas de 12, no mas de 11 o no mas de 10, no méas de
9, no mas de 8, no mds de 7, no mads de 6, no mads de 5, no méas
de 4, no mds de 3, no mds de 2 o no mas de 1 sustitucidn en
CDR-H3, en relacidén con SEQ ID NO:18. En ciertas modalidades,
las sustituciones no cambiaron el valor de la afinidad de
unién (Kp) por més de 1000 wveces, més de 100 veces o 10
veces. En ciertas modalidades, la sustitucidédn es una
sustitucidn conservadora de acuerdo con la Tabla 1.

Tabla 1: Sustituciones Conservadoras

Residuo Sustitucién Residuo Sustitucién
conservadora conservadora

Ala Ser Leu Ile, Val

Arg Lys Lys Arg, Gln

Asn Gln; His Met Leu, Ile

Asp Glu Phe Met, Leu, Tyr

Cys Ser Ser Thr; Gly

Gln Asn Thr Ser, Val

Glu Asp Trp Tyr

Gly Pro Tyr Trp, Phe

His Asn, Gln Val Ile, Leu

Ile Leu, Val Pro -




10

15

20

79

En ciertas modalidades, la sustitucién es 1la
sustitucién de 1la 1linea germinal humana en la cual se
remplaza un residuo de CDR con el residuo de la linea
germinal humana correspondiente, para incrementar el
contenido de aminocdcidos humanos y reducir la inmunogenicidad
potencial del anticuerpo. Por ejemplo, si se utiliza el marco
de la linea germinal DPK9 humana y se utiliza el anticuerpo
IL-33-158LS ejemplar, entonces la alineacidén de la CDR-L1 del
anticuerpo IL33-158LS (SEQ ID NO:20) y la linea germinal DPK9

humana es como sigue:

Posicién 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4
Linea germinal DPK9 R A S O S I S S Y L N
humana
TL33-158LS (SEQ ID K A s Q N I N K H L D
NO:20) 10

Para las posiciones 25 26, 27, 29, 33, y 34, el
residuo de la linea germinal humana y el residuo de IL33-
158LS correspondiente son los mismos, y no es posible una
sustitucidén de la linea germinal. Para las posiciones 24, 28,
30, 31, y 32 (en negritas y subrayado), el residuo de 1la

linea germinal humana % el residuo de IL33-158LS
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correspondientes son diferentes. Los residuos de IL33-158LS
en estas posiciones pueden remplazarse con el residuo de la
linea germinal DPK9 humana correspondiente para incrementar
aun mas el contenido de residuo humano.

Los métodos vy Dbibliotecas para introducir 1los
residuos de la 1linea germinal humana en las CDR del
anticuerpo se describen en detalle en la solicitud
provisional de los Estados Unidos 62/162,905, y (Townsend et
al., 2015, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 112 (50):15354-15359),
y ambos se incorporan en la presente para referencia en su
totalidad.

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del
mismo, puede comprender una VH que comprende una secuencia de
marco de VH de la linea germinal humana. La secuencia de
marco de VH puede ser a partir de una linea germinal de VH3
humana, una linea germinal de VH1, una linea germinal de VHS
o una linea germinal de VH4. Los marcos preferidos de cadena
pesada de la linea germinal humana son marcos derivados de
las lineas germinales de VH1, VH3 o VH5. Por ejemplo, pueden
utilizarse los marcos de VH de las siguientes 1lineas
germinales: IGHV3-23, IGHV3-7 o IGHV1-69 (los nombres de las

lineas germinales se basan en la definicidén de linea germinal
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de IMGT). Los marcos preferidos de cadena ligera de la linea
germinal humana son marcos derivados de las lineas germinales
VK o VA. Por ejemplo, pueden utilizarse los marcos de VL de
las siguientes 1lineas germinales: IGKV1-39 o IGKV3-20 (los
nombres de las lineas germinales se basan en la definicidén de
linea germinal de IMGT). De forma alternativa o en adicidn,
la secuencia de marco puede ser una secuencia de marco de

consenso de la linea germinal humana, tal como el marco de la
secuencia de consenso de VAl humana, secuencia de consenso de
VK1, secuencia de consenso de VK2, secuencia de consenso de

VK3, secuencia de consenso de la linea germinal de VH3,
secuencia de consenso de la linea germinal de VH1, secuencia
de consenso de 1la 1linea germinal de VH5 o secuencia de
consenso de la linea germinal de VH4. Las secuencias de marco
de la 1linea germinal humana se encuentran disponibles a
partir de diversas bases de datos publicas, tales como la
base V, IMGT, NCBI o Abysis.

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del
mismo, puede comprender un marco de VL qgque comprende una
secuencia de marco de VL de linea germinal humana. El marco
de VL puede comprender una o mas sustituciones, adiciones o

supresiones de aminoadcidos, mientras gque aln retienen la
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similaridad funcional y estructural con la linea germinal a
partir de la cual se derivan. En algunos aspectos, el marco
de VL es al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%,
al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a una secuencia de
marco de VL de linea germinal humana. En algunos aspectos, el
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo,
comprende un marco de VL que comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 sustituciones, adiciones o supresiones de
aminodcidos en relacidén con la secuencia de marco de VL de
linea germinal humana. En algunos aspectos, las 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9 o 10 sustituciones, adiciones o supresiones de
aminoadcidos Unicamente se encuentran en las regiones de
marco. En algunos aspectos, el $ de identidad se basa en la
similaridad con VL que excluyen aquellas porciones en la
presente definidas como las CDR.

El marco de VL de la linea germinal humana puede
ser el marco de DPK9 (nombre IMGT: IGKV1-39). El marco de VL
de la linea germinal humana puede ser el marco de DPK12
(nombre IMGT: IGKV2D-29). El marco de VL de la linea germinal

humana puede ser el marco de DPK18 (nombre IMGT: IGKV2-30).

El marco de VL de la linea germinal humana puede ser el marco
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de DPK24 (nombre IMGT: IGKV4-1). El marco de VL de la linea
germinal humana puede ser el marco de HK102 V1 (nombre IMGT:
IGKV1-5). El marco de VL de la linea germinal humana puede
ser el marco de DPK1l (nombre IMGT: IGKV1-33). El marco de VL
de la linea germinal humana puede ser el marco de DPKS8
(nombre IMGT: IGKV1-9). El marco de VL de la linea germinal
humana puede ser el marco de DPK3 (nombre IMGT: IGKV1-6).El
marco de VL de la linea germinal humana puede ser el marco de
DPK21 (nombre IMGT: IGKV3-15). El1 marco de VL de 1la linea
germinal humana puede ser el marco de Vg 38K (nombre IMGT:
IGKV3-11). El1 marco de VL de la linea germinal humana puede
ser el marco de DPK22 (nombre IMGT: IGKV3-20). El marco de VL
de la linea germinal humana puede ser el marco de DPK15
(nombre IMGT: IGKV2-28). El marco de VL de la linea germinal
humana puede ser el marco de DPL16 (nombre IMGT: IGLV3-19).
El marco de VL de la linea germinal humana puede ser el marco
de DPL8 (nombre IMGT: IGLV1-40). El marco de VL de la linea
germinal humana puede ser el marco de V1-22 (nombre IMGT:

IGLV6-57). El1 marco de VL de la linea germinal humana puede
ser el marco de la secuencia de consenso de VA humana. EL
marco de VL de la linea germinal humana puede ser el marco de

la secuencia de consenso de VAl humana. El marco de VL de la
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linea germinal humana puede ser el marco de la secuencia de
consenso de VA3 humana. El marco de VL de la linea germinal

humana puede ser el marco de la secuencia de consenso de VK
humana. El1 marco de VL de la linea germinal humana puede ser
el marco de la secuencia de consenso de VK1 humana. E1l marco
de VL de la linea germinal humana puede ser el marco de la
secuencia de consenso de VK2 humana. El marco de VL de la
linea germinal humana puede ser el marco de la secuencia de
consenso de VK3 humana.

En algunos aspectos, el marco de VL es DPK9.
También se predice que otras regiones de marco similares
suministran los anticuerpos ventajosos de la invencidn que
comprenden las CDR de SEQ ID NOs: 257, 261, una 265; o SEQ ID
NOs: 258, 262, y 266; o SEQ ID NOs: 259, 263, y 267; o SEQ ID
NOs: 260, 264, una 268; o SEQ ID NOs: 20, 21, vy 208;
incluyendo DPK5, DPK4, DPK1, IGKV1-5*01, DPK24, DPK21l, DPK1S5,
IGKV1-13*02, IGKV1-17*01, DPK8, IGKV3-11*01, vy DPK22 dque
comprenden 99, 97, 97, 96, 80, 76, 66, 97, 97, 96, 76, y 74 %
de identidad respectivamente con la regidén FW de DPK-9 y una
o pocas diferencias de aminocdcidos en las caracteristicas
estructurales comunes (Numeracién de Kabat) (A) residuos

directamente debajo de CDR (Zona de Vernier), L2, L4, L35,
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.36, L46, 1.47, L48, L.49, L64, L66, L68, L69, L71 , (B)
Residuos del paquete de las cadenas de VH/VL: L36, 138, L44,
L46, L87 vy (C) residuos L2, 148, ©L64, L71 de soporte
estructural de CDR candénicas (véase Lo, “Antibody
Humanization by CDR Grafting”, (2004) Antibody Engineering,
Vol. 248, Methods in Molecular Biology pp 135-159 y O’Brien y
Jones, “Humanization of Monoclonal Antibodies by CDR
Grafting”, (2003) Recombinant Antibodies for Cancer Therapy,
Vol. 207, Methods in Molecular Biology pp 81-100). Se
prefieren en particular regiones de marco de DPK5, DPK4,
DPK1, IGKV1-5*01, DPK24, DPK21, DPKl5 que comparten 99, 97,
97, 96, 80, 76, 66% de identidad para DPK9 respectivamente vy
no tienen diferencias de aminodcidos en estas caracteristicas
estructurales comunes. En algunos aspectos, el % de identidad
se basa en la similaridad con las VL que excluyen aquellas
porciones en la presente definidas como las CDR.

Los residuos en las CDR-L1, CDR-L2, y CDR-L3 de 1los
anticuerpos (y fragmentos) de la invencidn pueden sustituirse
con los residuos de la linea germinal correspondiente como se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
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SEQ ID Cadena ligera
280 DPK9 CDR-L1 RASQSISSYLN
281 DPK9 CDR-L2 AASSLQS
282 DPK9 CDR-L3 QOSYSTP
283 DPK12 CDR-L1 KSSQSLLHSDGKTYLY
284 DPK12 CDR-L2 EVSNRFES
285 DPK12 CDR-L3 MQSIQLP
286 DPK18 CDR-L1 RSSQSLVYSDGNTYLN
287 DPK18 CDR-L2 KVSNRDS
288 DPK18 CDR-L3 MQGTHWP
289 DPK24 CDR-L1 KSSQSVLYSSNNKNYLA
290 DPK24 CDR-L2 WASTRES
291 DPK24 CDR-L3 QQYYSTP
292 HK102 V1 CDR- RASQSISSWLA
Ll
293 HK102 V1 CDR- DASSLES
L2
294 HK102 V1 CDR- QQYNSYS
L3
295 DPK1 CDR-L1 QASQDISNYLN
296 DPK1 CDR-L2 DASNLET
297 DPK1 CDR-L3 QQYDNLP
298 DPK8 CDR-L1 RASQGISSYLA
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299 DPK8 CDR-L2 AASTLQS

300 DPK8 CDR-L3 QQLNSYP

301 DPK21 CDR-L1 RASQSVSSNLA
302 DPK21 CDR-L2 GASTRAT

303 DPK21 CDR-L3 QOYNNWP

304 Vg 38K CDR-L1 RASQSVSSYLA
305 Vg 38K CDR-LZ DASNRAT

306 Vg 38K CDR-L3 QORSNWP

307 DPK22 CDR-L1 RASQSVSSSYLA
308 DPK22 CDR-L2 GASSRAT

309 DPK22 CDR-L3 QQYGSSP

310 DPK15 CDR-L1 RSSOSLLHSNGYNYLD
311 DPK15 CDR-L2 LGSNRAS

312 DPK15 CDR-L3 MOALQTP

313 DPL16 CDR-L1 OGDSLRSYYAS
314 DPL16 CDR-L2 GKNNRPS

315 DPL16 CDR-L3 NSRDSSGNH

316 DPL8 CDR-L1 TGSSSNIGAGYDVH
317 DPL8 CDR-L2 GNSNRPS

318 DPL8 CDR-L3 QSYDSSLSG

319 V1-22 CDR-L1 TRSSGSIASNYVQ
320 V1-22 CDR-L2 EDNQRPS

321 V1-22 CDR-L3 QSYDSSN
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345 VK2 CDR-L2 (K/T) (V/I)SNR(A/F)S
346 VK2 CDR-L3 MQATQFP

347 vK3 CDR-L1 RASQS (S/V) (S/V) SSYLA
348 vK3 CDR-IL2 GASTRAT

349 VK3 CDR-L3 QQY (S/N/G/H) NWP

350 DPK3 CDR-L1 RASQGIRNDLG

351 DPK3 CDR-L2 AASSLQS

352 DPK3 CDR-L3 LODYNYPLT

Las secuencias alternativas se proporcionan para la secuencia de consenso
con y sin espacios. En las posiciones donde no hay consenso, los residuos en

() son aquellos que estan atados para los residuos més frecuentes.

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del
mismo, puede comprender una estructura de VH qgque comprende
una secuencia de marco de VH de la linea germinal humana. E1
marco de VH puede comprender una o mas sustituciones,
adiciones o supresiones de aminodcidos, mientras que aun
retienen la similaridad funcional y estructural con la linea
germinal a partir de la cual se derivan. En algunos aspectos,
el marco de VH es al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,

[

al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al
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menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a una
secuencia de marco de VH de la linea germinal humana. En
algunos aspectos, el anticuerpo o fragmento de wunidén al
antigeno del mismo, comprende una estructura de VH que
comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 sustituciones,
adiciones o supresiones de aminodcidos en relacién con la
secuencia de marco de VH de la linea germinal humana. En
algunos aspectos, 1las 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10
sustituciones, adiciones 0 supresiones de aminoacidos
Unicamente se encuentran en las regiones de marco. En algunos
aspectos, el % de identidad se basa en la similaridad con VH
que excluyen aquellas porciones en la presente definidas como
las CDR.

El marco de VH de la linea germinal humana puede
ser el marco de DP54 o IGHV3-7. El marco de VH de la linea
germinal humana puede ser el marco de DP47 o IGHV3-23. EI1
marco de VH de la linea germinal humana puede ser el marco de
DP71 o IGHV4-59. El marco de VH de la linea germinal humana
puede ser el marco de DP75 o IGHV1-2 02. El marco de VH de la
linea germinal humana puede ser el marco de DP10 o IGHV1-69.
El marco de VH de la linea germinal humana puede ser el marco

de DP7 o IGHV1-46. El marco de VH de la linea germinal humana
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puede ser el marco de DP49 o IGHV3-30. El marco de VH de 1la
linea germinal humana puede ser el marco de DP51 o IGHV3-48.
El marco de VH de la linea germinal humana puede ser el marco
de DP38 o IGHV3-15. El1 marco de VH de la linea germinal
humana puede ser el marco de DP79 o IGHV4-39. El marco de VH
de la linea germinal humana puede ser el marco de DP78 o
IGHV4-30-4. El1 marco de VH de la linea germinal humana puede
ser el marco de DP73 o IGHV5-51. El marco de VH de la linea
germinal humana puede ser el marco de DP50 o IGHV3-33. EI1
marco de VH de la linea germinal humana puede ser el marco de
DP46 o IGHV3-30-3. El marco de VH de la linea germinal humana
puede ser el marco de DP31 o IGHV3-9. EI1 marco de VH de 1la
linea germinal humana puede ser el marco de la secuencia de
consenso de la linea germinal de VH humana. El marco de VH de
la linea germinal humana puede ser el marco de la secuencia
de consenso de la linea germinal de VH3 humana. El marco de
VH de la linea germinal humana puede ser el marco de la
secuencia de consenso de la linea germinal de VH5 humana. E1
marco de VH de la linea germinal humana puede ser el marco de
la secuencia de consenso de la linea germinal de VH1 humana.
El marco de VH de la linea germinal humana puede ser el marco

de la secuencia de consenso de la linea germinal de VH4
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humana.

En algunos aspectos, el marco de VH es DP-54.
También se predicen otras regiones similares de estructura
para suministrar los anticuerpos ventajosos de la invencidn
que comprenden las CDR de SEQ ID NOs: 269, 272, y 276; o SEQ
ID NOs: 270, 273, y 277; o SEQ ID NOs: 271, 274, y 278; o SEQ
ID NOs: 271, 275, vy 278; o SEQ ID NOs: 16, 226, vy 18;
incluyendo DP-50, IGHV3-30*09, IGHV3-30*15, IGHV3-48*01, DP-
77, DP-51, IGHV3-66*01, DP-53, DP-48, IGHV3-53*01, IGHV3-
30*%02, y DP-49 que comprenden 93, 92, 92, 99, 97, 97, 96, 96,
94, 94, 93, 92 % de identidad respectivamente con la regidn
FW de DP-54 y una o pocas diferencias de aminodcidos en las
caracteristicas estructurales comunes (Numeracidén de Kabat)
(A) residuos directamente debajo de las CDR (Zona de
Vernier), H2, H47, H48, y H49, Ho67, H69, H71, H73, H93, H94 ,
(B) Residuos de paquete de las cadenas de VH/VL: H37, H39,
H45, H47, H91, H93 y (C) residuos de soporte estructural de
las CDR candbnicas de H24, H71, H94 (véase Lo 2004, y O’Brien
y Jones 2003). Se prefieren en particular regiones de marco
de DP-50, IGHV3-30*09, IGHV3-30*15 que comparten 93, 92 y 92
% de i1dentidad para DP-54 respectivamente vy no tienen

diferencias de aminoacidos en estas caracteristicas
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Qo

estructurales comunes. En algunos aspectos, el % de identidad
se basa en la similaridad con las VH que excluyen aquellas
porciones en la presente definidas como las CDR.

Los residuos en las CDR-H1, CDR-H2, y CDR-H3 de los
anticuerpos (y fragmentos) de la invencidn pueden sustituirse
con los residuos de la linea germinal correspondientes como

se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
SEQ ID Cadena pesada
353 DP54 CDR-H1 GFTFSSYWMS
354 DP54 CDR-HZ2 ANTIKQODGSEKYYVDSVKG
355 DP47 CDR-H1 GFTFSSYAMS
356 DP47 CDR-HZ2 ATSGSGGSTYYADSVKG
357 DP71 CDR-H1 GGSISSYYWS
358 DP71 CDR-H2 GYIYYSGSTNYNPSLKS
359 DP75 CDR-H1 GYTFTGYYMH
360 DP75 CDR-HZ2 GWINPNSGGTNYAQKFQG
361 DP10 CDR-H1 GGTFSSYAIS
362 DP10 CDR-HZ2 GGIIPIFGTANYAQKFEQG
363 DP7 CDR-H1 GYTGTSYYMH
364 DP7 CDR-H2 GIINPSGGSTSYAQKFEQG
365 DP49 CDR-H1 GFTFSSYGMH
366 DP49 CDR-H2 AVISYDGSNKYYADSVKG
367 DP51 CDR-H1 GFTFSSYSMN
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368 DP51 CDR-H2 SYISSSSSTIYYADSVKG
369 DP38 CDR-HI1 GEFTFSNAWMS
370 DP38 CDR-HZ2 GRIKSKTDGGTTDYAAPVKG
371 DP79 CDR-H1 GGSISSSSYYWG
372 DP79 CDR-HZ2 GSIYYSGSTYYNPSLKS
373 DP78 CDR-HI1 GGSISSGDYYWS
374 DP78 CDR-H2 GYIYYSGSTYYNPSLKS
375 DP73 CDR-HI1 GYSFTSYWIG
376 DP73 CDR-H2 GIIYPGDSDTRYSPSFQG
377 VH de consenso GFTFSSYAM (H/S) o
378 de CDR-HI1 GFTEFSSYAM (H/S) WS
379 VH de consenso GWISPNGGSTYYADSVKG o
380 de CDR-H2 GWISPKANGGSTYYADSVKG
381 VH3 de consenso | GFTFSSYAMS
de CDR-H1
382 VH3 de consenso SVISSDG (G/S)STYYADSVKG o
383 de CDR-H2 SVISSKADG (G/S) STYYADSVKG
384 VH5 de consenso GYSFTSYWI (S/G/H)
de CDR-H1
385 VH5 de consenso | G(R/I/S)IYPGDSDTRYSPSFQG
de CDR-HZ2
386 VH1 de consenso GYTFTSY (A/Y) (I/M)H

de CDR-HI1
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387 VH1 de consenso GWINP (G/Y) NGNTNYAQKFQ
de CDR-HZ2

388 VH4 de consenso GGSISSG (N/Y)YYWS
de CDR-HI1

389 VH4 de consenso | GYIYYSGSTYYNPSLKS
de CDR-H2

390 DPK50 CDR-L1 GFTFSSYGMH

391 DPK50 CDR-L2 VIWYDGSNKYYADSAKG

392 DPK46 CDR-L1 GFTFSSYAMH

393 DPK46 CDR-L2 VISYDGSNKYYADSVKG

394 DPK31 CDR-L1 GFTFDDYAMH

395 DPK31 CDR-L2 GISWNSGSIGYADSVKG

Las secuencias alternativas se proporcionan para la secuencia de consenso con y
sin espacios. En las posiciones donde no hay consenso, los residuos en ( ) son

aquellos que estédn atados para la mayoria de los residuos frecuentes.

En ciertas modalidades, el anticuerpo o fragmento
de wunidén al antigeno del mismo descrito en la presente
comprende (i) una VH que comprende una secuencia de
aminoadcidos que es al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%,
al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al

menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos
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95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o
100% idéntica a SEQ ID NO:225, y/o (ii) una VL gque comprende
una secuencia de aminoadcidos que es al menos 50%, al menos
60%, al menos 66%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 76%,
al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
a SEQ ID NO:207. Cualguier combinacidén de estas secuencias de
VL y VH también se abarcan por la invencién.

En ciertas modalidades, el anticuerpo o fragmento
de wunidén al antigeno del mismo descrito en la presente
comprende (1) una HC que comprende una secuencia de
aminoadcidos que es al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%,
al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o
100% idéntica a SEQ ID NO:244; vy/o (ii) una LC gque comprende
una secuencia de aminodcidos que es al menos 50%, al menos
60%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%,

al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al

menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos

o\

98%, al menos 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:209. Cualquier
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combinacidén de estas secuencias de HC y LC también se abarcan
por la invenciédn.

En ciertas modalidades, el anticuerpo o fragmento
de wunidén al antigeno del mismo descrito en la presente
comprende un dominio Fc. El dominio Fc puede derivarse de IgA
(por ejemplo, IgA; o IgA;), IgG, IgE o IgG (por ejemplo, IgGy,
IgGy,, IgGs o IgGy).

En algunas modalidades, el anticuerpo o fragmento
de wunidén al antigeno del mismo descrito en la presente
comprende (1) una VH que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%,
al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o
100% idéntica a uno de los grupos que consisten de SEQ ID
NOs: 14, 32, 43, 54, 61, 72, 90, 94, 97, 101, 106, 111, 113,
118, 121, 124, 126, 129, 132, 135, 138, 141, 144, 147, 150,
152, 155, 158, 161, 163, 165, 167, 170, 173, 176, 179, 182,
184, 186, 201, 204, 210, 213, 216, 219, 222, 225, 228, 231, y
234, vy/o (ii) wuna VL que comprende una secuencia de
aminoadcidos que es al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%,

al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
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menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o
100% idéntica a cualquiera de SEQ ID NOs:19, 36, 47, 56, 65,
76, 81, 84, 86, 88, 91, 98, 103, 108, 115, 189, 192, 195,
198, y 207. Cualquier combinacidédn de estas secuencias de VL y
VH también se abarcan por la invencidén. En algunos aspectos,
la VH no es una o mas seleccionada del grupo que consiste de
SEQ ID NOs:43, 54, vy 101. En algunos aspectos, la VL no es
una o mas seleccionada del grupo gue consiste de SEQ 1ID
NOs:47, 56, y 103.

También se proporciona  por la invencién un
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo, Jque
compite para wunirse a IL-33 humana con cualquiera del
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo
descrito en la presente, tal como cualquiera de los
anticuerpos provistos en la presente (o fragmento de unidén al
antigeno del mismo). Por ejemplo, si la unidén de un
anticuerpo o una porcidédn de unidn al antigeno del mismo a IL-
33 humana dificulta la unidén posterior a IL-33 humana por
IL33-158LS, el anticuerpo o una porcidén de unidén al antigeno
del mismo compite con IL33-158LS para la unidén a IL-33

humana.
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También se proporciona  por la invencién un
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo, que se
une al mismo epitopo de IL-33 humana como cualquiera del
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo
descrito en la presente, tal como cualquiera de los
anticuerpos o fragmento de unién al antigeno del mismo
provisto en la ©presente. Por ejemplo, el ensayo de
competencia del anticuerpo (y anadlisis del epitopo que se
superpone) puede evaluarse por SPR, como se describe en
detalle en la presente.

Los anticuerpos y fragmentos de unidén al antigeno
provistos por la invencidn incluyen anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpo (por
ejemplo, Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, Fc, etc.), anticuerpos
quiméricos, anticuerpos biespecificos, anticuerpos
heteroconjugados, de cadena simple (ScFv), mutantes de 1los
mismos, proteinas de fusidén gque comprenden una porcidédn de
anticuerpo, anticuerpos de dominio (dAbs), anticuerpos
humanizados, y cualquier otra configuracidédn modificada de 1la
molécula de inmunoglobulina que comprende un sitio de
reconocimiento de antigeno de la especificidad requerida, que

incluye las variantes de glicosilacién de anticuerpos,
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variantes de las secuencias de aminoacidos, y anticuerpos
modificados de forma covalente. Los anticuerpos y fragmentos
de unidén al antigeno pueden ser de murino, rata, de humano o
de cualquier otro origen (que incluye anticuerpos quiméricos
o humanizados). En algunas modalidades, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal. En algunas modalidades, el anticuerpo

es un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En ciertas

modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo humano. En
ciertas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado.

DEPOSITO BIOLOGICO

Los materiales representativos de la presente
invencidén se depositaron en la Coleccidén americana de Tipos
de cultivo, 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110-
2209, EE. UU, el 23 de diciembre de 2015. El1 vector de VH-
IL33-158LS que tiene el No. de Acceso de ATCC PTA-122724
comprende una insercidén de ADN que codifica 1la regidn
variable de cadena pesada del anticuerpo IL33-158LS, vy el
vector VL-IL33-158LS que el No. de Acceso de ATCC PTA-122725
comprende una insercién de ADN que codifica la regiédn
variable de <cadena 1ligera del anticuerpo IL33-158LS. Los

depbdsitos se hicieron bajo las condiciones del Tratado de
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Budapest sobre el Reconocimiento internacional del Depdsito
de Microorganismos para el Propdésito del Procedimiento vy
Regulaciones de Patentes en virtud del mismo (Tratado de
Budapest). Esto garantiza el mantenimiento de un cultivo
viable del depdsito durante 30 afios a partir de la fecha de
depdésito. E1 depdsito se hard disponible por ATCC bajo los
términos del Tratado de Budapest, y sujeto a un acuerdo entre
Pfizer Inc. y ATCC, que asegura la disponibilidad permanente
y no restringida de la progenie del cultivo del depdsito al
pUiblico después de la emisién de la patente de los Estados
Unidos pertinente o abierta al publico de cualquier solicitud
de patente de los Estados Unidos o extranjera, lo gue sea
primero, vy garantiza la disponibilidad de 1la progenie para
uno determinado por el Comisionado de Patentes vy marcas
comerciales de los Estados Unidos para intitularse en el
mismo de acuerdo con 35 U.S.C. Seccidén 122 y las reglas del
Comisionado en virtud del mismo (que incluye 37 C.F.R.
Seccidén 1.14 con referencia particular a 886 0OG 638).

El cesionario de la presente solicitud ha acordado
que si un cultivo de los materiales en el depdsito puede
morir o perderse o destruirse cuando se cultiva bajo

condiciones adecuadas, los materiales se remplazaran
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inmediatamente después de la notificacidédn con otros o el
mismo. La disponibilidad del material depositado no debe
interpretarse como una licencia para practicar la invenciédn
en infraccidén de los derechos otorgados bajo la autoridad de

cualgquier gobierno de acuerdo con sus leyes de patentes.

ACIDOS NUCLEICOS

La invencidén también proporciona polinucledtidos
que codifican cualgquiera de 1los anticuerpos, que incluyen
porciones de anticuerpos y anticuerpos modificados descritos
en la presente. La invencidédn también proporciona un método
para elaborar cualquiera de los polinucledbdtidos descritos en
la presente. Los polinucledétidos pueden hacerse y expresarse
por procedimientos conocidos en la técnica.

La secuencia de un anticuerpo deseado, fragmento de
anticuerpo definido o fragmento de unidén al antigeno del
mismo, y el &cido nucleico que codifica tal anticuerpo o
fragmento del mismo, puede determinarse utilizando técnicas
de secuenciacidén convencionales. Una secuencia de acidos
nucleicos que codifica un anticuerpo deseado, fragmento de
anticuerpo definido o fragmento de unidén al antigeno del

mismo, puede insertarse en diversos vectores (tales como
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vectores de clonacidén y expresidn) para la produccidn vy
caracterizacién recombinante. Un &cido nucleico que codifica
la cadena pesada, fragmento de anticuerpo definido o un
fragmento de unidén al antigeno de cadena pesada, y un acido
nucleico que <codifica 1la cadena ligera, fragmento de
anticuerpo definido o un fragmento de unidén al antigeno de la
cadena ligera, puede clonarse en el mismo vector o vectores
diferentes.

En un aspecto, la invencién proporciona
polinucledétidos que codifican las secuencias de aminoéacidos
de cualquiera de los siguientes anticuerpos IL-33 y porciones
de unidn al antigeno de los mismos: 7E8 quimera, 9B3 quimera,
9B3 quimera huJseg, injerto de CDR 7E8, IL33-10, injerto de
CDR 9B3, 9B3 1, 9B3 2A, 9B3 2B, 9B3 3, 9B3 5, 9B3 7 9B3 13,
9B3 15, ©9B3 17, ©9B3 22, 9B3 31Vv2, 9B3 36, 9B3 79, 09B3 124,
9B3 162, T7E8H/9B3K, 9B3 563, IL33-11, IL33-12, IL33-13, IL33-
45, 1IL33-55, 1IL33-56, 1IL33-57, 1IL33-58, 1IL33-61, 1IL33-62,
IL33-68, IL33-74, IL33-75, IL33-80, IL33-81, IL33-103, IL33-
117, IL33-136, IL33-153, IL33-154, IL33-155, IL33-156, IL33-
157, IL33-158, IL33-167, IL33-168, IL33-169, IL33-170, IL33-
171, 1IL33-172, 1IL33-175, 1IL33-186, IL33-187, IL33-188,IL33-

158-152, IL33-167-153, IL33-158LS, e IL33-167LS.
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La invencidn proporciona polinucledtidos que
codifican las secuencias de aminoacidos un anticuerpo o
fragmento de wunidén al antigeno del mismo, gue se unen
sustancialmente al mismo epitopo como un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de: 7TE8 quimera,
9B3 quimera, 9B3 quimera huJseg, injerto de CDR 7E8, IL33-10,
injerto de CDR 9B3, 9B3 1, 9B3 2A, 9B3 2B, 9B3 3, 9B3 5,
B3 7 9SB3 13, 9B3 15, 9B3 17, 9B3 22, 9B3 31Vv2, 9B3 3¢,
9B3 79, 9B3 124, 9B3 162, 7E8H/9B3K, 9B3 563, IL33-11, IL33-
12, 1IL33-13, 1IL33-45, 1IL33-55, 1IL33-56, 1IL33-57, 1IL33-58,
IL33-61, IL33-62, IL33-68, IL33-74, IL33-75, IL33-80, IL33-
81, IL33-103, 1IL33-117, IL33-136, IL33-153, 1IL33-154, IL33-
155, IL33-156, IL33-157, IL33-158, IL33-167, IL33-168, IL33-
169, I1L33-170, IL33-171, IL33-172, 1IL33-175, IL33-186, IL33-
187, IL33-188,IL33-158-152, IL33-167-153, IL33-158LS, e IL33-
167LS.

La invencién proporciona polinucledétidos que
codifican las secuencias de aminocacidos de un anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno del mismo, gque compite para
unirse a IL-33 con un anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste de: 7E8 quimera, 9B3 quimera, 9B3 quimera huJseg,

injerto de CDR 7E8, 1IL33-10, injerto de CDR 9B3, 9B3 1,
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9B3 2A, 9B3 2B, 9B3 3, 9B3 5, 9B3 7 9B3 13, 9B3 15, 9B3 17,
9B3 22, 9B3 31Vv2, 9B3 36, 9B3 79, 9B3 124, 9B3 162,
7E8H/9B3K, 9B3 563, IL33-11, IL33-12, IL33-13, IL33-45, IL33-
55, 1IL33-56, IL33-57, 1IL33-58, 1IL33-61, IL33-62, IL33-68,
IL33-74, IL33-75, IL33-80, IL33-81, IL33-103, IL33-117, IL33-
136, IL33-153, IL33-154, IL33-155, IL33-156, IL33-157, IL33-
158, IL33-167, IL33-168, IL33-169, IL33-170, IL33-171, IL33-
172, IL33-175, 1IL33-186, IL33-187, IL33-188,IL33-158-152,
IL33-167-153, IL33-158LS, e IL33-167LS.

La invencién proporciona polinucledtidos que
codifican una o més proteinas que comprenden la secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de: (i) SEQ
ID NOs:1-279.

La invencién proporciona polinucledtidos que
comprenden la secuencia de 4acidos nucleicos cuando se
establece como una o mas de SEQ ID NOs: 398, 399, 400, y 401.
La invencidén proporciona un polinucledtido que comprende la
secuencia de acidos nucleicos cuando se establece como SEQ ID
NO:398. La invencidn proporciona un polinucledtido que
comprende la secuencia de 4cidos nucleicos cuando @ se
establece como SEQ ID NO:399. La invencién proporciona un

polinucledtido que comprende la secuencia de acidos nucleicos
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cuando se establece como SEQ ID NO0O:400. La invencidn
proporciona un polinucledétido que comprende la secuencia de
dcidos nucleicos cuando se establece como SEQ ID NO:401.

La invencidén proporciona un polinucledtido que
comprende una o ambas de las secuencias de codificacidén de 1la
insercién de ADN de la molécula de 4&acidos nucleicos
depositada con la ATCC y tiene el No. de Acceso PTA-122724, vy
No. de Acceso PTA-122725. La invencidn proporciona un
polinucledétido que comprende la molécula de acidos nucleicos
depositada con la ATCC y tiene el No. de Acceso PTA-122724.
La invencidén proporciona un polinucledétido que comprende la
molécula de acidos nucleicos depositada con la ATCC y tiene
el No. de Acceso PTA-122725.

La invencidén proporciona células que comprenden una
0 mas moléculas de acidos nucleicos como se establece en una
o mads de SEQ ID NOs: 398, 399, 400, vy 401. La invencidn
proporciona células gque comprenden una o mas moléculas de
dcidos nucleicos como se establece en SEQ ID NOs:398 y 399.
La invencidén proporciona células que comprenden una O mas
moléculas de &cidos nucleicos como se establece en SEQ 1ID
NOs:400 y 401.

En otro aspecto, la invencién proporciona
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polinucledétidos y variantes de los mismos que codifican una
anticuerpo anti-IL-33, en donde tales polinucledétidos
variantes comparten al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%,
al menos 85%, al menos 87%, al menos 89%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99%
de identidad de secuencia en cualquiera de las secuencias de
dcidos nucleicos especificas descritas en la presente. Estas
cantidades no significan ser limitantes, y los incrementos
entre los porcentajes mencionados se visualizan
especificamente como parte de la descripcidn.

La invencidn proporciona polipéptidos que codifican
por las moléculas de 4acidos nucleicos descritas en la
presente.

En una modalidad, los dominios de VH y VL o una
porcién de unidén al antigeno del mismo o HC o LC de longitud
completa, se codifican por polinucledétidos por separado.
Alternativamente, VH y VL o una porcidén de unidn al antigeno
de las mismas o HC vy LC, se codifican por un solo
polinucledtido.

Los polinucledtidos complementarios a cualgquiera de

tales secuencias también se abarcan por la presente
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descripcidn. Los polinucledtidos pueden ser de una sola hebra
(de codificacidén o antisentido) o de doble hebra, y pueden
ser de ADN (gendémico, ADNc o sintético) o moléculas de ARN.
Las molécula de ARN incluyen moléculas de ARNHn, que
contienen intrones y corresponden con una molécula de ADN de
una manera uno a uno, y moléculas de ARNm, que no contienen
intrones. Las secuencias de codificacién o no codificacién
adicionales pueden, pero no necesitan encontrarse presentes
dentro de un polinucledétido de la presente descripcidn, y un
polinucledétido puede pero no necesita enlazarse a otras
moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucledtidos pueden comprender una secuencia
nativa (es decir, una secuencia enddégena que codifica un
anticuerpo o una porcién del mismo) o puede comprender una
variante de tal secuencia. Las variantes de polinucledtidos
contienen una o més sustituciones, adiciones, supresiones y/o
inserciones de modo que no disminuya la inmunorreactividad
del polipéptido codificado en relacidén con una molécula
inmunorreactiva nativa. El efecto sobre la inmunorreactividad
del polipéptido codificado puede evaluarse como se describe
en la presente. En algunas modalidades, las variantes que

muestran al menos alrededor de 70% de identidad, en algunas
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Qo

modalidades, al menos alrededor de 80% de identidad, en
algunas modalidades, al menos alrededor de 90% de identidad,
y en algunas modalidades, al menos alrededor de 95% de
identidad para una secuencia de polinucledtidos que codifica
un anticuerpo nativo o una porciébn del mismo. Estas
cantidades no significan ser limitantes, y los incrementos
entre los porcentajes mencionados se visualizan
especificamente como parte de la descripcidn.

Se dice que dos secuencias de polinucledtidos o
polipéptidos son "idénticas" si la secuencia de nucledtidos o
aminoacidos en las dos secuencias es la misma cuando se
alinean para una maxima correspondencia como se describe a
continuacién. Las comparaciones entre las dos secuencias se
realizan tipicamente al comparar las secuencias sobre una
ventana de comparacidén para identificar y comparar regiones
locales de similaridad de secuencias. Como se utiliza en la
presente, una "ventana de comparacién" se refiere a un
segmento de al menos alrededor de 20 posiciones contiguas,
usualmente de 30 alrededor de 75 o de 40 a alrededor de 50,
en el cual puede compararse una secuencia con una secuencia
de referencia del mismo numero de posiciones contiguas

después de dos secuencias que se alinean de forma optima.
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La alineacidén oéptima de las secuencias para la
comparacién puede llevarse a cabo utilizando el programa
MegAlign® en el software de bioinformdtica del departamento
Lasergene® (DNASTAR®, Inc., Madison, WI), utilizando
parametros por defecto. Este programa abarca diversos
esquemas de alineacién descritos en las siguientes
referencias: Dayhoff, M.O., 1978, Un modelo de cambio
evolutivo en proteinas - Matrices para detectar relaciones
distantes. En: Dayhoff, M.0O. (ed.) Atlas de secuencias Yy
Estructuras de Proteinas, Fundacidén Nacional de Investigacidn
Biomédica, Washington DC Vol. 5, Supl. 3, pp. 345-358; Hein
J., 1990, Unified Approach to Alignment y Phylogenes pp. 626-
645 Methods in Enzymology vol. 183, Academic Press, Inc., San
Diego, CA; Higgins, D.G. y Sharp, P.M., 1989, CABIOS 5:151-
153; Myers, E.W. y Muller W., 1988, CABIOS 4:11-17; Robinson,
E.D., 1971, Comb. Theor. 11:105; Santou, N., Nes, M., 1987,
Mol. Biol. Evol. 4:406-425; Sneath, P.H.A. vy Sokal, R.R.,
1973, Numerical Taxonomy the Principles vy Practice of
Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur,
W.J. y Lipman, D.J., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:726-
730.

En algunas modalidades, el "porcentaje de identidad
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de secuencias" se determindé al comparar dos secuencias
alineadas de forma éptima sobre una ventana de comparacidédn de
al menos 20 posiciones, en donde la porcidén del
polinucledétido o secuencia de polipéptidos en la ventana de
comparacidén puede comprender adiciones o supresiones (es
decir, espacios) de 20 por ciento o menos, usualmente de 5 a
15 por ciento o de 10 a 12 por ciento, cuando se compara con
las secuencias de referencia (lo cual no comprende adiciones
O supresiones) para la alineacidén optima de las dos
secuencias. El porcentaje se calcula al determinar el nUmero
de ©posiciones en el cual las Dbases idénticas de acidos
nucleicos o residuos de aminoadcidos aparecen en ambas
secuencias para producir el numero de posiciones que
coinciden, dividir el nuUmero de posiciones que coinciden por
el numero total de posiciones en la secuencia de referencia
(es decir, el tamafio de 1la wventana) vy multiplicar los
resultados por 100 para producir el porcentaje de identidad
de secuencia.

Las variantes también pueden o de forma alternativa
ser sustancialmente homdélogas a un gen nativo o una porcidn o
complemento del mismo. Tales variantes de polinucledtidos son

capaces de hibridarse bajo condiciones moderadamente
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astringentes en una secuencia de ADN de origen natural dque

codifica un anticuerpo nativo (o una secuencia
complementaria) .
Las “condiciones moderadamente astringentes”

adecuadas incluyen el lavado previo en una solucidén de 5X
SSC, SDS al 0.5%, EDTA 1.0 mM (pH 8.0); se hibridaron a 50°C-
65°C, 5X SSC, durante la noche; seguido por lavado dos veces
a 65°C durante 20 minutos con cada una de 2X, 0.5X y 0.2X SSC
que contenia SDS al 0.1%.

Como se utiliza en la presente, "condiciones
altamente astringentes" o "condiciones de alta astringencia"
son aquellas que: (1) emplean baja fuerza idbnica y alta
temperatura de lavado, por ejemplo, cloruro de sodio 0.015
M/citrato de sodio 0.0015 M/dodecil sulfato de sodio al 0.1%
a 50°C; (2) emplear durante la hibridacién un agente
desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida
al 50% (v/v) con albUmina de suero de bovino al 0.1% /Ficoll
al 0.1% /polivinilpirrolidona al 0.1%/solucidén reguladora de
fosfato de sodio 50 mM a pH 6.5 con cloruro de sodio 750 mM,
citrato de sodio 75 mM a 42°C; o (3) emplear formamida al
50%, 5X SSC (NaCl 0.75 M, citrato de sodio 0.075 M), fosfato

de sodio 50 mM (pH 6.8), pirofosfonato de sodio 0.1%, 5X
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solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmbébn por
ultrasonido (50 pg/mL), SDS al 0.1%, y sulfato de dextran al
10% a 42°C, con lavados a 42°C en 0.2X SSC (cloruro de
sodio/citrato de sodio) y formamida al 50% a 55°C, seguida
por un lavado de alta astringencia que consiste de 0.1X SSC
que contiene EDTA a 55°C. El técnico experimentado reconoceré
cémo ajustar la temperatura, fuerza idbdnica, etc., como sea
necesario para acomodar los factores tales como longitud de
la sonda y similares.

Se apreciard por aquel con experiencia ordinaria en
la técnica como resultado de la degeneracién del cdbddigo
genético, que hay muchas secuencias de nucledétidos que
codifican un polipéptido como se describe en la presente.
Algunos de estos polinucledtidos portan una homologia minima
para la secuencia de nucledétidos de cualgquier gen nativo. Sin
embargo, los polinucledétidos que varian debido a 1las
diferencias en la utilidad del codén se contemplan de forma
especifica por la presente descripcidédn. Ademéds, los alelos de
los genes que comprenden las secuencias de polinucledtidos
provistas en la presente se encuentran dentro del alcance de
la presente descripcién. Los alelos son genes enddgenos que

se alteran como resultado de una o mas mutaciones, tales como
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supresiones, adiciones y/o sustituciones de nucledétidos. E1
ARNm resultante y proteinas pueden pero no necesitan tener
una estructura o funcién alterada. Los alelos pueden
identificarse utilizando técnicas estéandar (tales como
hibridacidén, amplificacidén y/o comparacidn de secuencias de
bases de datos).

Los polinucledétidos de esta descripcidén pueden
obtenerse utilizando la sintesis quimica, métodos
recombinantes o PCR. Los métodos de sintesis de
polinucledétidos quimicos se conocen bien en la técnica y no
necesitan describirse en detalle en la presente. Aquel con
experiencia en la técnica puede wutilizar las secuencias
provistas en la presente y un sintetizador de ADN comercial
para producir una secuencia de ADN deseada.

Para preparar polinucledétidos que utilizan métodos
recombinantes, un polinucledétido que comprende una secuencia
deseada puede insertarse en un vector adecuado, y el vector
puede introducirse a su vez en una célula huésped adecuada
para su replicacidén y amplificacidn, como se discute aun mas
en la presente. Los polinucledtidos pueden insertarse en las
células huésped por cualesquier medios conocidos en la

técnica. Las células se transforman al introducir un
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polinucledétido exdgeno por captacidn directa, endocitosis,
transfeccidén, coincidencia F o electroporacién. Una vez
introducido, el polinucledétido exdgeno puede mantenerse
dentro de la célula como un vector no integrado (tal como un
plasmido) o integrarse en el genoma de la célula huésped. El
polinucledétido amplificado de este modo puede aislarse a
partir de la célula huésped por métodos bien conocidos dentro
de la técnica. Véase por ejemplo, Sambrook et al., 1989.

Alternativamente, la PCR permite la reproduccidén de
las secuencias de ADN. La tecnologia PCR se conoce bien en la
técnica y se describe en las Patentes de los Estados Unidos
Nos. 4,683,195, 4,800,159, 4,754,065 y 4,683,202, asi como en
PCR: la Reaccidén de la cadena de la polimerasa, Mullis et al.
eds., Birkauswer Press, Boston, 1994.

E1l ARN puede obtenerse al utilizar el ADN aislado
en un vector apropiado e insertarlo en una célula huésped
adecuada. Cuando la célula se replica y el ADN se transcribe
en ARN, el ARN entonces puede aislarse utilizando métodos
bien conocidos por aquellos con experiencia en la técnica,
como se establece por ejemplo en Sambrook et al., 1989.

Los vectores de expresidén y clonacidédn adecuados

pueden incluir una variedad de componentes, tales como
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secuencias regquladoras promotoras, intensificadoras, y otras
transcripcionales. E1 vector también puede construirse para
permitir la clonacidén posterior de un dominio de anticuerpo
variable en diferentes vectores. Los vectores de clonacién
adecuados pueden construirse de acuerdo con técnicas
convencionales o pueden seleccionarse de una gran cantidad de
vectores de clonacidédn disponibles en la técnica. Mientras que
el vector de clonacidédn seleccionado puede variar de acuerdo
con la célula huésped que pretende utilizarse, los vectores
de clonacidén Utiles generalmente tendran la capacidad de
autorreplicarse, puede poseer un solo objetivo para una
endonucleasa de restriccidén y/o puede portar genes para un
marcador que puede utilizarse en seleccionar clones que
contienen el vector. Ejemplos adecuados incluyen pléasmidos vy
virus bacterianos, por ejemplo, pUC18, pUCl9, Bluescript (por
ejemplo, pPBS SK+) y sus derivados, mpl8, mpl9, pBR322, pMBR9,
ColEl, pCR1l, RP4, ADN de fagos, y vectores de disparo tales
como pSA3 y pAT28. Estos y muchos otros vectores de clonacidn
se encuentran disponibles a partir de vectores comerciales
disponibles de proveedores comerciales tales como BioRad,
Strategene, e Invitrogen. Ademds se proporcionan vectores de

expresidén. Los vectores de expresidn generalmente pueden ser
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constructos de polinucledtidos replicables que contienen un
polinucledétido de acuerdo con la descripcidén. Esto implica
que un vector de expresidén puede replicarse en las células
huésped ya sea como episomas o como una parte integral del
ADN cromosdmico. Los vectores de expresidn adecuada incluyen
pero no se limitan a plésmidos, vectores virales, incluyendo
adenovirus, virus adeno-asociados, retrovirus, c¢dbdésmidos, vy
vectores de expresidédn descritos en la publicacidédn PCT No. WO
87/04462. Los componentes del vector pueden incluir
generalmente pero no limitarse a uno o més de los siguientes:
una secuencia de seflal; un origen de la replicacidédn; uno o
mas genes marcadores; elementos adecuados de control
transcripcional (tales como promotores, intensificadores y el
terminador) . Para la expresioén (es decir, traduccidn),
también se requieren usualmente elementos de control
traductorial, tales como sitios de unidén al ribosoma, sitios
de inicio de la traduccidén, y codones de detencidn.

Los vectores que contienen los polinucledtidos de
interés vy/o los polinucledétidos mismos, pueden introducirse
en la célula huésped por cualquiera de un numero de medios
apropiados, que incluyen electroporacidén, transfeccidn que

emplea cloruro de calcio, cloruro de rubidio, fosfato de
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calcio, DEAE-dextrdn u otras sustancias; bombardeo por
microproyectiles; lipofeccidén; e infeccidn (por ejemplo,
cuando el vector es un agente infeccioso tal como virus de
vacuna). La eleccidén de 1los vectores de introduccidn o
polinucledtidos a menudo dependerd de las caracteristicas de
la célula huésped.

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del
mismo, puede hacerse de forma recombinante utilizando una
célula huésped adecuada. Un &cido nucleico que codifica el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede
clonarse en un vector de expresidn, gue entonces puede
introducirse en una célula huésped, tal como células de E.
coli, wuna célula de 1levadura, una célula de insecto, una
célula de COS de simio, una célula de ovario de hémster chino
(CHO) o una célula de mieloma donde la célula no produce de
otro modo una proteina de inmunoglobulina para obtener la
sintesis de un anticuerpo en la célula huésped recombinante.
Las células huésped preferidas incluyen una célula de CHO,
una célula 293 de rifidén embrionario de humano (HEK) o una
célula Sp2.0, entre la mayoria de las células bien conocidas
en la técnica. Un fragmento de anticuerpo puede producirse

por degradacidén proteolitica u otra degradacidén de un
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anticuerpo de longitud completa, por métodos recombinantes o
por sintesis quimica. Un fragmento de polipéptidos de un
anticuerpo, especialmente polipéptidos més cortos hasta de
alrededor de 50 aminoacidos, puede hacerse de forma
conveniente por sintesis qgquimica. Los métodos de sintesis
quimica para proteinas y péptidos se conocen bien en la
técnica y se encuentran comercialmente disponibles.

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del
mismo de la invencidén puede madurar por afinidad. Por
ejemplo, puede producirse un anticuerpo madurado por afinidad
por procedimientos conocidos en la técnica (Marks et al.,
1992, Bio/Technology, 10:779-783; Barbas et al., 1994, Proc
Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813; Schier et al., 1995, Gene,
169:147-155; Yelton et al., 1995, J. Immunol., 155:1994-2004;
Jackson et al., 1995, J. Immunol., 154(7):3310-9; Hawkins et

al., 1992, J. Mol. Biol., 226:889-896; y W0O2004/058184) .

USOS Y TERAPIAS MEDICAS

En algunos aspectos, la invencidén se proporciona
para métodos terapéuticos para inhibir la actividad de IL-33
utilizando un anticuerpo anti-IL-33 o fragmento de unidén al

antigeno del mismo, en donde lo métodos terapéuticos
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comprenden administrar una cantidad terapéuticamente efectiva
de una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o
fragmento de unidén al antigeno del mismo. El trastorno
tratado es cualquier enfermedad o padecimiento que se mejore,
alivie, inhiba o prevenga por retiro, inhibicidén o reduccidn
de la actividad o sefializacidén de IL-33.

En algunos aspectos, el trastorno es una enfermedad
inflamatoria o trastorno o un padecimiento con al menos un
sintoma asociado con la enfermedad inflamatoria o trastorno.
La enfermedad inflamatoria o trastorno o sintoma puede
mejorarse o reducirse en severidad, duracidén o frecuencia de
apariciédn.

Las enfermedades alérgicas asi como otras
enfermedades en las superficies mucosas o corporales donde
los anticuerpos y fragmentos de unidén al antigeno de 1los
mismos de la invencidén pueden ser efectivos incluyen:
alergias, rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica,
queratoconjuntivitis wvernal, alergias estacionales, alergia
por mascotas, asma, alergias por alimentos, alergia a la
nuez, dermatitis atdpica, rinosinusitis crénica con pdlipos
nasales (CRSwNP), rinitis alérgica, Dbronquitis, enfermedad

pulmonar obstructiva crdénica (EPOC), exacerbaciones virales
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de enfermedad respiratoria, infecciones virales en nifios vy
adultos, (virus sinsicial respiratorio (VSR), rinovirus,
influenza), wurticarias, vy esofagitis eosinofilica. También
pueden tratarse enfermedades que implican fibrosis crénica
por anticuerpos y fragmentos de unidén al antigeno de 1los
mismos de la invencién. Estos incluyen: fibrosis hepéatica,
esteatohepatitis no alcohdélica (NASH) , enfermedad renal
crbnica, fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), escleroderma,
esclerosis sistémica. La enfermedad que implica la lesidn
aguda del tejido también puede tratarse por los anticuerpos y
fragmentos de unidén al antigeno de los mismos de la invencidn
que incluyen: Lesidén renal aguda, sepsis, pancreatitis,
diabetes tipo 1, enfermedad de huésped contra injerto (GVHD),
trasplante de tejido. Otras enfermedades inflamatorias
crbnicas o degenerativas crdnicas que pueden tratarse con los
anticuerpos y fragmentos de unidén al antigeno de los mismos
de la invencidén incluyen: enfermedad de Alzheimer, artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal: sindrome de
intestino irritable (IBS), enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa. Enfermedades adicionales que pueden tratarse con
los anticuerpos y fragmentos de unidén al antigeno del mismo

de la invencidén incluyen esclerosis multiple, psoriasis,
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enfermedad celiaca y enfermedad de Raynaud.

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de 1los
mismos pueden administrarse en combinaciédn con uno o mas
compuestos terapéuticamente activos adicionales. Los
compuestos terapéuticamente activos adicionales incluyen
antagonistas a una o més de IL-la, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4,
1.-5, I1L-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, 1IL-17, 1IL-18,
IL-21, IL-23, IL-25, IL-26, IL-31, IL36 IFN«, IFNy o
antagonistas de sus receptores respectivos, NSAID,
esteroides, y corticosteroides.

Los anticuerpos anti-IL-33 de la presente invencidn
también pueden utilizarse para detectar y/o medir IL-33 o
células que expresan IL-33 en una muestra, por ejemplo, para
propdésitos de diagndéstico. Por ejemplo, puede utilizarse un
anticuerpo anti-IL-33 o fragmento del mismo para diagnosticar
un padecimiento o enfermedad caracterizada por la expresidn
aberrante (por ejemplo, sobreexpresidn, subexpresidn,
carencia de expresidn, etc.) de IL-33. Los ensayos de
diagndéstico ejemplares para IL-33 pueden comprender, por
ejemplo, poner en contacto una muestra obtenida de un
paciente con un anticuerpo anti-IL-33 de la invenciédén, en

donde el anticuerpo anti-IL-33 se etiqueta con una etiqueta



10

15

20

122

detectable o molécula reportera.

Como se utiliza en la presente, "portador
farmacéuticamente aceptable " o "excipiente farmacéuticamente
aceptable " incluye cualquier material gque cuando se combina

con el ingrediente activo, permite al ingrediente mantener su
actividad bioldégica y gque no sea reactivo con el sistema
inmune del sujeto. Ejemplos incluyen pero no se limitan a
cualgquiera de los portadores farmacéuticos convencionales
tales como solucién salina regulada por fosfato, agua,
emulsiones tales como emulsidén de aceite/agua, vy diversos
tipos de agentes humectantes. Los diluyentes preferidos para
un aerosol o administracidén parenteral son solucidén salina
regulada por fosfato (PBS) o solucidén salina normal (0.9%).
Las composiciones que comprenden tales portadores se formulan
por métodos convencionales bien conocidos (véase, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a edicién, A.
Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; vy
Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 20th Ed.,

Mack Publishing, 2000).

COMPOSICIONES

El anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del



10

15

20

123

mismo de la invencidén puede formularse como una composicidn

farmacéutica. La composicidén farmacéutica puede ademés
comprender un portador, excipiente y/0 estabilizador
farmacéuticamente aceptables (Remington: The Science and

practice of Pharmacy 20a Ed., 2000, Lippincott Williams vy
Wilkins, Ed. K. E. Hoover), en forma de 1la formulacidn
liofilizada o solucidén acuosa. Los portadores, excipientes o
estabilizadores aceptables no son tdéxicos para los receptores
a las dosificaciones y concentraciones, y pueden comprender
soluciones reguladoras tales como fosfato, citrato, y otros
dcidos orgénicos; antioxidantes que incluyen &cido ascdrbico
y metionina; conservadores (tales Como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro
de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de alrededor de 10 residuos); proteinas tales como
albimina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,

arginina o lisina; monosacaridos, disacéaridos, y otros
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carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextranos;
agentes quelantes tales como EDTA; azucares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones que
forman sal tales como sodio, complejos metédlicos (por
ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o agentes tensioactivos
no idénicos tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol
(PEG) . Los excipientes farmacéuticamente aceptables se
describen aun méds en la presente.
Dosificacién

Como se utiliza en la presente, una “dosificacidn
efectiva”, “cantidad efectiva” o “cantidad terapéuticamente
efectiva” de farmaco, compuesto o composicidén farmacéutica es
una cantidad suficiente para efectuar cualquiera de uno o mas
resultados benéficos o deseados. Para uso profilédctico, 1los
resultados benéficos o deseados incluyen eliminar o reducir
el riesgo, reduccidén de la severidad o retraso del inicio de
la enfermedad, incluyendo sintomas bioquimicos, histoldégicos
y/o conductuales de la enfermedad, sus complicaciones vy
fenotipos patoldgicos intermediarios que se presentan durante
el desarrollo de la enfermedad. Para uso terapéutico, los
resultados benéficos o deseados incluyen resultados clinicos

tales como reduccidén de la inflamacidn o uno o mas sintomas
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que resultan de alta expresidn de la IL-33 activa, reducir la
dosis de otros medicamentos requeridos para tratar la
enfermedad, intensificar el efecto de otro medicamento, vy/o
retrasar el avance de la enfermedad de los pacientes. Una
dosificacién efectiva puede administrarse en una o mas
administraciones. Para propdésitos de esta invencidn, una
dosificacidén efectiva de un farmaco, compuesto o composicidn
farmacéutica es wuna cantidad suficiente para completar el
tratamiento profildctico o terapéutico vya sea directa o
indirectamente. Como se entenderd en el contexto clinico, una
dosificacidén efectiva de un farmaco, compuesto o composicidn
farmacéutica puede obtenerse no con otro farmaco, compuesto o
composicién farmacéutica. De este modo, puede considerarse
una “dosificacién efectiva” en el contexto de administrar uno
o0 mas agentes terapéuticos, vy puede considerarse un solo
agente para darse en una cantidad efectiva si junto con uno o
mads agentes diferentes puede tener o lograrse un resultado
deseable.

Un “individuo” o un "sujeto" es un mamifero, de
mayor preferencia un humano. Los mamiferos también incluyen
pero no se limitan a animales de granja, animales deportivos,

mascotas, primates, caballos, perros, gatos, ratones y ratas.
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En algunas modalidades, el método o uso comprende
administrar una dosis inicial de alrededor de 0.025 mg/kg a
alrededor de 20 mg/kg de un anticuerpo o fragmento de unidn
al antigeno del mismo o una composicidén farmacéutica de la
invencién. La dosis inicial puede seguirse por una O mas
dosis posteriores. En algunas modalidades, puede
administrarse una o mas dosis posteriores al menos cualquiera
de una vez a la semana, una vez cada dos semanas, cada tres
semanas, cada cuatro semanas, cada cinco semanas, cada seis
semanas, cada siete semanas, cada ocho semanas, cada nueve
semanas, cada diez semanas, cada once semanas o cada doce
semanas.

En algunas modalidades, el método o uso comprende
administrar una dosis fija de alrededor de 0.25 mg a
alrededor de 2000 mg de un anticuerpo o fragmento de unidén al
antigeno del mismo de la invencién. En algunas modalidades,
el anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo, se
administra una vez a la semana, cada dos semanas, cada tres
semanas, cada cuatro semanas, cada cinco semanas, cada seis
semanas, cada siete semanas, cada ocho semanas, cada nueve
semanas, cada diez semanas, cada once semanas o cada doce

semanas.
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KITS

La invencidén también proporciona kits o u articulo
de fabricacién que comprende un anticuerpo o fragmento de
unidén al antigeno del mismo de la invencidn, e instrucciones
de uso. En consecuencia, en algunas modalidades se
proporciona un kit o un articulo de fabricacidén que comprende
un recipiente, una composicidén dentro del recipiente que
comprende un anticuerpo antagonista anti-IL-33, y un inserto
de paquete gque contiene instrucciones para administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo antagonista
anti-IL-33 para el tratamiento de un paciente en necesidad
del mismo.

En ciertas modalidades, el kit puede contener tanto
un primer recipiente que tiene una proteina seca y un segundo
recipiente que tiene wuna formulacidén acuosa. En ciertas
modalidades, se incluyen kits que contienen jeringas llenadas
previamente de simples vy mUltiples cédmaras (por ejemplo,
jeringas con liquido y liojeringas).

Las instrucciones relacionadas con el uso de
anticuerpos o fragmentos de unidén al antigeno de los mismos
de la invencidén generalmente incluyen informacidén como

dosificaciédn, esquema de dosificaciédn, % via de
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administracidn para el tratamiento pretendido. Los
recipientes pueden ser dosis unitarias, pagquetes por volumen
(por ejemplo, paquetes de miltiples dosis) o dosis
subunitarias. Las instrucciones suministradas en los kits de
la invencidn tipicamente son instrucciones escritas en una
etiqueta o inserto de pagquete (por ejemplo, una hoja de papel
incluida en el kit), pero también son aceptables
instrucciones compatibles con magquina (por ejemplo,
instrucciones llevadas a cabo en un disco de almacenamiento
magnético u o6ptico).

Los kits de esta invencidén se encuentran en un
embalaje adecuado. El embalaje adecuado incluye pero no se
limita a, frascos, botellas, jarras, embalajes flexibles (por
ejemplo, bolsas selladas con Mylar o pléastico), y similares.
También se contemplan pagquetes para su uso en combinacidédn con
un dispositivo especifico, tal como un inhalador, dispositivo
de administracién nasal (por ejemplo, un atomizador) o un
dispositivo de infusidén tal como una minibomba. Un kit puede
tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente
puede ser una bolsa con solucidédn intravenosa o un frasco que
tenga una tapa ©perforable por una aguja de inyeccidn

hipodérmica). El1l recipiente también puede tener un puerto de
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acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una
bolsa con solucidén intravenosa o un frasco que tiene una tapa
perforable por una aguja de inyeccidén hipodérmica). E1
recipiente ademas puede comprender  un Segundo agente
farmacéuticamente activo.

Los kits pueden proveer opcionalmente componentes
adicionales tales como soluciones reguladoras e informacidn
de interpretacién. Normalmente, el kit comprende un
recipiente vy una etiqueta o insertos de paquete en o

asociados con el recipiente.

DEFINICIONES

Cuando se utiliza "alrededor" o "aproximadamente"
junto con una variable numérica que se mide, se refiere al
valor indicado de la wvariable y a todos los valores de la
variable que se encuentran dentro del error experimental del
valor indicado (por ejemplo, dentro del intervalo de
confianza al 95% para la media) o dentro del 10 por ciento
del wvalor indicado, lo gque sea mayor. Los margenes numéricos
son inclusivos de los numeros que definen el margen.

Como se utiliza en la presente, "vector" significa

un constructo, que es capaz de suministrar, y de preferencia,
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que expresan uno o mas genes O secuencias de interés en una
célula huésped. Ejemplos de vectores incluyen pero no se
limitan a, vectores virales, vectores de expresidén de ADN o
ARN desnudo, pléasmidos, cbsmidos o vectores de fagos,
vectores de expresidn de ADN o ARN asociados con agentes de
condensacién catidnica, vectores de expresiédn de ADN o ARN
encapsulados en liposomas, y ciertas células eucaridticas,
tal como células productoras.

El término "identidad" como se conoce en la
técnica, se refiere a una relacidédn entre las secuencias de
dos o més moléculas de polipéptidos o dos o mas moléculas de
dcidos nucleicos, como se determinan al comparar las
secuencias. En la técnica, "identidad" también significa el
grado de relacidén de secuencias entre las secuencias de
polipéptidos o molécula de &cidos nucleicos, como pueda ser
el caso, como se determina por la coincidencia entre las
cadenas de secuencias de nuclebétidos o aminoédcidos. La
"identidad" mide el por ciento de coincidencias idénticas
entre dos o mas secuencias con alineaciones de espacio
dirigidas por un modelo matematico particular de programas
por computadora (es decir, "algoritmos").

El término "similaridad" es un concepto relacionado
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pero en contraste con el de "identidad", se refiere a una
medida de similaridad que incluye tanto coincidencias
idénticas como coincidencias de sustitucidén conservadora.
Puesto que las sustituciones conservadoras aplican a
polipéptidos y no a moléculas de &cidos nucleicos, 1la
similaridad Unicamente aplica con comparaciones de secuencias
de polipéptidos. Si por ejemplo, dos secuencias de
polipéptidos tienen de 10 a 20 aminodcidos idénticos, y las
restantes son sustituciones no conservadoras, entonces el por
ciento de identidad y similaridad podrian ser de 50%. Si en
el mismo ejemplo, hay 5 ©posiciones mas donde existen
sustituciones conservadoras, entonces el ©por ciento de
identidad ©permanecerd en 50%, pero el por ciento de
similaridad podria ser de 75% (15 de 20). Por lo tanto, en
casos donde existen sustituciones conservadoras, el grado de
similaridad entre dos secuencias de polipéptidos serd mayor

que el por ciento de identidad entre aquellas dos secuencias.

EJEMPLOS
Los métodos y materiales ejemplares se describen en
la presente, aunque también pueden utilizarse métodos vy

materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en
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la presente en la practica o pruebas de la presente
invencién. Los materiales, métodos, y ejemplos uUnicamente son

ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

EJEMPLO 1 Aislamiento de anticuerpos monoclonales de rata que
se unen a IL-33 humana

Se inmunizaron ratas Sprague-Dawley con multiples
inyecciones subcutédneas con IL-33 humana recombinante (SEQ ID
NO:1), aminodcidos S5112-T270, R&D Systems, Minneapolis, MN;
Cat. No. 3625-IL/CF) en adyuvante de aluminio. Los sueros que
mostraron actividad de unidén a la IL-33 humana biotinilada se
inmovilizaron en una placa ELISA recubierta con
estreptavidina que también se selecciondé por bloqueo de la
unién de 10 ng/ml de IL-33 humana biotinilada en ST2-Fc
humana (SEQ ID NO:2) que se ha capturado por Fc anti-humana
inmovilizada en una placa ELISA. Para los ensayos, la
actividad de la citocina se mantuvo por la reduccidén de IL-33
humana de tipo silvestre con ditiotreitol (DTT) o al utilizar
una variante mm2 (SEQ ID NO:3) de IL-33 humana, en la cual se
hicieron mutar los cuatro residuos de cisteina a serina. A
partir de la rata con la mayor titulacidén, se seleccionaron

los hibridomas y células B cultivadas enrigquecidas con perlas
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recubiertas de IL-33 para anticuerpos con unién a IL-33
humana, bloqueo de IL-33 humana/unidén a ST2-Fc, y
neutralizacidén de la actividad de IL-33 humana en células
HEK-293 que expresaban de forma estable ST2 y un plasmido que
expresaba fosfatasa alcalina secretada Dbajo un promotor
sensible a NFkB. Se identificaron doscientos wveintisiete
anticuerpos que se unian a IL-33, de los cuales 6 anticuerpos
(30A1, 30B11, 7E8, 9B3, 12F9, vy 14D8) también neutralizaron
la unidén a IL33-ST2 y la actividad de las células reporteras
y se eligieron para su clonacién molecular vy anadlisis

posterior.

EJEMPLO 2 Clonacién de 1las regiones variables de cadenas
pesada y ligera del anticuerpo anti-IL-33 de rata

Las regiones variables de cadenas pesada y ligera
de los anticuerpos anti-IL-33 neutralizantes se clonaron
utilizando el Sistema de sintesis de ADNc SMART® (Clontech
Laboratories Inc. of Mountain View, California) seguida por
amplificacidédn de PCR. E1 ADNc se sintetizdé a partir de 1 ug
de ARN total aislado de aproximadamente 500,000 células B
clonadas (14D8, 12F9) o células de hibridoma 7E8, 9B3, 30Al,

30B11, wutilizando el kit RNEasy (Qiagen) y el oligo SMART®
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ITA (Clontech Laboratories 1Inc.) con transcriptasa inversa
SuperscriptIIm{(Clontech Laboratories Inc.). E1 ADNc entonces
se amplificé por PCR utilizando un cebador que atrae a la
secuencia oligo SMART® IIA vy a cebador especifico de 1la
regidén constante de rata (Kappa de rata para la cadena ligera
e IgGl de rata para la cadena pesada) con la mezcla maestra
de polimerasa verde GoTag (Promega). Los productos PCR de
cadenas pesada y ligera se subclonaron en el vector pCR4-TOPO
(Invitrogen) y se determindé la secuencia de &cidos nucleicos.
Este método es ventajoso en gque no se requiere de un
conocimiento previo de la secuencia de ADN. Ademas, la
secuencia de ADN resultante no se altera por el uso de
cebadores PCR degenerados.

Las regiones variables pesadas entonces se clonaron
en el vector de expresidén de mamifero pSMED2 que contenia la
regién constante de IgGl humana (SEQ ID NO:9) que se hizo
mutar para eliminar su funcidén efectora (Leu234Ala, Leu235Ala
y Gly237Ala, numeracidédn EU; Patente de los Estados Unidos No.
5,0624,821), produciendo cadenas pesadas guiméricas. Las
regiones variables ligeras se clonaron en los vectores de
expresién de mamifero pSMEN3 que contenian la regidn

constante kappa de humano (SEQ ID ©NO:30) para producir
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cadenas ligeras quiméricas. En los casos de los anticuerpos
9B3, 14D8, 30Al1, y 30B11, los segmentos J més cercanos de la
cadena kappa de humano (SEQ ID NOs:12, 82) también se
utilizaron para remplazar los segmentos J de la cadena kappa
de rata para mejorar la expresidédn de los anticuerpos

quiméricos.

EJEMPLO 3 Neutralizacién de IL-33 por los anticuerpos anti-
IL-33 humana

Los seis anticuerpos quiméricos mostraron unirse a
IL-33 humana y neutralizar su actividad en el ensayo de
células reporteras basado en células NFkB de St2 de HEK293

descrito en el Ejemplo 1, como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Inhibicién de la actividad de IL-33 (mm2) en el
ensayo de células reporteras NFkB de ST2 de HEK293 por
anticuerpos progenitores anti-IL-33 de rata y quimeras de

rata/humano de los mismos
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Anticuerpo HC LC ICsg de IL- | réplicas
SEQ SEQ 33
NO NO humana (mm2)
de NFkB de
St2 de
HEK293 (nM)
Hibridoma 7ES8 0.018 3
Hibridoma 9B3 0.076 3
Hibridoma 30Al 0.665 3
Hibridoma 30B11 0.056 3
Quimera 7ES8 28 31 0.049 3
Quimera 9B3/hu J 40 83 0.056 3
Quimera 30Al 69 71 0.270 3
Quimera 30Bl11/hu J 78 89 0.028 3
Quimera 12F9 51 53 2.71 3
Quimera 14D8/hu J 59 85 2.03 3
mAb Enzo ALX-804-728 32.8% a 3
(IL33026B) 952nM
mAb Enzo ALX-804-840 238.74 3
Nessyl
mAb del clon [4E9] 10.6% a 3
Abcam ab-72844 952nM
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También se probaron los anticuerpos quiméricos para
determinar su capacidad de neutralizar IL33 de mono
cynomolgus, utilizando el ensayo de NFkB de ST2 de HEK293 con
una variante de IL33 de mono cynomolgus en la cual sus tres
residuos de cisteina se hicieron mutar a serina (SEQ 1ID
NO:5). 7E8, 30Al, y 30B11 fueron capaces de neutralizar la
IL33 de mono cynomolgus a una ICsy de 0.21, 2.95, y 0.20 nM,
respectivamente, mientras que 12F8 'y 14B8 no, y  9B3

unicamente mostrd una neutralizacidédn débil (Tabla 5).

Tabla 5. Inhibicién de 1la actividad de 1IL33 de mono
cynomolgus en el ensayo de células reporteras de ST2-NFkB por
anticuerpos anti-IL-33. Los anticuerpos se titularon contra

0.1ng/ml de IL33 de mono cynomolgus.

Anticuerpo No. SEQ No. SEQ ICsg de IL33 de réplicas
de HC de LC mono cynomolgus

de NFkB de ST2 de

HEK293 (nM)
7E8 de rata 0.21 3
9B3 de rata 23% a 20nM 3

30A1 de rata 2.95 3
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30B11 de 0.20 3
rata
9B3 quimera 40 42 35% a 20nM 3
12F9 quimera 51 53 3.6% a 20nM 3
Quimera 78 89 0.11 3
30B11/hu J
Quimera 59 85 11% a 20nM 3
14D8/hu J
ST2-Fc de 2 0.045 3
humano

EJEMPLO 4 Agrupacién de epitopos de anticuerpo anti-IL-33

Los seils anticuerpos neutralizantes se agruparon en
receptores con epitopos basados en un ensayo de competencia
utilizando un biosensor Octet. Las puntas Octet recubiertas
con estreptavidina se cargaron con 10 ug/ml de biotina-hIL-33
(mm2) durante 150 segundos, se transfirieron a una solucidn
reguladora de bloqueo (BSA al 1% en PBS) durante 50 segundos,
después se transfirieron a un pozo que contenia uno de los
seis anticuerpos durante 290 segundos para permitir que el
primer anticuerpo se una a IL-33. Las puntas se transfirieron
después a un Segundo pozo que contenia un segundo anticuerpo

durante 290 segundos. Los anticuerpos se clasificaron como no
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competidores si el segundo anticuerpo mostrd un incremento en
la sefial del Dbiosensor que se produjo por el primer
anticuerpo, y se clasificaron como competidores si el segundo
anticuerpo no produjo un incremento adicional en la sefial
(Tabla 6). Basado en estos datos de competencia, los
anticuerpos 7E8, 9B3, 30Al1, y 30B11 definieron un grupo de
epitopos, vy 12F9 vy 14D8 definieron un segundo epitopo no

solapado.

Tabla 6. Agrupacién de epitopos de los anticuerpos anti-IL-33

por el biosensor Octet

1°7% Ab TE8 9B3 30A1 30B11 12F9 14D8

(hileras),

29 Ab

(columnas)

TE8 - - - - + +
9B3 - - - - + +
30A1 - - - - + +
30B11 - - - - + +

12F9 + + + + - -
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14D8 + + + + - -

Tabla 6. Los anticuerpos se enlazaron secuencialmente a las
puntas Octet de Il-33-saturado. Un “+” indica que el segundo
anticuerpo (indicado por el encabezado de 1la columna)
enlazado en presencia del primer anticuerpo (indicado por los
encabezados de las hileras). Un “-“ indica que no se observa

un 1incremento de seflal después de la adicién del segundo

anticuerpo.

EJEMPLO 5 Humanizacién del anticuerpo anti-IL-33 de rata

Las versiones humanizadas de 1los anticuerpos de
neutralizacién 7E8, 9B3, 12F9, y 30Bl1 de rata se generaron
al injertar la regidén determinante de complementariedad
(CDR) (denominada en lo sucesivo como “injertadas en CDR”).
Las CDR de cadena pesada se injertaron sobre una regidén de
marco de DP-54 de humano (subgrupo de VH3; SEQ ID NO:7) con
un segmento de JH4 (SEQ ID NO:8), mientras que las CDR de
cadena ligera se injertaron sobre una estructura de DPK9 de
humano (subgrupo VKI; SEQ ID NO:11) con un segmento JK4
(SEQ ID NO:12). Las regiones de Vy humanizadas se unieron a
la regidén constante de IgGl humana mutada en su funcidn

efectora (SEQ ID NO:9) vy después se subclonaron en un
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vector de expresidén de propiedad para generar la cadenas
pesadas i1injertadas de CDR SEQ ID NO:92 (injerto de CDR
7TE8), 99 (injerto de CDR 9B3), 104 (injerto de CDR 12F9), vy
109 (injerto de CDR 30Bl1l). Una segunda versidén de 30B11
injertado en CDR incorpord el residuo de rata (valina) en
la posicién 71 en la cadena pesada en lugar del residuo de
arginina de la linea germinal, con la cadena pesada
resultante designada SEQ ID NO:112. Las regiones de Vi
humanizadas se fusionaron en la regidén constante kappa de
humano (SEQ ID NO:13) y después se subclonaron en un vector
de expresidédn de propiedad para crear las cadenas ligeras
injertadas en CDR de SEQ ID NO:93 (injerto de CDR 7E8), 100
(injerto de CDR 9B3), 105 (injerto de CDR 12F8), vy 110
(injerto de CDR 30B11l). 7E8 también se insertd sobre otros
marcos de la linea germinal de VH3 (DP47, acceso
CAAT78217.1; DP31, acceso CAA78203.1; DP50, acceso
CAA78220.1) vy tuvieron una actividad basada en células
similares vy la unidén no especifica de aquel de 7ES8

injertado de CDR (SEQ ID NO:92, 93).

Ejemplo 6 Neutralizacién de IL-33 humana recombinante vy

nativa e IL33 recombinante de mono cynomolgus por anticuerpos
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IL-33 humanizados

7E8, 9B3, 12F9, y 30Bl1l injertados de CDR mostraron
neutralizar 1la actividad de IL-33 humana en el ensayo de
células reporteras de NFkB de ST2 de HEK293 descrito en el
Ejemplo 1. En particular, 7E8 injertado de CDR mostrd una ICsg
de 0.019 nM, casi idéntica a la ICsg de 0.024 nM mostrada por
el hibridoma 7E8 (Tabla 7). 12F9 injertado de CDR Unicamente
mostrdé una inhibicidén parcial a una alta concentracién (Tabla
7) en lugar que la inhibicidén completa con una ICsy de 2.71 nM
observada para 12F9 quimérico (Tabla 4). 9B3 vy 30B1l1
injertados de CDR tuvieron valores de ICsyp de 0.520 y 0.368
nM, respectivamente (Tabla 7), aproximadamente una actividad
reducida de 10 veces en relacidén con las versiones quiméricas
de estos anticuerpos (Tabla 4). Una segunda versidén de 30B11
injertada de CDR que contenian la mutacidén inversa r71V del
marco de cadena pesada mostraron una reduccidédn similar en
potencia comparada con la gquimera de una ICsy de 0.278 nM
contra 0.028 nM (Tabla 7, Tabla 4).
Tabla 7: Neutralizacién de la actividad de IL-33 humana (mm2)
por los anticuerpos de iL33 injertados de CDR en el ensayo de

células reporteras de NFkB de ST2 de HEK293
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Anticuerpo NO SEQ NO SEQ ICsq (nM) | réplicas
DE HC DE LC

7E8 injertado de CDR 92 93 0.019 3

9B3 injertado de CDR 99 100 0.520 3

12F9 injertado de CDR | 104 105 34% a 3

125nM

30B11 injertado de 109 110 0.368 3

CDR

R71V de 30B1l1 112 110 0.278 3

injertado de CDR

ST2-Fc de humano 2 0.043 3

7TE8 de rata 0.024 3

El 7E8 injertado de CDR vy el hibridoma 7ES8
mostraron aun mas tener una potencia de neutralizacidn
similar en el ensayo de células reporteras ST2-NFkB con IL33
de mono cynomolgus (0.069 nM y 0.032 nM, respectivamente;
Tabla 8), similar a su actividad en el ensayo de célula
reportera STZ2-NFkB con IL-33 humana (mm2) (ICsy; de 0.043 nM
para ambos de 7E8 injertado de CDR e hibridoma 7E8; Tabla 8).
El 7E8 injertado de CDR y el receptor ST2-Fc de IL-33 humana
soluble mostrdé una potencia neutralizante similar en IL-33

humana (mm2) (0.043 nM y 0.056 nM, respectivamente) y en IL-
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33 humana que retuvo los residuos de cisteina humana de tipo

silvestre

Tabla 8:

ensayo de NFkB de ST2 de HEK293 por los

(3.21 nM y 1.89 nM,

de hibridoma e injertado de CDR 7ES8.

respectivamente;

Tabla 8).

Inhibicidén de la neutralizacién de IL-33 en el

anticuerpos derivados

humano

Anticuerpo | NO NO SEQ ! ICsy de IL- ! ICso de IL- | ICsg de IL-
SEQ DE LC 33 humana 33 ciano 33 humana
DE HC (mm2) de de NFkB de (R&D) de
NFkB de ST2 de NFkB de
ST2 de HEK293 ST2 de
HEK293 (nM) HEK293
(nM) (nM)
TE8 0.043 0.032 ND
9B3 0.17 2.72 ND
30A1 0.47 0.14 ND
30B11 0.038 0.084 ND
7TE8 92 93 0.043 0.069 3.21
injertado
de CDR
ST2-Fc de |2 0.056 0.005 1.89
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Tabla 8: Inhibicién de la neutralizacién de IL-33
en el ensayo de NFkB de ST2 de HEK293 por los anticuerpos
derivados del hibridoma progenitor y humanizado injertados de
CDR 7E8. Las series de dilucidén de los anticuerpos se
probaron contra 0.1 ng/ml de IL-33 (mm2), 0.1 ng/ml de IL33
de mono cynomolgus, vy 2 ng/ml de IL-33 humana (R&D). Los

ensayos se corrieron por triplicado con un margen de dosis de

IL-33 0.0018-30 nM (R&D). ND, no determinado.

EJEMPLO 7 Neutralizacién de 1la actividad de IL-33 nativa a
partir de los extractos celulares humanos por anticuerpos de
IL-33

Se mostrd aun mads que el 7TE8 injertado de CDR
neutralizé la actividad de la IL-33 humana nativa producida
por fibroblastos cultivados de pulmdn humano. Las pasadas
iniciales de la linea HRFL-1 de fibroblastos de pulmdédn de
humano (ATCC) se hicieron crecer en DMEM+suero fetal de
bovino (FBS) al 10% inactivado por calor +1L-
glutamina/penicilina/estreptomicina + 1/100 HEPES. Cuando las
células alcanzaron 95-100% de confluencia, se elimindé el
medio y se remplazdé con el mismo medio sin suero y se

incubaron durante 24 horas Entonces se elimindé el medio, se
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remplazé con 20 ng/ml de TNF-a, y se incubd durante 14 horas
adicionales. Las células se cosecharon por tripsinizacién, se
formaron pelotillas y congelaron en un medio libre de suero.
Los lisados se prepararon por cinco ciclos de congelacidn-
descongelacién a -20°C, se llevaron a DTT 10 mM, vy las
muestras se centrifugaron y diluyeron para la evaluacidén de
la actividad de IL-33. Los lisados <celulares de HFL-1
mostraron activar el gen reportero NFkB en el ensayo de
células reporteras de NFkB de ST2 de HEK293, y esta actividad
podria blogquearse parcialmente por ST2-Fc de humano soluble
(SEQ ID NO:2) y un anticuerpo policlonal neutralizante anti-
IL-33. La actividad se Dbloquedé completamente por 1los
anticuerpos y quimeras 7E8, 9B3, 30All, y 30B11 de rata y por
14D8 qguimérico, indicando que estos anticuerpos pueden
reconocer y neutralizar IL-33 enddbgena producida en células

primarias de humano.

Tabla 9. Inhibicién de IL-33 humana nativa a partir de lisado
de fibroblastos de pulmén de humano por anticuerpos anti-IL-

33
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Anticuerpo | NO NO % de % de réplicas
% de
SEQ | SEQ | inhibiciédn inhibicidn
inhibicidn
DE DE del Ab 10 de 2Ab 0.1
de Ab 1 nM
HC LC nM nM
7TE8 112.9 110.5 112.1 3
9B3 107.7 99.2 55.1 3
30A1 107.9 77.3 35.4 3
30B11 112.7 108.4 93.5 3
Quimera 111.3 96.0 52.5 3
40 42
9B3
Quimera 51 53 104.0 82.6 44 .3 3
12F9
Quimera 69 87 107.2 98.5 63.8 3
30A1/hu J
Quimera 78 89 109.8 109.3 101.7 3
30B11/hud
Quimera 59 60 107.2 99.6 0l.1 3
14D8/ hud
ST2-Fc de 2 53.9 43.4 30.6 3

humano
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R&D del Ab 84.6 -2.4 -0.9 3
policlonal
anti-IL-33
Ab (AF3625)
Isotipo -8.2 2.5 1.9 3

control de

IgGl de rata

Control de -11.3 -6.9 -3.5 3

Fc de humano

Tabla 9. El1 lisado de fibroblastos de pulmédn de
humano (HFL-1) en una dilucidén de 64 veces se incubd con
anticuerpos 0.1, 1 o 10 nM en el ensayo de NFkB de ST2 de
HEK293. El1l lisado solo produjo un incremento de 3.9 veces de
sefial sobre el medio solo. El1 por ciento de inhibicidén se
calculdé como 100 x (1-(muestra de prueba- medio solo)/ (lisado

solo — medio solo)).

EJEMPLO 8 Los anticuerpos anti-IL-33 neutralizan IL-33 con
alta potencia
Para medir la afinidad de unidén del anticuerpo a

IL-33 en un ensayo que no se afecte por la concentracidédn del
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ligando, los experimentos se disefiaron con el sistema de
ensayo de célula reportera de NFkKkB de ST2 de HEK293 en el
cual podria realizarse un andlisis de Schild para calcular
una medida independiente de la concentracidén del ensayo y
ligando de 1la afinidad de 7E8 para IL-33 (Arunlakshana vy
Schild, 1959). La ECsg de IL-33 se determindé en multiples
concentraciones del injerto de CDR 7E8 (SEQ ID NOs:92, 93) en
el ensayo de células reporteras de NFkB ST2, y se calculd una
kB de 6.01 pM (Tabla 10) para IL-33 (mm2) y de 83.45 pM para
IL-33 humana de tipo silvestre (R&D).

IL-33 también es un coestimulador ©potente de
produccidén de IFNy, a partir de las células exterminadoras
naturales en la sangre, cuando el coestimulo es de IL-12. Se
purificaron células mononucleares periféricas humanas (PBMC)
a partir de sangre humana heparinizada por Ficoll y después
se trataron con IL-12 durante 2 horas, seguidas por el
tratamiento con una mezcla de IL-33 a 5 pM y una titulacidn
de dosis de anticuerpos anti-IL-33. El sobrenadante de
cultivo se recolectd 20 horas después de la adicidn de IL-33,
y los niveles de IFNa se midieron por un lector de placas MSD
(Meso Scale Diagnostics, Rockville, MD). En las PBMC de

humano y similar a la observaciédn hecha en el ensayo de
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células reporteras de NFkB de ST2 de HEK293, la inhibicidén de

7TE8 en IL-33 (mm2) produjo una kB calculada de 1.04 y 6.64 pM

en dos donadores. De este modo, la afinidad aparente del

injerto de CDR 7E8 para IL-33 (mm2) es muy alta, en el margen
picomolar de un solo digito y debajo de 100 pM para IL-33 de
tipo silvestre.

Tabla 10. Analisis de Schild de la inhibicién del injerto de
CDR 7E8 en la actividad de IL-33 en células reporteras de

NFkB de ST2 de HEK293 y PBMC de humano

ECso de
ECsy de células
células reporteras
reporteras de NFkB de
de NFkB de ST2 de ECsg de PBMC de humano en
ST2 de HEK293 en IL-33 (mm2) (pM)
HEK293 en IL-33
IL-33 (mm2) (sistemas
(pM) de R&D)
Tratamiento (pM)
donador 149 | donador 172
IL-33 sola 1.0 8.4 1.0 19.7
IL.-33 + 7E8 653.4 ND
2826.5 ND
20 nM
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IL-33 +7E8 2 nM | 262.4 102.7 2826.5 1216.1
IL-33 + 7E8 200 25.8 399.6
29.1 262 .4
pM
IL-33 + 7E8 20 10.2 154.4
2.6 29.1
PM
IL-33 + 7E8 2 8.0 23.2
ND 2.6
PM
IL-33 + 7E8 0.2 ND 15.1
ND 0.9
pM
Kg (pvy calculada 6.01 83.45 1.04 6.64
Tabla 10: 0.028pM 55.5 nM réplicas). ND, no
determinado. Andlisis de Schild de la neutralizacidén de 7E8 injertada de

CDR en IL-33 (mm2) o IL-33 humana de tipo silvestre

(sistemas de R&D)

a

las concentraciones especificadas en las células reporteras de NFkB de
ST2 de HEK293 o PBMC de humano. Un grafico de log([A’]/[A])-1) vs -
log[B], donde A’ es la ECsqg de IL-33 en presencia de anticuerpo, A es la
ECsg de IL-33 en ausencia de anticuerpo, y B es la concentracién de

anticuerpo, produce una interseccién X igual a kB, una aproximacidédn de la

constante de equilibrio para la unién del anticuerpo a IL-33.

EJEMPLO 9 Afinidad de unién de los anticuerpos IL-33 a IL33
humana y de mono cynomolgus

Se midié la wunién a IL33 humana vy de mono
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cynomolgus por resonancia de plasmbdn de superficie utilizando
un instrumento BIAcore T200. Se dinmovilizdé un Fc de
anticuerpo anti-humano en un chip CM5, vy se capturaron
anticuerpos anti-IL-33. La IL-33 humana (mm2) o IL33 de mono
cynomolgus se hizo fluir sobre el chip at 50 0l/min durante
45 segundos sobre el margen de concentracién de 3.9-125 nM y
se le dejd disociarse durante 240-1500 segundos. Los valores
de afinidad se determinaron como se muestra en la Tabla 11
siguiente. Todos los anticuerpos enlazados a IL-33 humana con
afinidades que oscilaban de 171-540 pM. El1 12F9 quimérico vy
el 14D8 quimérico capturados no se unieron a IL33 de mono
cynomolgus 125 nM en solucidén, mientras que 7E8 injertado de
CDR, 9B3 guimérico, 30A1 qguimérico, vy 30B11 qguimérico se
enlazaron a una e IL33 humana y de mono cynomolgus en fase de

soluciédn.

Tabla 11. Afinidad de unién de IgG anti-IL-33 a IL33 humana y
de mono cynomolgus medida por resonancia de plasmén de

superficie en un formato de captura de IgG
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Anticuerpo NO NO KD de IL-33 KD de IL33 de mono
SEQ SEQ humana (mmZ2) cynomolgus (pM)
DE HC | DE LC | (pM)
injerto de 92 93 171 + 21.8 142.4 + 4.6
CDR 7ES8
Quimera 9B3 |40 42 456.96 = 835.9 = 42.3
56.75
Quimera 51 53 408.15 + sin unién (IL-33 125
12F9 46.75 nM)
14D8 huJdseg 59 85 394.45 + sin unidén (IL-33 125
30.45 nM)
30A1 hu 69 87 540.3 + 52.2 1196.5 £ 7.8
Jseqg
30B11 hu 78 89 366.7 £ 5 148.25 £ 15.95
Jseqg
JEMPLO 10 Evaluacién cinética de TE8 utilizando

metodologias de resonancia de plasmén de superficie y KinExA™

A pesar que la afinidad aparente de los anticuerpos
medidos como IgG capturada fue significativamente menor que
su potencia en la neutralizacidén de IL-33 en fase en solucidn
(Ejemplo 11), se consideraron dos procedimientos alternativos

de determinacidén de la afinidad. Para eliminar la influencia
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de la presentacidén bivalente de los dos brazos de unidén de 1la
molécula de IgG, se prepararon fragmentos Fab de anticuerpo
monovalente anti-IL-33 por escisidén de ©papaina del 7ES8
injertado de CDR (SEQ 1ID NO:92, 93). La afinidad del
fragmento Fab se mididé por dos métodos, resonancia de plasmdn
de superficie que utilizaba un instrumento BIAcore con
cualquiera de Fab o IL-33 capturado en el chip, y mediciones
de afinidad del equilibrio en solucidén wutilizando un
instrumento KinExA con Fab e IL-33 en solucién.

Los experimentos de resonancia de plasmén de
superficie se 1llevaron a cabo en dos formatos. Cuando se
capturd Fab de 7E8 por un kit de captura de Fab anti-humano
(GE Healthcare Cat. No. 28958325), se midié 1l1la afinidad
(Tabla 12) a 249.5 pM para IL-33 (mm2) y a 290 pM para IL-33
(R&D), similares a los resultados obtenidos con IgG capturada
en un formato similar (Tabla 11). Sin embargo, cuando se
capturé hIL-33 (mm2) biotinilada en un Dbiosensor BIAcore
recubierto con estreptavidina y se inyectd una serie de
titulacidén de Fab de 7E8 sobre la superficie del sensor, se
midié la afinidad de Fab de 7E8 en IL-33 (mm2) para ser de
3.06 pM (Tabla 12). Sin desear estar limitado por ninguna

teoria en particular, la diferencia de resultados entre 1los
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dos formatos puede surgir de los efectos de matriz, por
ejemplo, a pH 7.4 se esperaba la atraccién de Fab cargado de
forma positiva (pI 8.52) en solucién en el chip sensor CM5
cargado de forma negativa asi como la repulsidén de la IL-33
cargada de forma negativa en solucidén (pI 5.2 para IL-33 mm2,
4.45 para IL-33 WT, y 5.48 para IL-33 biotinilada mm2) en el
chip sensor CM5 cargado de forma negativa (Drake et al. 2012,
Anal. Biochem. 429 (1) :58-69). Un procedimiento ortogonal
para medicidén de la afinidad se describe en el Ejemplo 10
siguiente.

Para evaluar la unién de 7TE8 a IL33 de tipo
silvestre, se acopld de forma covalente la proteina de IL-33
recombinante con residuos de cisteina humana de tipo
silvestre (SEQ ID NO:4) en un chip sensor CM5 (numero de
catdlogo BR100530, GE Healthcare) utilizando un kit de
acoplamiento de aminas (nUmero de catdlogo BR100050, GE
Healthcare) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se
realizaron estudios en paralelo con muestras de IL-33 no
reducida y con IL-33 que se redujeron con DTT 3mM durante 3
horas a temperatura ambiente antes de la inmovilizacidén. Se
inmovilizaron niveles similares de IL-33 (293 y 370 unidades

de resonancia, respectivamente, para IL-33 no reducida vy



10

15

20

156

reducida) . El1 flujo celular 1 se activd y blogqued para su uso
como flujo celular de referencia. Se realizdé una serie de
titulacién del Fab de 7E8 de rata progenitor, utilizando
HEPES 10mM a pH 7.4, NaCl 0.15M, EDTA 3mM, P-20 al 0.05%
(HBS-EP+) como corrida y solucidén reguladora de muestra con
una tasa de flujo de 50ul por min. La disociacidén se
monitored durante 3600 segundos. Los ensayos cinéticos
Biacore se llevaron a cabo a 37°C en una tasa de recoleccién
de 1 Hz en un instrumento Biacore T200 (GE Healthcare). Las
constantes de tasa y afinidades se determinaron al ajustar
los datos del sensograma resultante en un modelo 1:1 en el
software de evaluacidén Biacore T200 wversién 1.0 (GE
Healthcare). La afinidad de Fab de 7E8 de rata en IL-33
humana de tipo silvestre humana que tuvo que tratarse
previamente con DTT se mididé para ser de 44.23 pM (Tabla 12),
mientras que Fab de 7E8 no se unié a IL-33 no reducida
(Figura 1). Esta observacidén indica que 7E8 se une de forma
selectiva a IL-33 activa y no a IL-33 que se ha inactivado
por oxidacidén y sugiere que en un ajuste terapéutico la
presencia de IL-33 inactivada no podria interferir con la
capacidad de un anticuerpo derivado de 7E8 que se une a IL-33

activa.
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Tabla 12. Afinidad de Fab de 7E8 que se une a IL-33 humana
medida por resonancia de plasmén de superficie en el formato

de captura de Fab y con IL-33 inmovilizada

5 Fab capturado en IL-33 en IL-33 inmovilizada, Fab
solucidn en solucidn
Ligando ka kd KD (pM) = ka kd KD
(1/Ms) =1 (1/s) £ ! EEM (n) (1/Ms) (1/s) (pM)
EEM EEM + EEM
10 (n)
IL-33 Hui 1.38E+06 | 3.01E- 249.5+4120.5 1.68E- 13.06
5.47E+06
mm?2 + 04 + (2) 05 #* +
+
7.00E+05 | 6.50E- 3.20E- 10.14
7.95E4+05
06 06 (2)
15 ['I1-33 Hu| 2.06E+06 | 3.77E- |290+143 (2) 1.16 44.23
2.55E+06
WT + 04+ E-04 + | £
+
Reducida | 1.12E+06 | 3.20E- 1.18E- | 5.25
2.22E+05
05 05 (3)
IL-33 Hu | ND Sin unidén
20 I wr No
reducida
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Tabla 12. Afinidad de unién de Fab de 7E8 en IL33
humana medida por resonancia de plasmén de superficie. E1 Fab
de fase en solucidén se probd a 0.78-12.5 nM, y la IL-33 de
fase en solucidén se probd a0.78-25 nM.

Para dirigir las diferencias de afinidad dependientes
del formato medidas por resonancia de plasmén de superficie en
diferentes orientaciones de —reactivos, se utilizdé un método
ortogonal para evaluar la afinidad de Fab de 7E8 para IL-33, con
ambos pares de unidén en solucidn. Se utilizd un instrumento de
An&dlisis de Exclusidén Cinética (KinExA) (modelo 3200, Sapidyne)
para determinar la afinidad de unién de Fab de 7E8 en IL-33 hu
(mm2) (SEQ ID NO:3) e IL33 hu wt (SEQ ID NO:4). La IL33 hu wt se
redujo en DTT 3mM durante un minimo de dos horas antes de su uso.
Las determinaciones de afinidad se hicieron a temperatura
ambiente utilizando un formato de ensayo de antigenos fijo.
La unién en equilibrio se obtuvo por incubacidén a 25°C
durante 72 horas Los analisis de datos se realizaron con un
software KinExA Pro versién 3.6.5 (Sapidyne). El modelo
“estandar de afinidad” se utilizdé para analizar los datos vy
determinar las KD aparentes y concentraciones activas
aparentes de IL33 hu mm2 e IL33 hu wt reducida. La
“correccién de la derivacidén” se utilizdé cuando @ fue

apropiada. Se obtuvieron en experimentos independientes
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multiples curvas tanto del receptor como de KD controlada, vy
se analizaron utilizando la herramienta de “andlisis de 1la
curva n” para obtener mejores ajustes de la prueba global
para la KD y concentracidn activa. Cada uno de los valores de
ajuste en los reportes de software junto con un intervalo de
confianza al 95%. El anédlisis de KinExA mostrdé que Fab de 7ES8
se une a IL-33 humana con muy alta afinidad, con una KD
medida a 0.35 pM para la forma mm2 de IL-33 h y de 4.04 pM
para la forma de WT reducida (Tabla 13). Estos resultados
fueron consistentes con los resultados de los ensayos basados
en células por el anidlisis de Schild (Ejemplo 8), el cual
mostrdé que bajo condiciones de equilibrio en solucidén el
injerto de CDR 7E8 se une con baja afinidad picomolar a IL-33

en solucidn.

Tabla 13. Afinidad de Fab de 7E8 en IL-33 humana (mm2) e IL-

33 humana (WT) medida por KinExA

kD (pM) Por ciento de error
Forma de IL-33
IL-33 hu (mm2) 0.351 (0.202-0.526) |1.36
IL-33 hu (WT + DTT) |4.04 (2.60-5.76) 0.90

afinidad utilizando el formato de ensayo fijo de antigeno. Se
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tituldé Fab de 7E8 a partir de 15 fM a 0.25 nM en
concentraciones fijas de IL-33 hu (mm2) 4 pM y 100 pM, y se
tituld a partir de 244 fM a 2 nM en concentraciones fijas de
IL-33 hu (WT) 100 pM y 500 pM. El intervalo de confianza al
95% mostrado en paréntesis con la KD, y el por ciento de
error se calcularon con el software KinExA basado en un
ajuste de minimos cuadrados de la ecuacidén tedrica de unidn

en las sefilales medidas.

EJEMPLO 11 Determinacién del paratopo de los anticuerpos
anti-IL-33 por sustitucién binaria aumentada

Se utilizaron tres métodos para identificar
aminoadcidos criticos para la funcién del anticuerpo 7E8. En
primer lugar, se llevdé a cabo un examen sistemdtico de 1los
residuos de CDR que difieren entre las secuencias de CDR del
mAb de rata y las secuencias de CDR de la linea germinal de
humano cuyas posiciones requerian de la secuencia de rata
original y que toleraran el cambio. Este método dirigid las
secuencias en CDR-H1 y CDR-H2 de cadena pesada y CDR-L1, CDR-
L2, y CDR-L3 de cadena ligera. Un Segundo método (Ejemplo 12
dirigié la tolerancia para la variacidén de secuencias en CDR-

H3, el cual no se codificd en la linea germinal. Se determind
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la variacidén de secuencias presentes en células B esplénicas
de la rata inmunizada a partir de la cual se derivdé 7TES8
progenitor por secuenciacidén de la siguiente generacidn
(NGS), y se determindé 1la frecuencia de variacidn en cada
posicidén de CDR-H3. Se probd la funcidén de un subconjunto de
secuencias CDR variantes para determinar el impacto de
cambios de secuencia observados. Un tercer método gque examine
los residuos de CDR funcionales fue el examen de variantes de
aminoadcidos disefiadas especificas en el transcurso de disefio
del anticuerpo (véase Ejemplos 14-16).

Se ha descrito un método para determinar 1los
residuos de CDR <criticos, por el <cual las variantes de
anticuerpo funcionales se seleccionan a partir de una
biblioteca gque contenia vya sea el residuo de la linea
germinal humana o el residuo de roedor correspondiente en
cada posicién de CDR, excepto para CDR-H3 (Townsend et al.,
2015) . Se construyd una biblioteca de scFv de fago en la cual
se aleatorizaron todas las posiciones de CDR de 7E8 que
difirieron de la linea germinal de humano (DP54/DPK9) de modo
que aproximadamente 50% de los <clones <codificaron el
aminoadcido 7E8 de rata y aproximadamente 50% codificaron el

aminoacido de la 1linea germinal de humano después en la
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posicidn (Tabla 14). Las bibliotecas se prepararon vy
sometieron a 3-4 rondas de seleccidén en IL-33 humana (mm2).
Los clones que retuvieron la unidén a IL-33 se recuperaron y
se determinaron sus secuencias. A partir de este experimento,
las posiciones en las cuales se observe la secuencia humana
en menos de aproximadamente 20% de los clones de unidén se
definieron como residuos de rata esenciales. Los residuos de
rata se retuvieron de preferencia en las 11 posiciones
(residuos de cadena pesada Y35, S50, T52, y P53; residuos de
cadena ligera H32, D34, F50, N53, Y91, G94, y W95) indicaron
que el remplazo de estos residuos por los residuos de 1la
linea germinal humana se desfavorecieron fuertemente. No se
observé remplazo de F50 en la cadena ligera con A, indicando
que F es el aminoadcido fuertemente preferido en esta
posicidén. Se encontraron residuos de rata y humano con
frecuencia similar en los residuos de cadena pesada 54 (N/D),
56, (G/S), 57 (N/E), 58 (T/K), y 61 (P/V) vy residuos de
cadena ligera 24 (K/R), 28 (N/S), 30 (N/S), 31 (K/S), 52
(N/S), 56 (T/S), 89 (F/Q), 92 (N/Y), vy 93 (N/S), indicando
que la secuencia de rata en estas posiciones no es critica.
La posicién 51 en la cadena ligera codificdé un residuo de

treonina en el clon 7E8 de rata, pero se favorecidé la alanina
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codificada en la secuencia de linea germinal DPK9 humana,
incorporadndose en 86% de 1los clones de unién (Tabla 14).
Mientras que la frecuencia de inicio de 1los codones de
alanina en la posicidén 51 en la biblioteca fue de 68%, mayor
que la mayoria pero similar a diversos residuos diferentes,
otras posiciones con un sesgo similar (por ejemplo, 65% de
codones de arginina en la posicidén L24 y 63% de codones de
serina en la posicidén L30 en la biblioteca de inicio)
tuvieron una distribucidén casi igual de aminodcidos en 1los
clones seleccionados. Esta observacidén sugiere que la alanina

se favorece fuertemente en la posicidn 51.

Tabla 14. Frecuencia de incorporacién de
aminoacidos humanos en las posiciones de CDR 7E8 probadas por

sustitucién binaria aumentada

AA de la % de biblioteca 5 de clones
linea humana de inicio humanos de
AA TES8 germinal unién
Sitio | de rata humana
H35 Y S 52 5.88




10

15

20

164

H50 37 7.84
H52 51 2.6
H53 48 5.22
H54 56 43.13
H56 40 49.0
H57 54 48.36
H58 53 51.63
H61l 47 48.36
L24 65 48.36
L28 52 42.48
L30 63 49.67
L31 36 33.98
L32 42 16.99
L34 41 13.72
L50 55 0

L51 68 86.27
L52 47 48.36
L53 46 20.26
L56 45 59.48
L89 56 54.25
Lo1 43 16.33
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L92 N Y 52 54.9
L93 N S 65 49.01
L94 G T 56 20.26
L95 W L 36 7.10

Tabla 14. Los sitios se numeraron como regiones
variables de cadena pesada (H) o de cadena ligera (L) basados

en SEQ ID NO:94 y SEQ ID NO:91, respectivamente.

EJEMPLO 12 Variaciones toleradas en las secuencias CDR-H3
del anticuerpo anti-IL-33 en ratas inmunizadas con IL33
humana.

La tolerancia de la variacidén de la secuencia de
CDR H3 por los anticuerpos relacionados a los anticuerpos de
neutralizacidén de IL-33 descritos en el Ejemplo 1 se examind
por secuenciacién del repertorio inmune del mismo animal a
partir del cual se derivaron los anticuerpos. E1 ARN se aisld
del tejido del bazo de la rata inmunizada, se prepard por PCR
de RACE-transcripcidén inversa como se describe en el Ejemplo
2, y se sometid a secuenciacidn de la siguiente generacidn en
un instrumento Roche FLX+. A partir de 62,484 lecturas de

secuencias, se identificaron los conjuntos de genes de VH con
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secuencias de CDR3 relacionadas con aquellos anticuerpos de
neutralizacién en el Ejemplo 1. Dentro del conjunto de
secuencias de CDR3 unicas, se calcularon las frecuencias con
las cuales divergieron los aminoacidos de las secuencias de
anticuerpo de neutralizacidén en cada posicidn, si el ajuste
de la frecuencia de cada secuencia de CDR3 en la poblacidn
(Tabla 15). Las secuencias fuertemente conservadas en CDR3 de
7TE8 y 9B3 (<15% de variacidén en la muestra no pesada) fueron
G99, H100, Y101, Y103, S105, Y106, y S107. Las variaciones en
Y106 no se observaron entre las 72 variantes de secuencias
identificadas en el repertorio de rata, y se observaron
variaciones de Y103, S105, y S107 en menos del 3 por ciento
de las secuencias.

Tabla 15: Frecuencia de las diferencias de
aminoadcidos de CDR-H3 de 7E8 y 9B3 encontrados entre las
variantes presentes en el repertorio inmune de la rata

inmunizada

CDR H3 de 7ES8 G99 | H100 | Y101 | Y102 | Y103 | T104 | S105 | Y106 | S107 | L108 | G109 | Y110

Frecuencia de las 4.2 6.9 8.3 27. 1.4 73.6 1.4 0 2. 8 87.5 65.3 30.6

diferencias de 7E8 3

CDR H3 de 9B3 G99 H100 Y101 5102 Y103 5104 5105 Y106 5107 F108 5109 Y110

Frecuencia de diferencias de 4.2 6.9 8.3 73.6 1.4 31.9 1.4 0 2. 8 25 97.2 30. 6
9B3

Tabla 15. Numeros que representan las frecuencias
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de cambio de los aminoacidos observados en cada posicidén de
CDR H3 dentro del conjunto se secuencias de CDR H3 uUnicas
relacionadas con 7E8 y 9B3 identificadas en el repertorio de
la rata inmunizada a partir de la cual se obtuvieron estos
anticuerpos. No se tomdé en cuenta en este célculo 1la
frecuencia con la cual se observe una secuencia de CDR H3
dada en el repertorio.

Se clondé un subconjunto de secuencias de CDRH3
relacionadas con 9B3 y 7E8 mostradas en la Tabla 16 en el
marco de la cadena pesada 9B3 quimérica, generando cadenas
pesadas designadas por SEQ ID NOs: 116, 120, 123, 125, 128,
131, 134, 137, 140, 143, 146, 149, 151, 154, 157, vy 160.
Estas cadenas pesadas se cotransfectaron con la cadena ligera
9B3 qguimérica (SEQ ID NO:117) vy los anticuerpos resultantes
expresados, se purificaron vy analizaron para la tasa de
disociacién de IL-33 por andlisis BIAcore e inhibicién de 1la
sefializacién de IL-33 en el ensayo de células reporteras de
NFkB de ST2 de HEK293. Las tasas de disociacidén se midieron
después de la unidén a IL-33 125 nM (mm2) utilizando IgG
capturada e intacta por un anticuerpo anti-humano Fc como se
describe en el Ejemplo 9. Ambos ensayos mostraron que la

mayoria de las variantes de secuencias de CDRH3 presentes en
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el repertorio de rata confirieron poco o ningin cambio en la
tasa de disociacién o potencia de neutralizacidén comparado
con aquel de 9B3 progenitor, indicando que las variaciones de
secuencia observados fueron cambios bien tolerados. Las tasas
de disociacidén de los 18 anticuerpos probados estuvieron
dentro de 2.5 wveces de aquel de 9B3. Se observaron
reducciones de la potencia basada en células hasta de cuatro
veces en cuatro de los 18 anticuerpos. Los cambios mayores en
potencia no podrian atribuirse a cambios simples especificos,
puesto que cuatro de estos anticuerpos contenian mutaciones
observadas en otras variantes con efectos funcionales
minimos. La sustitucién de dos aminoacidos altamente
conservados con cadenas laterales quimicamente similares
(sustitucidédn de la cadena lateral aromatica Y101lF en el
anticuerpo 9B3-22 y la sustitucidén de la cadena cargada de
forma positiva HI00R en el anticuerpo 9B3-7) no 1llevd a
cambios significativos en 1la funcién del anticuerpo en el
contexto de sustituciones adicionales en estos anticuerpos.
Tomadas Jjuntas, la variacidén de las secuencias de aminoacidos
observada en el repertorio inmunizado sugiere que los
residuos G99, H100, Y101, Y103, S105, Y106, vy S107 o 1los

residuos con cadenas laterales qguimicamente similares se
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favorecieron en la CDR H3 del anticuerpo 9B3 y su cierre
relativo en 7ES8.

Tabla 16. Actividad de neutralizacién de IL-33 y
tasas de disociacién de las variantes de quimera 9B3 que
contenia CDR-H3 identificadas a partir del repertorio de la

rata inmunizado.

Anticuerpo NO NO frecuencia FW3 terminal ICsp Tasa de
SEQ SEQ (letras estimada disociacidn
DE DE minusculas) + CDR del (kd; 1/s)
HC LC H3 ensayo de
NFkB de
ST2 de
HEK293
(nM)
9B3-1 116 117 1 cakGHYYYSSYSLGY 0.039 5.69E-04
9B3-2A 120 117 2 cakGHYSYSSYSFGY 0.056 4.37E-04
9B3-2B 123 117 2 CVkGHYSYSSYSIDY 0.048 5.06E-04
9B3-3 125 117 3 cakGHYSYSSYSIDY 0.048 4.24E-04
9B3-5 128 117 5 cakGHYSYTSYSFGY 0.106 3.25E-04
9B3-7 131 117 7 cakGRYYYSSYSFAY 0.069 5.89E-04
Quimera 9B3 | 40 83 8 cakGHYSYSSYSFSY 0.061 4.51E-04
hudseg
9B3-13 134 117 13 CcarGHYYYNSYSFAH 0.175 3.26E-04
9B3015 137 117 15 cakGHYSYSSYSFAN 0.101 4.79E-04
9B3-17 140 117 17 caeGHYYYSSYSFGS 0.040 5.09E-04
9B3-22 143 117 22 cakGHFSYTSYSFAN 0.153 5.31E-04
9B3-31v2 146 117 31 cakGHYYYSSYSFAF 0.202 7.06E-04
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9B3-36 149 | 117 | 36 CakGHYYYTSYSFAY 0.251 2.89E-04
9B3-79 151 | 117 | 79 CarGHYYYTSYSFAY 0.063 5.43E-04
9B3-124 154 | 117 | 124 CakGHYYYTSYSLGE 0.081 3.98E-04
9B3-162 157 | 117 | 162 cakGHYYYSSYSFGY 0.067 6.42E-04
TE8H/9B3K | 28 | 117 | 234 CakGHYYYTSYSLGY 0.015 3.85E-04
9B3-563 160 | 117 | 563 CakGHYYYSSYSFAY 0.177 1.09E-03

Tabla 16. Actividad de neutralizacidén de IL-33 vy
tasa de disociacidén de las variantes de qguimera 9B3 que
contenian CDR-H3 identificadas a partir del repertorio de la
rata inmunizada. La frecuencia se refiere al numero de veces
que se obtuvo la secuencia de CDR3 en una corrida de
secuenciacién de la siguiente Ggeneracidén a partir del
repertorio de la rata inmunizada. Las secuencias que
divergieron de 9B3 se muestran en texto subrayado vy en
negritas. Las secuencias en el extremo C-terminal del Marco 3

se muestran en texto en letras minusculas.

EJEMPLO 13 Evaluacién de la unién no especifica del

anticuerpo anti-IL-33
Se ha propuesto la unién no especifica de
anticuerpos a moléculas diferentes que sus objetivos para ser

un mecanismo de eliminacidén répida in vivo (Hotzel et al.,
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2010, MAbs 4 (6):753-760) . La evidencia de tal unién
polirreactiva sin objetivo puede obtenerse a través de 1la
medicidén de la unidén en preparaciones de membrana (Xu et al.,
2013, Protein Eng. Des. Select. 26(10):663-70;), particulas
de Dbaculovirus (Hotzel et al., 2012, mAbs 4:753-60) o
sustratos cargados de forma negativa tales como ADN,
insulina, y heparina (Tiller et al., 2008,J. Immunol. Methods
329(1-2):112-124) .

El andlisis ELISA para ADN e insulina utilizdé un
protocolo de Dbaja astringencia desarrollado originalmente
para la deteccidén de autocanticuerpos de baja afinidad a
partir de pacientes con lupus (Tiller et al., 2008). Se
recubrié insulina en 5 ug/ml o se recubrié6 ADN de una sola
hebra o de doble hebra en 10 ug/ml de PBS sobre placas ELISA
Nunc Maxisorp ELISA durante la noche. Los pozos se lavaron 3x
con agua, después se bloquearon con solucidén reguladora ELISA
(PBS/Tween al .05%/EDTA 1 mM) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los anticuerpos en 3-10 nag/ml de solucidn
reguladora ELISA se incubaron en los pozos durante 1 hora a
temperatura ambiente, y los pozos se lavaron 3x con agua, se
incubaron con IgG antihumana de cabra conjugada con HRP

1:5000 en solucidédn reguladora ELISA durante 1 hora a
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temperatura ambiente. Después de 3 lavados con agua, se
desarrolldé un color con TMB durante 5 min y se detuvo la
reaccién con &cido sulfarico 0.1M. El1 andlisis ELISA para la
unidén a particulas de baculovirus (BV) se basdé en el método

descrito en Hotzel, 2012. El antigeno se inmovilizdé en placas

o°

ELISA Nunc Maxisorp al agregar una suspensién al 4 en
solucidén reguladora de carbonato de sodio 50 mM a pH 9.6 en
cada pozo y se dejdé que las particulas se adsorbieran en las
placas durante la noche a 4°C. Los pozos se bloguearon con
solucidén reguladora de bloqueo (PBS/ BSA al 0.5%) durante 1 h
a temperatura ambiente. Después de 3 lavados con PBS, 1los
anticuerpos en 10 pg/ml de solucidn reguladora de bloqueo se
agregaron a los pozos con ELISA y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6 veces con PBS vy
se incubaron con 20 ng/ml de anticuerpo anti-humano de cabra
con HRP (Jackson ImmunoResearch Cat No. 109-035-008) durante
1 h a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6 veces en
PBS, y se agregaron 25 ul de sustrato TMB en cada pozo y se
les permitid desarrollarse durante 15 min vy después se
detuvieron al agregar acido fosférico 1 M en cada pozo. En

ninguna etapa se agregaron detergentes a las soluciones

reguladoras. Las seflales de A450 en 10 npg/ml de Ab se
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normalizaron a la sefial a partir de un pozo blanco para la
comparacién de muestras.

Se encontrd que el 7E8 quimérico e injertado de CDR
tuvo una unidén moderada al ADN e insulina en los ELISAS de
polirreactividad de Dbaja astringencia, mientras que 9B3
quimérico mostrd una unidén a ADN e insulina cerrada a aquella
de un anticuerpo de control negativo a pesar de la
similaridad de secuencias a 7E8 (Tabla 17). El1 remplazo de
CDR-H2 de 7E8 por su contraparte 9B3 produjo una reduccidn
parcial de la polirreactividad, mientras que el remplazo de
CDR H1 o CDR H3 tuvo un efecto minimo.

La actividad de blogueo de IL-33 humana (mm2) de
9B3 fue menor que aquella de 7E8 (0.264 nM en el ensayo de
NFkB de ST2 de HEK293 para 9B3 contra 0.059 nM para 7E8). La
diferencia fue mas pronunciada en la inhibicidén de IL33 de
mono cynomolgus: EL 7E8 se inhibidé con una potencia (0.131
nM) similar a su potencia en IL-33 humana, mientras que el
bloqueo Unicamente de modo parcial a 20 nM de 9B3 fue
sustancialmente mas débil en IL-33 de cynomolgus. El remplazo
de la CDR H2 de 7E8 con la CDR H2 de 9B3 llevdé a una gran
pérdida de potencia contra la IL33 de mono cynomolgus (ICsy de

0.131 nM reducida a 3.46 nM), y de forma similar, el remplazo
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de la CDR H3 de 7E8 con la CDR H3 de 9B3 llevd a un pérdida

de la potencia de IL33 de mono cynomolgus

(7.65 nM).

De este

modo, la CDR H2 porta determinantes de actividad especifica vy

no especifica de la familia 7E8/9B3 de anticuerpos
neutralizantes de 1IL-33, vy CDR H3 porta determinantes de
actividad especifica.

Tabla 17. Actividad de unién al ADN y
neutralizacién de 1IL33 humana y de mono cynomolgus por
variantes de injerto de CDR de 7ES8
Anticuerpo NO NO Descrip- Descripcién de ICso ICsy, de

SEQ | sEg | cidn de VL de NFkB
v Ab 2.2

DE | DE Ab 6.7nM | Ab 20 nM NFkB de ST2

nM de

HC | 1C de ADN de ADN de ST2 de

ADN de
de unidén ;| de unidn de HEK293
unién
normali- normali- HEK293 IL-33
normali-
zado al zado al IL-33 de
zado al
blanco blanco humana cyno
blanco
+ EEM + EEM (mm2) (nM) =+
+ EEM
(n) (n) (nM) + EEM
(n)
EEM (n)
(n)
Quimera Qui-mera quimera de
28 | 31 20.12 20.39 26.82
7E8 7E8 7E8
Quimera 40 42 Qui-mera 9B3 quimera
6.26 7.64 11.98
9B3 9B3
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Quimera 40 83 Qui-mera quimera de 0.264 71.6%@
9B3/hu J 9B3 9B3/ + 20 nM
3.19 5.91 9.54
segmento J 0.029
humano (2)
injerto de 92 93 Injer-to injerto de 0.059 0.131
CDR de 7E8 de CDR CDR de 7E8 t t
23.54 | 24.68 | 27.19
de 7ES8 0.001 0.008
(2) (2)
IL33-10 95 93 Injer-to injerto de 0.017 0.132
de CDR CDR de 7ES8 25.40 1 25.16 | 27.51
de 7ES8
IL33-11 VH de injerto de 0.090 0.204
162 93 7E8 con CDR de 7E8 24.02 ; 24.29 ; 26.71
9B3 H1
IL33-12 VH de injerto de 0.144 3.460
164 93 7E8 con CDR de 7ES8 12.64 § 19.21 j 24.68
9B3 H2
IL33-13 7E8 con injerto de 0.220 7.651
166 93 23.14 { 22.50 ; 25.89
9B3 H3 CDR de 7E8
Control de
2.52 4.49
polirreacti-
+ + 8.08 £
vidad
0.11 0.81 0.46 (2)
negativa
(2) (2)
(8.8)
Control de
polirreac-
tividad 15.69 | 20.84 | 26.22
positiva

(scFv-Fc)
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EJEMPLO 14 Evaluacién de la unidén no especifica y actividad

de variantes de CDR de 7E8

La polirreactividad se ha vinculado con el
desequilibrio de la carga positiva en las CDR (Datta-Mannan
et al., 2015, MAbs 7(3):483-493). No existieron diferencias
de carga entre las cadenas ligeras de 7E8 y 9B3. La
inspeccién de las secuencias de CDR-H2 y CDR-H3 de 7E8 y 9B3
(SEQ ID NO:17, 34, 18, y 35) mostraron cuatro diferencias de
CDR-H2 y cuatro de CDR-H3 de las cuales solamente una (en la
posicién 54, N en 7E8 y D en 9B3) podrian llevar a una
diferencia de carga. La modificacién de 7E8 con la mutacidn
N54D para generar IL33-45 (cadena pesada SEQ ID NO:169)
solamente tuvo efectos significativamente leves sobre 1la
polirreactividad reducida en la neutralizacidédn de IL33 de
mono cynomolgus, de manera similar a la gque se observd con la
sustitucién de CDR H2 de 7E8 que aquella de 9B3 (Tabla 18).
Por esta razdn, se requirieron variantes de secuencia
adicionales para identificar los cambios de secuencia dque
pudieran permitir la retencidén de la actividad de 7E8 tanto
en IL33 humana como de mono cynomolgus mientras dque se

reducia la polirreactividad de 7ES8.
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Tabla 18. Actividad de unién al ADN y
neutralizacién de 1IL33 humana y de mono cynomolgus por

variantes de 7E8 que incorporan secuencias de CDR H2 a partir

de 9B3
Anti- NO NO Descrip- Descripcién Ab 2.22 Ab 6.67 Ab 20 ICso ICso
> cuerpo SEQ SEQ cidén de de VL nM de nM de nM de de de
DE DE VH ADN de ADN de ADN de NEFkB NEFkB
HC LC unién unioén unioén de de
norma- norma- norma- ST2 ST2
lizado lizado lizado de de
en el en el al HEK29 HEK29
blanco blanco blanco 3 mm2 3 IL-
10 (nM) 33
cyno
(nM)
TE8 92 93 Parental injerto de 28.20 30.33 30.66 0.057 0.077
injertado injerto CDR 7E8
de CDR de CDR
TE8
15 Quimera 40 83 9B3 9B3 quimera/ 8.40 13.40 15.48 ND ND
9B3/hu J quimera segmento J
humano
IL33-12 164 93 7E8 VH injerto de 25.47 29.34 29.03 0.140 0.943
con 9B3 CDR 9B3
H2
IL33-45 169 93 N54D injerto de 17.36 24.44 29.20 0.325 0.535
20 CDR 7E8
Control de 1.95 4.41 7.17
polirreac-
tividad
negativa
(8.8)




10

15

20

178

Control 28.09 35.44 35.43
de
polirreac
—-tividad
positiva
(MJ4-2

v1.1/P33)

EJEMPLO 15 Optimizacién del anticuerpo anti-IL-33 7ES8

Se hizo wuna serie de mutaciones en 7E8 para
identificar los cambios que pudieran reducir la
polirreactividad sin pérdida de la actividad. Mientras que la
sustituciédn de N54 en CDR H2 con acido aspéartico redujo
ligeramente la polirreactividad pero llevdé a una actividad
reducida a base de células, el remplazo de N54 con otros
aminoacidos (I, L, V, W, Y) incrementd la unidn no especifica
de unidén a baculovirus mientras que llevd a una actividad
intacta a base de células.

El remplazo del —residuo N57 de CDR H2 con
cualgquiera de los dos residuos cargados de forma negativa,
adcido aspértico o é4cido glutédmico, 1llevdé a reducciones
significativa de la polirreactividad cuando se mididé por la
unidén a las particulas de baculovirus, ADN o insulina, pero

estas mutaciones no redujeron la actividad de neutralizacidn
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(Tabla 19). De forma sorpresiva, la adicidén de una carga
negativa a CDR3 de la cadena pesada (S105D) llevdé a cambios
indeseados tanto de polirreactividad como de actividad basada
en células, y a la adicidén de cargas negativas en la cadena
ligera (mutaciones N30D, K31D, T56D o T56E) que incrementaron
la polirreactividad. Por lo tanto, las variantes N57D y N5S7E
fueron inusuales en las que la polirreactividad mejord sin
dafiar la neutralizacidén de IL33 humana o de mono cynomolgus.
Estos resultados sugieren que la posicién de las cargas
negativas y no simplemente la carga total en el dominio

variable es significativa.

Tabla 19. Actividad de unién a baculovirus y
neutralizacién de 1IL33 humana y de mono cynomolgus por

simples variantes de aminoacido injertadas de CDR de 7ES8

Anticuerpo | NO NO Descripcidén | Descripcién | Baculovirus ICsy de ICsy de
SEQ | SEQ | de VH de VL de unidn NFkB de | NFkB de
DE DE normalizado ST2 de ST2 de
HC LC en el HEK293 HEK293
blanco IL-33 IL-33
humana cyno
(mm2) (nM)
(nM)
injerto de injerto de injerto de 1.27 0.040 0.054
92 93
CDR de 7ES8 CDR de 7ES8 CDR de 7ES8
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IL33-12 7E8 VH con injerto de .51
164 | 93
9B3 H2 CDR de 7ES8
IL33-55 N57D injerto de .97 .084 10.19
172 | 93
CDR de 7ES8
IL33-56 N57E injerto de .00 .05310.104
175 | 93
CDR de 7ES8
IL33-57 S105D injerto de .17 .310
178 | 93
CDR de 7ES8
IL33-58 N54L injerto de .04 .027
181 | 93
CDR de 7ES8
IL33-61 N57E S105D | injerto de .48 .595
183 | 93
CDR de 7ES8
IL33-62 N57D S105D | injerto de .48 .885
1851 93
CDR de 7ES8
IL33-68 S105A injerto de .73 .046 { 0.062
188 | 93
CDR de 7ES8
IL33-74 injerto de K31D .02 .174
95 191
CDR de 7ES8
IL33-75 injerto de N30D .14 .156
95 194
CDR de 7ES8
IL33-80 injerto de T56D .49 .161
95 197
CDR de 7ES8
IL33-81 injerto de T56E .68 .168
95 200
CDR de 7ES8
Control de .52
polirreactividad negativa
(bevacizumab)
Control de .83

polirreactividad positiva

(MJ4-2 VH1.1/P33)




10

15

20

181

Se examindé una serie de mutaciones adicionales de
CDR de —cadena ©pesada predichas ©para introducir <carga
negativa, eliminar residuos hidrofébicos o modificar residuos
en proximidad a la ©posicidédn 57 Jjunto con N5STE. La
polirreactividad de 7E8 con la mutacidén NLT7E permanecid
generalmente baja con la incorporacidédn de mutaciones
individuales en CDR-H2 (S50A, T58D; Tabla 20), y en el ensayo
basado en células de NFkB de ST2 de HEK293 (Tabla 21), la
potencia de 7E8 con la mutacidén N57E no cambid en gran medida
por la incorporacién de S50A o T58D. De forma similar, 1la
polirreactividad de 7E8 con la mutacidédn NLT7E permanecid
generalmente Dbaja con la incorporaciédn de mutaciones
individuales adicionales en CDR H1 (T28E), H2 (G56H, T58D,
D62E, S63A o K65Q ) o H3 ( H100Y, Y102H, Y103H, Y103w, T104N
o T104S). de forma similar, en el ensayo basado en células de
NFKkB de ST2 de HEK293, la potencia de 7E8 con la mutacidn
N57E no cambidé en gran medida por la incorporacidén de
mutaciones individuales adicionales en CDR H1 (T28E), H2
(K65Q) o H3 (H100Y, T104N o T1043).

IL-33 puede estimular la produccién de IFNo en
sangre completa humana con la coestimulacién por IL-12 en un

formato casi idéntico a aquel utilizado por el ensayo de PBMC
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descrito en el Ejemplo 8, excepto que se requiera una alta
concentracién de IL-33 (100 pM) para la respuesta de la
sangre completa, comparada con IL-33 5 pM para las PBMC.
Similar a los resultados observados en el ensayo de NFkB de
ST2 de HEK293, la potencia en sangre completa de 7E8 con la
mutaciédn N57E no cambidé en gran medida por la incorporacidn
de las mutaciones individuales S50A o T58D (Tabla 21). De
forma similar, la potencia de 7E8 con la mutacidédn N57E no
cambié en gran medida por la incorporacidén de mutaciones
individuales adicionales en CDR H1 (T28E), H2 (S63A o K65Q) o
H3 ( Y103H, T104N o T1045S).

Una mutacidén designada para eliminar un sitio
potencial de modificacidén post-traductorial (N93Q de cadena
ligera, que elimina un sitio de desamidacién potencial de
asparagina NG (Chelius et al., 2005, Anal. Chem.
77(18) :6004-6011) se combind con la mutacidédn N57E de cadena
pesada en el anticuerpo IL33-136 y se encontrd que lleva a la
retencidén de la actividad basada en células (Tabla 21) con
una retencidén parcial de polirreactividad mejorada (Tabla

20) .
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Unién a baculovirus,

ADN,

variantes de CDR H2 y CDR L3 de 7E8 injertado de CDR

e insulina por

Anticuerpo NO NO Descripcién Descripcién Unién de Unién de unién de
SEQ SEQ de VH de VL ADN insulina baculovirus
DE DE LC normalizada normalizada normalizada
HC al blanco * al blanco * al blanco *
EEM (n) EEM (n) EEM (n)
IL33-10 95 93 injerto de injerto de 13.22 + 16.6 £ 1.77 2.32 + 0.29
CDR de 7E8 CDR de 7ES8 2.06 (4) (4) (5)
IL33-12 164 93 7E8 VH con injerto de 5.76 £ 0.44 7.79 £ 0.47 1.57 £ 0.29
9B3 H2 CDR de 7E8 (4) (4) (5)
IL33-45 169 93 N54D injerto de 6.91 + 0.7 8.6 £ 1.69 3.93 £ 0.61
CDR de 7ES8 (4) (4) (5)
IL33-55 172 93 N57D injerto de 4.94 £ 0.67 6.96 £ 0.68 1.14 £ 0.09
CDR de 7ES8 (4) (4) (5)
IL33-56 175 93 N57E injerto de 6.13 + 0.96 8.81 + 0.87 1.5 + 0.34
CDR de 7E8 (4) (4) (5)
IL33-103 203 93 N57E S50A injerto de 6.09 + 1.01 9.1 + 0.64 1.44 £ 0.24
CDR de 7E8 (4) (4) (5)
IL33-117 206 93 N57E T58D injerto de 6.46 + 0.99 8.96 £+ 1.5 1.47 £ 0.18
CDR de 7ES8 (4) (4) (5)
IL33-136 175 209 N57E N93Q 11.33 £ 13.9 £ 1.4 4.34 £ 1.59
2.14 (4) (4) (5)
Control de 5.71 £ 1.12 7.17 £ 0.87 2.19 £ 0.21
polirreactividad (4) (4) (5)
negativa (8.8)
Control de 35.06 + 4.1 39.06 * 10.54 £
polirreactividad (4) 1.33 (4) 1.68 (5)
positiva (MJ4-2
VH1.1/P33)

Tabla 21. Actividad de variantes de CDR H2 y CDR L3

basada en células injertadas de CDR de 7ES8
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mutaciones adicionales de cadena pesada

Anticuerpo | NO NO Descripcidn | Descripcidn | ICsy de ICso de ICso de ICso de
SEQ SEQ | de VH de VL NFkB de NFkB de NFkB de sangre
DE DE ST2 de ST2 de ST2 de complete
HC LC HEK293 HEK293 IL- HEK293 IL- (nM)
mm2 33 cyno 33 de WT
(nM) (nM) (nM)
IL33-10 95 93 injerto de injerto de 0.031 0.059 0.117 0.121 +
CDR de 7E8 CDR de 7E8 0.025
(4)
IL33-103 203 | 93 N57E S50A injerto de 0.028 0.07 0.178 0.104 +
CDR de 7ES8 0.008
(4)
IL33-117 206 | 93 N57E T58D injerto de 0.052 0.155 0.106 £
CDR de 7ES8 0.014
(2)
IL33-136 175 i 209 ; N57E N930Q 0.037 0.098 +
0.033
(4)
Las combinaciones de estas mutaciones 'y dos

(G55A, que permite el

retiro de un sitio de desaminadacidén potencial de asparagina

NG y D62E,
adcido aspéartico DS;
para actividad y polirreactividad,
con actividad basada en células

reporteras de NFkB de ST2 de HEK293,

y ensayos

de

PBMC

(Chelius,

humanas)

D.,

Se

et al.

(2005)

que elimina un sitio de isomerizacidén potencial de
se examinaron

y un conjunto de clones

(en el ensayo de células

identificaron

dentro

sangre completa humana,

de

aproximadamente dos veces injerto de CDR de 7E8 del clon de
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inicio y polirreactividad dentro de dos veces el anticuerpo

de control negativo i (Tabla 22, Tabla 23).

Tabla 22. Unién a baculovirus, ADN, e insulina por
5 wvariantes de 7E8 injertado de CDR que contienen mualtiples

mutaciones de CDR H2 y CDR L3

Anticuerpo NO NO SEQ Descripcién de Descripcién de Unién de Unién de unién de
SEQ DE LC VH VL ADN insulina baculovirus
DE HC normalizada normalizada al normalizada
al blanco * blanco t+ EEM al blanco *
EEM (n) (n) EEM (n)
IL33-153 212 209 G55A N57E T58D N93Q 4.6 £ 0.4 6.67 £ 1.14 1.42 (1)
10 2) 2)
IL33-154 215 209 G55A N57E T58D N93Q 4.94 £ 0 6.21 + 1.65 1.25 (1)
D62E (2) (2)
IL33-155 218 209 S50A N57E T58D N93Q 4.05 £ 0.29 5.18 £ 0.9 (2) 1.25 (1)
(2)
IL33-156 221 209 S50A N57E T58D N93Q 4.32 £ 0.04 5.75 + 1.32 1.15 (1)
D62E (2) (2)
IL33-157 224 209 S50A G55A N57E N930 4.74 £ 0.16 5.71 £ 1.67 1.55 (1)
T58D (2) (2)
IL33-158 227 209 S50A G55A NS57E N93Q 5.25 + 0.09 6.42 + 1.82 1.43 (1)
15 T58D D62E (2) (2)
IL33-167 212 93 G55A N57E T58D injerto de CDR 5.71 £ 0.8 8.01 + 2.63 1.47 (1)
de 7E8 (2) (2)
IL33-168 215 93 G55A N57E T58D injerto de CDR 4.58 £ 0.07 6.26 + 0.95 1.03 (1)
D62E de 7E8 (2) (2)
IL33-169 218 93 S50A N57E T58D injerto de CDR 5.71 + 1.63 6.34 £ 1.84 1.24 (1)
de 7E8 (2) (2)
IL33-170 221 93 S50A N57E T58D injerto de CDR 5.91 + 0.89 6.35 + 2.29 0.96 (1)
D62E de 7E8 (2) (2)
20 IL33-171 224 93 S50A G55A N57E injerto de CDR 5.4 + 0.83 5.45 + 0.99 1.15 (1)
T58D de 7E8 (2) (2)
IL33-172 227 93 S50A G55A NS57E injerto de CDR 5.4 £ 1.16 6.2 + 1.4 (2) 1.51 (1)
T58D D62E de 7E8 (2)
IL33-175 230 93 S50A G55A N57E injerto de CDR 6.2 + 0.28 8.55 £ 2.19 1.57 (1)
D62E de 7E8 (2) (2)
IL33-186 233 209 S50A N57E D62E N93Q 4.92 £ 0.11 7.77 £ 1.63 1.01 (1)
(2) (2)
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IL33-187 236 209 S50A G55A N57E N93Q 6.43 £ 0.53 7.21 + 1.59 0.96 (1)
(2) (2)

IL33-188 230 209 S50A G55A N57E N93Q 5.52 £ 0.04 7.28 + 1.35 0.92 (1)
D62E (2) (2)

Control de 3.42 £ 1.07 3.44 + 0.86 1.36 (1)
polirreactivid (2) (2)

ad negativa

(8.8)
Control de 18.19 + 15.37 + 3.16 4.77 (1)
polirreactivid 8.12 (2) (2

ad positiva
(MJ4-2

v1.1/P33)

Tabla 23. Actividad basada en células de 1las
variantes de 7E8 injertado de CDR que contienen mualtiples

mutaciones de CDR H2 y CDR L3

Anticuerpo NO NO Descripcidén de Descripcidn ICsy de ICso de ICso de ICsy de
SEQ SEQ VH de VL NFkB de NEFkB de sangre PBMC
DE HC DE LC ST2 de ST2 de completa mm2
HEK293 HEK293 mm2 (nM) (nM) =+
(nM) = IL-33 + EEM EEM
EEM (n) cyno (n) (n)
(nM) =+
EEM (n)
injerto de injerto de CDR injerto de 0.114 = 0.18 £ 0.009 + 0.004
CDR de 7E8 de 7ES8 CDR de 7ES8 0.042 0.015 0.002 +
92 93
(3) (2) (8) 0.001
(2)
IL33-153 G55A N57E T58D N93Q 0.087 0.122 0.014 +
212 209 (1) (1) 0.004
(4)
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IL33-154 G55A N57E T58D N93Q 0.188 % 0.133 # 0.01 + 0.007
D62E 0.061 0.018 0.003 *
215 209
(3) (2) (6) 0.002
(2)
IL33-155 S50A N57E T58D N93Q 0.171 0.239 0.025
218 209 (1) (1) 0.008
(4)
IL33-156 S50A N57E T58D N930Q 0.116 % 0.087 % 0.004 £ 0.004
D62E 0.038 0.015 0.001 +
221 209
(3) (2) (6) 0.001
(2)
IL33-157 S50A G55A N57E N93Q 0.118 0.161 0.016 %
224 209 T58D (1) (1) 0.007
(4)
IL33-158 S50A G55A NS5S7E N930Q 0.131 % 0.125 % 0.007 % 0.004
T58D D62E 0.033 0.033 0.002 +
227 209
(3) (2) (6) 0.001
(2)
IL33-167 G55A N57E T58D injerto de 0.049 = 0.062 % 0.008 % 0.001
212 93 CDR de 7ES8 0.014 0.01 0.004 + 0
(3) (2) (6) (2)
IL33-168 G55A N57E T58D injerto de 0.109 0.264 0.014 =
215 93 D62E CDR de 7ES8 (1) (1) 0.005
(4)
IL33-169 S50A N57E T58D injerto de 0.071 0.176 0.009 %
218 93 CDR de 7E8 (1) (1) 0.003
(4)
IL33-170 S50A N57E T58D injerto de 0.176 % 0.218 % 0.005 %
221 93 D62E CDR de 7ES8 0.091 0.033 0.001
(2) (2) (4)
IL33-171 S50A G55A N57E injerto de 0.145 0.216 0.012 +
224 93 T58D CDR de 7E8 (1) (1) 0.004
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IL33-172 S50A G55A N57E | injerto de | 0.201 0.222 % 0.012 %
227 93 T58D D62E CDR de 7ES8 0.105 0.07 0.004
(2) (2) (4)
IL33-175 S50A G55A N57E | injerto de | 0.059 0.086 0.006 £ 0.004
230 93 D62E CDR de 7E8 0.011 (1) 0.002 + 0
(2) (6) (2)
IL33-186 S50A N57E D62E N930Q 0.109 0.144 0.012 %
233 209 (1) (1) 0.006
(4)
IL33-187 S50A G55A N57E N930Q 0.15 0.282 0.006 %
236 209 (1) (1) 0.002
(3)
IL33-188 S50A G55A N5S7E N93Q 0.147 0.351 0.017 %
230 209 D62E (1) (1) 0.01
(3)

EJEMPIO 17 Adicidén de “‘mutaciones con extensién de la wvida

media para variantes de anticuerpo 7E8 optimizadas

Se generaron dos versiones de variantes de cadena
pesada de anticuerpos IL33-158 e IL33-167, wuno de una
variante Fc (SEQ ID NO:237) que contenia las mutaciones L234A
L235A y G237A en el Fc para reducir 1la funcidén efectora
(descrita en la Patente de los Estados Unidos No. 5,624,821)
y supresién del residuo lisina en el c-término para reducir
la heterogeneidad del producto, y el otro (SEQ ID NO:238) que
contenia las mutaciones L234A L235A, y G237A, la supresidn de
lisina C-terminal, vy la doble mutacién M432L N438S para

intensificar la unidén en el receptor FcRn de Fc neonatal a un
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pH acido, se esperd que llevaran a una vida media prolongada
in vivo (Zalevsky et al., 2010, Nature Biotechnol. 28(2) :157-
159) . Cada constructo se construydé en el vector pRY19 y se
transfectdé de forma estable en células de CHO. Los
anticuerpos resultantes fueron IL33-158-152 (SEQ ID NO:241,
SEQ NO: 209), IL33-167-153 (SEQ ID NO:242, SEQ ID NO:93),
IL33-158LS (SEQ ID NO:244 SEQ ID NO:209), e IL33-167LS (SEQ
ID NO:245, SEQ ID NO:93). Las alineaciones de secuencias de
las regiones variables de los anticuerpos optimizados con las
secuencias de la 1linea germinal humana correspondiente se

muestran en la Figura 2.

EJEMPLO 18 Reduccién de la polirreactividad en moléculas

optimizadas

Los anticuerpos L33-158LS (SEQ 1ID NO:244 SEQ 1ID
NO:209) e IL33-167LS (SEQ ID NO:245, SEQ ID NO:93) producidos
a partir de células de CHO transfectadas de forma estable
mostraron niveles de polirreactividad comparables con
aquellos del anticuerpo monoclonal de control negativo
bevacizumab (Tabla 24). Estos niveles fueron comparables con
aquellos de IL33-158 (SEQ ID NO:227, SEQ ID NO:209 ) e IL33-

167 (SEQ ID NO:212, SEQ ID NO:93), mostrados en la Tabla 22,
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indicando que la adicién de las mutaciones L234A L235A,
G237A, M432L de la regidén constante y las mutaciones N438S vy
la supresidén de la lisina C-terminal no alteraban
sustancialmente la polirreactividad de la molécula

resultante.

Tabla 24. Unién al ADN e insulina por variantes

optimizadas de 7E8 injertado de CDR

Unidén de
Unién de ADN
NO NO insulina
Descripcién de | Descripcidn normalizada
Anticuerpo SEQ SEQ normalizada
VH de VL al blanco *
DE HC DE LC al blanco *
EEM (n)
EEM (n)
S50A G55A N57E 7.45 + 0.10 8.08 *+ 0.48
IL33-158LS 244 209 N930Q
T58D D62E (8) (8)

injerto de 6.23 £ 0.31 5.33 £+ 1.05

IL33-167LS 245 93 G55A N57E T58D
CDR de 7ES8 (8) (8)
injerto de CDR injerto de CDR | injerto de 25.42 + 0.36 14.58 =
92 93
de 7ES8 de 7E8 CDR de 7ES8 (8) 1.93 (8)
injerto de CDR | injerto de 26.92 £ 0.77 12.26
IL33-10 95 93
de 7E8 CDR de 7ES8 (8) 0.38 (8)
Control de
polirreactividad 39.62 £ 0.24 42.20 £
positiva (MJ4-2 (8) 0.34 (8)
v1.1/P33)
Control de
polirreactividad 7.66 + 0.36 9.87 £ 0.27
negativa (8) (8)

(bevacizumab)
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Control de
1.50 + 0.06 4.47 £ 0.09

polirreactividad

negativa (8.8)

EJEMPLO 19 Actividad de neutralizacién de IL33 humana y de

mono cynomolgus de Anticuerpos Anti-IL-33 Optimizados en

ensayos basados en células

Los anticuerpos IL33-158-152 (SEQ ID NO:241, SEQ ID
NO:209), IL33-167-153 (SEQ ID NO:242, SEQ ID NO: 93), IL33-
158LS (SEQ ID NO:244 SEQ ID NO:209), e IL33-167LS (SEQ 1ID
NO:245, SEQ ID NO:93) producidos a partir de las células de
CHO transfectadas de forma estable mostraron la

neutralizacidén de IL-33 en el ensayo de células reporteras de
NFkB de ST2 de HEK293 similar a aquel del injerto de CDR de
7TE8 de anticuerpo progenitor

(SEQ ID NO:92, SEQ ID NO:93)

para IL-33 humana (mm2), IL-33 humana (WT) e IL33 de mono
cynomolgus (cys mut) .
Tabla 25. Actividad de neutralizacién de 1las

variantes optimizadas de 7E8 injertado de CDR en el ensayo de

células reporteras de NFkB de ST2 de HEK293

Anticu | NO NO SEQ IC., de NFkB de | IC;, de NFkB de | ICs, de NFkB de ST2 de
erpo SEQ DE LC ST2 de HEK293 ST2 de HEK293 HEK293 IL33 de mono
DE HC hIL-33 (mm2) hIL-33 (R&D) cynomolgus (cys mut)

(nM) +* EEM (n)

(nM) + EEM (n)

ICs, (nM) + EEM (n)
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244 [ 209 0.162 £ 0.058 0.983 £ 0.149
IL33-158LS
(3) (2) 0.198 £ 0.068 (3)
245 | 93 0.13 £ 0.035 0.685 + 0.089
IL33-167LS
(3) (2) 0.162 £ 0.071 (3)
241 | 209 0.095 £ 0.032 0.62 £ 0.103
IL33-158-152
(3) (2)
242 | 93 0.129 £ 0.042 0.749 £ 0.227
IL33-167-153
(3) (2)
injerto de 92 93 0.093 £ 0.029 0.322 £ 0.011 [0.184 £ 0.056 (3)
CDR de 7E8 (3) (2)
EJEMPLO 20 Actividad de neutralizacién de IL-33 de los

anticuerpos anti-IL-33 optimizados en PBMC y sangre completa

Los anticuerpos IL33-158LS (SEQ ID NO:244 SEQ 1ID

NO:209) e IL33-167LS (SEQ ID NO:245, SEQ ID NO0O:93) producidos

a partir de células de CHO transfectadas de forma estable

mostraron la neutralizacidédn de IL-33 (mm2) en PBMC humanas

similar a aquel del injerto de CDR de 7E8 del anticuerpo

progenitor (SEQ ID NO:92, SEQ ID NO:93).

Tabla 26. Actividad de neutralizacién de 1las

variantes optimizadas de 7E8 injertado de CDR en PBMC humanas

Anticuerpo NO SEQ DE HC | NO SEQ DE LC | ICsy (nM) * EEM (n)
IL33-158LsS 244 209 0.0014 + 0.0001 (4)
IL33-167LS 245 93 0.0011 £ 0.0002 (4)
injerto de CDR de 7E8 | 92 93 0.0014 + 0.0004 (4)
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Tabla 26: neutralizacidén de la produccidén de IFN-«
en PBMC. Las PBMC humanas se cebaron con IL-12 16.67pM,
después se trataron con IL-33 humana (mm2) 5 pM.

Los anticuerpos IL33-158LS (SEQ ID NO:244 SEQ 1ID
NO:209) e IL33-167LS (SEQ ID NO:245, SEQ ID NO0O:93) producidos
a partir de células de CHO transfectadas de forma estable
mostraron la neutralizacién de IL-33-que estimulaba la
produccidén de IFNoa en sangre completa humana similar a aquel
del injerto de CDR de 7E8 del anticuerpo progenitor (SEQ ID
NO:92, SEQ ID NO:93) para IL-33 humana (mm2) e IL-33 humana

(WT) .

Tabla 27. Actividad de neutralizacién de wvariantes

optimizadas de 7E8 injertado de CDR en sangre completa humana

Anticuerpo NO SEQ DE NO SEQ DE LC ICso de IL-33 ICsyp de IL-33 humana
HC humana (mm2) (nM) (R&D) (nM) + EEM
+ EEM (n) (n)
IL33-158LS 244 209 0.021 £ 0.003 (6) | 0.868 + 0.235 (2)
IL33-167LS 245 93 0.013 £ 0.001 (6) 0.451 + 0.154 (2)
injerto de 92 93
CDR de 7ES8 0.014 £ 0.002 (6) | 0.387 = 0.216 (2)

Tabla 27: la sangre completa se estimuld con IL-12,
seguida por IL-33 humana 125nM (mm2 o de investigacién vy

desarrollo).
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El anticuerpo IL33-158LS (SEQ ID NO:244 SEQ 1ID
NO:209) producido a partir de células de CHO transfectadas de
forma estable mostrd la neutralizacidédn de IL-33 humana (mm2)
e IL33 humana (de investigacidén y desarrollo), mientras dque
el Nessy-1 comercialmente disponible no mostrd una
neutralizacién significativa. El anticuerpos monoclonal 19G8
comercialmente disponible mostrd una neutralizacidn mas débil
de IL-33 humana (mm2) que IL33-158LS y la neutralizacidn
comparable de IL-33 humana (de investigacidén y desarrollo)
(Tabla 28). De este modo, la neutralizacidédn fuertemente
selectiva de la forma activa de IL-33 humana representada por

IL-33 (mm2) es una propiedad caracteristica de IL33-158LS.

Tabla 28. Actividad de neutralizacién de IL33-158LS
en el ensayo de NFkB de ST2 de HEK293 comparado con aquel del

anticuerpo anti-IL-33 comercial

Anticuerpo NO SEQ NO SEQ ICsy de IL-33 (mm2) ICsy de IL-33 (R&D)
DE HC DE LC (nM) * EEM (n) (nM) * EEM (n)

IL33-158LS 244 209 0.079 £ 0.029 (2) | 2.658 + 1.243 (2)

ALX-804-840-C100 sin neutralizacidén | sin neutralizacidn

(Nessy-1) (1) (1)

mabg-hIL-33

(19G8) 0.283 £ 0.001 (2) | 1.952 + 0.94 (2)
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Conclusiones:

Los anticuerpos 1IL33-158-152, 1IL33-167-153, IL33-
158LS, e IL33-167LS de anti-IL-33 humana humanizados
optimizados son neutralizadores potentes de la bioactividad
de IL-33 en un margen de bioanadlisis que wutiliza 1lineas
celulares, monocitos primarios de humano y sangre completa

humana.

EJEMPLO 21 Evaluacién cinética de anticuerpos anti-IL-33

optimizados utilizando resonancia de plasmén de superficie

Se llevaron a cabo los ensayos cinéticos Biacore a
37°C a una tasa de recoleccidén de 1 Hz en un instrumento
Biacore T200 (GE Healthcare). Se acoplaron de forma covalente
IL33 humana (mm2), IL33 de mono cynomolgus, e hulIL33wt
reducida en un chip sensor CM5 (numero de catdlogo BR100530,
GE Healthcare) utilizando un kit de acoplamiento de aminas
(nimero de catdlogo BR100050, GE Healthcare) de acuerdo con
el protocolo del fabricante. Los niveles de inmovilizacidn
fueron de 260 RU de IL-33 humana (mm2), 85 RU de IL33 de mono
cynomolgus, y 108-225 RU de IL-33 humana (WT) reducida, E1
flujo celular 1 se activdé y bloqued para su uso como flujo

celular de referencia. La serie de titulacidédn de 1los Fab
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anti-IL-33 lideres 158LS, 167LS y Fab de 7E8 progenitor se
inyectaron a una tasa de flujo de 50ul por min y se monitored
la disociacién durante 3600 segundos. La solucidén reguladora
de las corridas y de dilucidén fue HBS-EP+ (HEPES 10 Mm a pH
7.4, NaCl 0.15 M, EDTA 3 mM, P-20 al 0.05%). Las constantes
de tasa y afinidades se determinaron al ajustar los datos del
sensograma resultante en un modelo 1 en el software de
Evaluacidén Biacore T200 versidn 1.0 (GE Healthcare).

La afinidad de los fragmentos Fab de los
anticuerpos optimizados IL33-158LS e IL33-167LS se mididé por
resonancia de plasmdén de superficie como se describe en el
Ejemplo 10, con IL-33 dinmovilizada en el chip sensor vy
fragmentos Fab en fase en solucién. Ambos anticuerpos
optimizados mostraron afinidades de unién para IL-33 humana
(mm2) , IL33 humana (WT) , e I1L.33 de mono cynomolgus
comparables con las afinidades mostradas por el Fab de 7ES8
injertado de CDR progenitora (Tabla 29).

Tabla 29. Parametros cinéticos de fragmentos Fab
del injerto de CDR de 7E8, IL33-158LS, y unién de IL33-167LS
a IL33 humana y de mono cynomolgus medios por resonancia de

plasmén de superficie



10

15

20

197
kd (1/s) £ kD (pM) + EEM (n)
Fab ka (1/Ms) + EEM
Forma de IL-33 EEM
injerto
4.17E-05 %
de CDR de IL-33 hu (mm2) 2.74E+06 + 1.15E+05 15.48 £ 2.10 (4)
3.82E-06
TE8
injerto
3.05E+06 + 5.79E-05 %
de CDR de IL-33 hu (WT + DTT) 19.05 £ 0.35 (2)
2.15E+05 5.10E-06
TE8
injerto
IL-33 cyno (cys 4.07E-05 £
de CDR de 2.81E+06 + 2.50E+04 14.45 £ 1.75 (2)
mut) 5.25E-06
7E8
IL33- 3.09E-05 +
IL-33 hu (mm2) 2.42E+06 + 3.75E+05 13.00 £ 1.10 (2)
158LS 2.20E-06
IL33- 1.29E-04 +
IL-33 hu (WT + DTT) 1.86E+06 * 2.65E+04 69.57 + 2.46 (3)
158LS 2.73E-06
IL33- IL-33 cyno (cys 1.71E-05 £
1.64E+06 + 4.50E+04 10.45 £0.15 (2)
158LS mut) 7.00E-07
IL33- 4.80E-05 £
IL-33 hu (mm2) 4.75E+06 + 3.00E+04 10.11 £ 1.59 (2)
167LS 7.90E-06
IL33- 6.56E-05 *
IL-33 hu (WT + DTT) 1.45E+06 + 3.00E+04 45.25 £ 0.85 (2)
167LS 2.50E-07
IL33- IL-33 cyno (cys 2.09E-05 =
1.57E+06 + 6.00E+04 13.35 £ 0.45 (2)
167LS mut) 1.00E-07

EJEMPLO 22 Especificidad de la citocina de anti-IL-33

anticuerpos anti-IL-33 7E8 e IL33-158LS,

Para evaluar la actividad de 1la citocina de los

se evalud un panel

de citocinas sin objetivo para unirse a esos anticuerpos por

resonancia de plasmén de superficie con un BIAcore T-200.

panel de citocinas incluydé IL-1la,

IL-1B,

IL-18,

IL-360,

El

e IL-
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36y. Los resultados (Tabla 30, Figura 3) mostraron gue no
hubo unién de las citocinas no relacionadas a 100 nM,
mientras que los anticuerpos anti-IL-33 7E8 e IL33-158LS se
unieron a IL-33 mm2 y redujeron la IL-33 WT en valores de %
Rmax muy pequefios. No se observd unidén a IL-33 en ausencia de

la reducciédn.

Tabla 30. Selectividad de citocinas de 7E8 e IL33-

158Ls
%Rmax de Fab de %Rmax de Fab de
Citocina
7TE8 IL33-158LS

IL-33 mm2 61 65
IL-33 WT NB NB
IL-33 WT + DTT 52 52
IL-1la NB NB
IL-1B NB NB
IL-18 NB NB
IL-36 o NB NB
IL-36v NB NB

Tabla 30. Se midié la unidén del Fab indicado en una citocina 100 nM
por resonancia de plasmén de superficie. Los Fab se capturaron
utilizando el Kit de captura de Fab humano (GE Healthcare) y cada
citocina se inyectd sobre el Fab capturado a 100 nM. La unidén se
indicé por el wvalor de % Rmax. El % Rmax es la relacidén de Rmax
observado experimentalmente en Rmax tedrico (suponiendo 100% de
unién), expresado como un porcentaje, y el Rmax tedbrico son las

Unidades de Resonancia de Fab capturado multiplicadas por la relacidén

de los pesos moleculares de la citocina y el Fab. NB, sin unién.
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EJEMPLO 23 Competencia con ST2 de humano para la unién a

IL33

La capacidad de IL33-158LS para blogquear la unidn
del receptor ST2 a IL-33 se probd en un ensayo de unidn
Octet. Los anticuerpos o ST2-Fc de humano (SEQ ID NO:6) se
capturaron en las puntas Octet recubiertas con Fc anti-
humano, los sitios de unidén libre se bloguearon con un exceso
de anticuerpo de control de IgGl humana, y una mezcla de IL-
33 (R&D) y se aplicé un segundo anticuerpo o ST2-Fc en las
puntas. El1 complejo de IL33-158LS e IL-33 humana fue capaz de
unirse a un anticuerpo anti-IL-33 de control no neutralizado,
la IL33-271 (SEQ ID NO:254, SEQ ID NO:256) capturada en la
punta Octet, de forma inversa, un complejo de IL33-271 e IL-
33 humana fue capaz de unirse a IL33-158LS humana. De forma
similar, ST2-Fc de humano e IL33-271 fueron capaces de unirse
a IL-33 humana de forma simultdnea en cualquier orientaciédn.
Sin embargo, la IL33-158LS inmovilizada no fue capaz de
unirse a un complejo de IL-33 y ST2-Fc, y de forma inversa,
ST2-Fc inmovilizado no fue capaz de unirse a un complejo de
IL-33 e IL33-158LS. Estos resultados indican que IL33-158LS y
ST2-Fc compiten para superponerse en los sitios de unidén de

IL-33.
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Tabla 31. Competencia de IL33-158LS con el receptor

ST2 en IL-33 para unirse a IL-33

Molécula Mezcla aplicada a la molécula capturada
capturada NO NO SEQ DE LC IL33- hST2-Fc IL33-271 IL-33
sobre una SEQ 158LS + + IL-33 + IL-33 sola
punta anti-Fc DE HC IL-33

IL33-158LS 244 209 - - + +
hST2-Fc 2 - - + +
IL33-271 256 256 + + - +

Tabla 31: A (+) indica el complejo del segundo
anticuerpo y el enlace a IL-33 en el primer anticuerpo que se
capturdé en la punta Octet. A (-) indica gque no se observe un
incremento de sefial después de la adicidén de la mezcla de IL-

33 y el segundo anticuerpo.

EJEMPLO 24 Estabilidad térmica de anticuerpos anti-IL-33

optimizados

Se utilizdé la calorimetria por barrido diferencial
para determinar la estabilidad de IL33-158-152, IL33-158LS,
I1L.33-167-153, e IL33-167LS. Para este analisis, se
distribuyeron muestras en 0.3 mg/ml en la bandeja de muestras
de un MicroCal VP-Capillary DSC con automuestreador (Malvern
Instruments, Inc.), equilibrado durante 5 min a 10°C vy

después se escaned hasta 110°C a una tasa de 100°C por hora.
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Se selecciond un periodo de filtracidén de A 16 seg. Los datos
sin procesar se corrigieron en el valor de referencia y se
normalizé la concentracién de proteinas. Se utilizdé el
software Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA)
para ajustar los datos en un Modelo de Estado MN2 con un
numero apropiado de transiciones. La Tabla 32 siguiente
muestra las temperaturas de fusidén (T,1-T,3) de las moléculas
en histidina 20mM a pH5.8, sacarosa al 8.5%, 0.05 mg/ml de
EDTA. Las cuatro moléculas mostraron Buena estabilidad con la
primera transicién en el dominio CH2 (T,l) de mayor que 65 Oc.
Adicionalmente, la introduccién de la mutacidén LS tuvo un
impacto muy pequenio (£ 1 °C) sobre la estabilidad de las

moléculas.

Tabla 32. Estabilidad térmica para variantes de 7ES8

optimizadas
Anticuerpo NO SEQ NO SEQ DE | Tnl T2 Tw3
DE HC LC
IL33-158-152 | 241 209 71.35%0.09 83.58+0.61 85.93+0.15
IL33-167-153 | 242 93 71.13+0.03 82.71+0.08 84.31%0.04
IL33-158LS 244 209 70.2640.11 82.20+0.38 85.81+0.06
IL33-167LS 245 93 70.45+0.10 81.38+0.43 84.03+0.10

Tabla 32: Las transiciones térmicas para moléculas
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derivadas de IL33-158 e IL33-167 en histidina 20mM a pH5.8,
sacarosa al 8.5%, 0.05 mg/ml de EDTA se determinaron por

calorimetria de barrido diferencial.

EJEMPLO 25 Captura de IL33 de mono cynomolgus por

anticuerpos anti-IL-33 administrados in vivo

Se probdé IL33-158LS para su capacidad de capturar
IL33 nativa de mono cynomolgus. Después de la dosificacidn
intravenosa de monos cynomolgus a 0.14 o 14 mg/kg de IL33-
158LS, se administré hidréxido de aluminio (alumbre) por
inyeccidén intraperitoneal (1 mg en 0.1 ml). Se extrajeron
muestras de sangre hasta las 72 horas después del alumbre. Se
mididé el enlace total de IL33 de mono cynomolgus a IL33-158LS
utilizando un método de  inmunoafinidad  LC\MS\MS. Los
anticuerpos de Fc anti-humano conjugados con biotina se
incubaron con cada muestra plasmdtica y se incubaron durante
la noche a 4°C para unir todos los enlaces de citocina con el
anticuerpo anti-IL-33. Se agregaron perlas de estreptavidina
en cada muestra y se incubaron durante 30 min, se lavaron y
después se liberd la citocina de los anticuerpos utilizando
una solucién reguladora de elucidén de bajo pH, seguida por 1la

neutralizacién con solucidn reguladora Tris. Entonces se
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agregaron a cada muestra los péptidos etiquetados con el
isbétopo estable extendido con secuencias de firma para IL-33,
y después todas las muestras se redujeron con DTT, se
alquilaron con yodoacetamida y se sometieron a digestidén con
tripsina. Los péptidos tripticos se identificaron después con
un sistema de espectrémetro de masas en tandem 2D nano UPLC.
El limite de cuantificacidédn para este ensayo fue de 50 pg/mL
para IL33 de mono cynomolgus utilizando 20 pL de plasma. Las
mediciones de IL-33 enlazada a IL33-158LS se incrementaron
con el tiempo después de la administracién de 14.3 mg/kg y
exposicidén a alumbre cuando se compararon con la baja dosis
de 0.14 mg/kg de IL33-158LS (Tabla 33). Estos resultados
indicaron que IL33-158LS se unidé a IL33 nativa de mono
cynomolgus de una manera dependiente de la dosis y produjo
efectos medibles que podrian utilizarse para el modelo de
farmacodindmica en humanos.

La vida media de suero terminal de IL33-158LS en
monos cynomolgus fue de 18 dias, lo cual permitidé 1la
parametrizacidén de un modelo de PK de dos compartimentos. La
escalacién alométrica de las constantes de velocidad con un
exponente alométrico de 0.75 para eliminacidén resultd en una

vida media terminal predicha en suero humano de 41 dias. Esto
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fue significativamente més prolongado comparado con la vida
media tipica observada de 20 dias para anticuerpos en humanos
(Brekke y Sandlie (2003), Nature Reviews, Vol 2, pp 52-62) vy
de 17 dias para anticuerpos de IgG bioterapéuticos humanos o
humanizados (derivados de 1los parametros PK reportados en
Singh, et al. (Capitulo 5. Aplicacién del modelado
farmacocinético-farmacodinamico mecanico hacia el desarrollo
de Dbioldbgicos. en: Kumar S, Kumar Singh S, editores.
Capacidad de desarrollo de la Bioterapéutica: Procedimientos
por computadora. CRC Press; 2015: p. 109-34).

De forma sorpresiva, la evaluacidén preliminar en
voluntarios humanos saludables indicd que la vida media de
eliminacién de suero (fase B) de IL33-158LS fue al menos de
50 dias. En algunos aspectos de la invencidén, la vida media
terminal del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno fue
por lo tanto de al menos alrededor de 50 dias. En algunos
aspectos de la invencién la vida media terminal del
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno fue por lo tanto
de al menos alrededor de 55 dias. En algunos aspectos de 1la
invencién la wvida media terminal del anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno fue por lo tanto de al menos alrededor

de 60 dias. En algunos aspectos de la invencidén la vida media
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terminal del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno fue
por lo tanto de al menos alrededor de 65 dias. En algunos
aspectos de la invencién la vida media terminal del
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno fue por lo tanto
de al menos alrededor de 70 dias. En algunos aspectos de 1la
invencién la wvida media terminal del anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno fue por lo tanto de al menos alrededor
de 75 dias. En algunos aspectos de la invencidén la vida media
terminal del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno fue
por lo tanto de al menos alrededor de 80 dias. En algunos
aspectos de la invencidén la vida media terminal del
anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno fue por lo tanto
de al menos alrededor de 85 dias. En algunos aspectos de la
invencién la wvida media terminal del anticuerpo o fragmento
de unidén al antigeno fue por lo tanto de al menos alrededor
de 90 dias. La inesperadamente alta vida media puede ser
debido a modificaciones in la variable y regiones de CDR, asi

como el dominio de Fc.

Tabla 33. Transcurso de tiempo de la concentracién
total de IL-33 circulante en monos cynomolgus dosificados con

IL33-158LS y expuestos a hidréxido de aluminio (Alumbre)
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Dosis de 0.14 mg/kg Dosis de 14.3 mg/kg
Tiempo después
de la exposicién ;| Promedio del enlace de IL-33 ; Promedio del enlace de
con alumbre | a IL33-158LS (pg/ml) (n=3 ! IL-33 a IL33-158LS
(horas) +/- EEM) (pg/ml) (n=3 +/- EEM)
0 52.0 £ 12.7 64.5 + 12.7
1 62.5 £ 3.6 52.5 = 8.4
2 61 £ 4.0 59.1 £ 11.5 (n=2)
4 71.3 £ 8.9 45.5 £ 2.0
8 84 + 23.3 63.5 £ 4.7
10 48 £ 10.7 (n=2) 84.2 £ 11.9 (n=2)
24 61.7 + 18.7 137.3 + 16.0
48 47.8 £ 17.8 217 £ 22.8
72 54.8 £ 11.0 311.3 £ 10.4

EJEMPLO 26 Generacién y pruebas de los anticuerpos IL-33

comparadores

Se generaron versiones de IgGl de un numero de
anticuerpos de hIgG4 descritos en W02014164959 (Tabla 35)
(las propiedades de unién del fragmento Fab aislado fueron
independientes de la regién Fc, y se esperd dque las
propiedades de unidén de la IgG4 intacta fueran esencialmente
idénticas en la IgGl). Se describen H4H9675P (que corresponde
a IL33-265), H4H9659P (que corresponde a IL33-266), %

H4H9665P (que corresponde a IL33-267) are como que tienen la
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mayor afinidad contra IL-33 humana a 37°C o IL-33 de mono
(Tablas 3 vy 6 de W02014164959). La evaluacidén inicial
funcional mostré a IL33-267 por ser menos potente que IL33-
265 e 1IL-33-266. Una evaluacidén més detallada mostrd que
IL33-265 fue de 8-10 wveces més potente que IL33-266 (Tabla
36). E1l andlisis BIAcore de IgG unida a IL-33 humana de tipo
silvestre inmovilizada mostrdé que IL33-265 se unia solamente

a la forma reducida de IL-33 y no a la IL-33 no reducida.

Tabla 35
Anticuerpo SEQ ID Anticuerpo SEQ ID de W02014164959
(IgG1) HC VL (IgG4) VH VL ADN ADN
DE DE
VH VL
IL33-265 282 1283 | HAH9675P 274 282 273 281
I1L33-266 H4H9659P 98 106 97 105
IL33-267 H4H9665P 178 186 177 185
Tabla 36
Titulacién contra 0.lng/ml de
Titulacidén contra rhIL-33 de investigacién y
0.1ng/ml de mm2 puro desarrollo
IL33-265 0.061 0.021 3 [0.128 0.018

IL33-266 0.719 0.159 2 10.998 0.076
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Se generd el anticuerpo IL33-310 de IgGl (SEQ 1ID
NO:287 (HC) y SEQ ID NO:288 (LC)), y se derivd de
10C12.38.H6. 87Y.581 de 1IgG4 de WO2016077381, el cual se
describe que tiene la alta afinidad a IL33 humana y de mono
cynomolgus.

10C12.38.H6. 87Y.581 consistié6 de SEQ ID NO: 306
(HC) y SEQ ID NO: 307 (LC) de WO2016077381. Para obtener
secuencias de nucledétidos para su uso en la expresidn, las
secuencias de regidédn variable se tradujeron de forma inversa
utilizando el software de Vector NTI. La secuencia de
nuclebdétidos de una regidn kappa constante convencional, que
codifica una secuencia de aminodcidos idéntica a aquella de
SEQ ID NO:307 de WO02016077381, se utilizd para el constructo
de expresidén. La secuencia de nucledtidos de una regidn de
IgG4 constante convencional codificdé una secuencia de
aminoadcidos con tres diferencias a partir de aquella de SEQ
ID NO: 306 de WO02016077381 y se modificdé en estos tres
codones para codificar la regidén constante de SEQ ID NO: 306
de WO2016077381. Una secuencia de nucledtidos que codificaba
una secuencia lider de SEQ ID NO0O:402 se colocd corriente
arriba en el marco de las secuencias de codificacién de VH y

VL. La Tabla 37 muestra los datos del ensayo basado en
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células que comparan IL-167/LS, IL-158/LS, IL33-265, e IL33-
310.
Tabla 37
Titulacidén contra Titulacién contra Relacién Titulacién contra Titulacidén contra Rela-
0.1ng/ml de IL-33 0.1ng/ml de de IC50 0.1ng/ml de rhIL- 0.1ng/ml de IL-33 pfe cién de
humana CYS mm2 cyIL33_3cys de cyno: 33 (+ tratamiento cyno WT (+ tratamiento IC50 de
humana: previo de DTT 10 previo de DIT 10 mM) cyno:hu-
cys mM) investigacién mana: WT
mutante y desarrollo
IC50 EEM IC50 EEM n IC50 EEM IC50 (nM) EEM n
(nM) (nM) (nM)
IL33-167/LS 0.037 0.012 0.036 0.006 3 1.0 0.250 0.019 1.560 0.317 7 6.2
IL33-158/LS 0.019 0.004 0.034 0.009 3 1.8 0.331 0.085 1.391 0.331 7 4.2
IL33-265 0.014 0.003 1.562 0.243 108.9 0.050 0.010 12.691 2.484 5 255.7
IL33-310 0.018 0.002 0.590 0.041 3 32.5 0.061 0.011 1.644 0.421 4 27.1
El anticuerpo IL33-244 de IgGl se basdé en APE04909
descrito como SEQ ID NO:136 'y SEQ ID NO: 171 de
W02015/106080. E1 APE04909 es un anticuerpo neutralizante
descrito en detalle, por ejemplo en el ejemplo 2 (analisis
basado en células in vitro) y en el ejemplo 5 (estudio 1in
vivo de proliferacién de IL-33 humana dependiente de
eosindéfilos en ratones, ejemplo 5). Sin embargo, cuando se
generd un anticuerpo de acuerdo con SEQ ID NOs:136/171 de

Wo2015/106080,

heterogéneo.

utilidad

del

coddn contribuyera a wuna mala expresidn,

se expresd pobremente y tuvo un perfil SEC

Para eliminar la posibilidad de gque una mala

se




10

15

20

210

utilizaron secuencias de ADN de anticuerpos similares bien
expresados como un punto de partida y se ajustaron para
codificar las secuencias por encima de la alta frecuencia de
los codones humanos donde fueron necesarios los cambios. Sin
embargo, la expresidén aun fue deficiente después de esta
etapa, y los patrones SEC aun mostraron heterogeneidad (Tabla

38) .

Tabla 38
Nombre de VH SEQ VL SEQ Produccién % de area IC50 contra 0.1 ng/ml
anticuerpo ID NO: ID NO: de (SEC) de IL33 humana mm2 en
proteinas el ensayo NFkB de st2
(mg/L) 239 expt rtsl6-42
IL33-244 Muy lento
136 171 9 para 10.9
integrarse

I1L.33-248 se describe en WO02015/099175 como 3H04 vy
A25 (véase Figura 8), e IL33-247 se describe en W02015/099175
como 1C04 vy AlOQ (véase Figura 9). Las secuencias de
nucledétidos de la regidn variable de WO 2015/099175 se
sintetizaron y clonaron en IgGl humana y los vectores de
expresién lambda de humano (véase Tabla 39 para las
secuencias de W02015/099175). IL33-247 e IL33-248 tuvieron un

epitopo distinto IL-158/LS e IL33-167/LS, y produjeron 90.75
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mglL de CM y un area bajo la curva de 100% para IL33-247 y 36
mg/L de CM y un A&rea bajo la curva de 85.3% para IL33-248,

que también mostrdé un pico asimétrico con un amplio tiempo de

retencién.
Tabla 39
Anticuerpo (IgGl) Anticuerpo (IgG4) SEQ ID de W0O2015/099175
VH VL ADN DE VH VL-DNA
IL33-247 1C04/ Al10 105 79 254 228
IL33-248 3H04/ A25 115 92 264 241

El anticuerpo IL33-312 de IgGl se basdé en
33 640087-7B de W016156440 (SEQ ID NO: 615 y SEQ ID NO: 617)
(véase por ejemplo, Figura 52, vy Ejemplos 11-12). E1
anticuerpo IL33-313 de 1IgGl se basdé en 33 640237-2B de

W016156440 (SEQ ID NO: 623 y SEQ ID NO: 625).

EJEMPLO 27 Actividad de neutralizacién de anticuerpos de

IL33 humana y de mono cynomolgus anti-IL-33 optimizados y
anticuerpos comparadores en ensayos basados en células

Los anticuerpos IL33-158LS (SEQ ID NO:244 SEQ 1ID
NO:209), IL33-167LS (SEQ ID NO:245, SEQ ID NO:93), IL33-265
(SEQ ID NO:403 SEQ ID NO:404), e IL33-310 (SEQ ID NO:405 SEQ

ID NO:406), se probaron en el sayo de células reporteras de
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NFkB de ST2 de HEK293 para la neutralizacidén de IL33 humana y
de mono cynomolgus (Tabla 40). E1 IL33-158LS (SEQ ID NO:244
SEQ ID NO:209) mostrd una potencia de neutralizacidédn similar
contra las formas mutantes de cisteina de IL-33 humana y de
cynomolgus -33 (con una relacidén IC50 de mono:humana de 1.8).
De forma similar, la potencia de neutralizacién de IL33-158LS
(SEQ ID NO:244 SEQ ID NO:209) contra e IL33 de humana de tipo
silvestre y de mono cynomolgus (SEQ ID NO:397) fue similar
(con una relacidédn IC50 de mono:IC50 de humano de 4.2). E1
IL33-167LS (SEQ ID NO:245, SEQ ID ©NO:93) mostrd una
neutralizacidén cerrada de forma similar en IL-33 humana y de
mono. Otros dos anticuerpos, IL33-265 (SEQ ID NO:403 SEQ 1ID
NO:404), e IL33-310 (SEQ ID NO:405 SEQ ID NO:406) mostraron
una diferencia méds amplia entre la neutralizacién de IL33
humana y de mono cynomolgus (relaciones IC50 de mono:IC50 de
humano que oscilaron de 28.7 a casi 250).

En un segundo experimento, IL33-158LS (SEQ 1ID
NO:244, SEQ ID NO:209), IL33-310 (SEQ 1ID NO:405, SEQ 1ID
NO:406), IL33-312 (SEQ ID NO:407, SEQ ID NO:408), e IL33-313
(SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410), se probaron en el ensayo de
células reporteras de NFkB de ST2 de HEK293 para la

neutralizacién de IL33 humana y de mono cynomolgus (Tabla
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41). IL33-158LS e IL33-312 tuvieron una neutralizacidn
relativa cerrada de forma similar de i11-33 de mono y cisteina
humana mutante (relaciones de IC50 de mono cynomolgus: IC de
humano de 1.4, vy 1.1, respectivamente). La neutralizacidn
relativa de IL33 humana de tipo silvestre y de mono
cynomolgus también fue similar para IL33-158LS e 1IL33-312
(relaciones de IC50 de mono cynomolgus: IC de humano de 9.2 y
5.4, respectivamente). Las IL33-310 e IL33-313 mostraron una
diferencia més amplia entre las IC50 de humano y mono
cynomolgus (relaciones de IC50 de mono cynomolgus: IC de
humano que oscilaban de 29.2 a 528.1; Tabla 41). Juntos los
datos mostraron que IL33-158LS (SEQ ID NO:244 SEQ ID NO:2009)
estuvo entre la neutralizacidén similar més alta de IL-33
humana de tipo silvestre y de mono cynomolgus dentro de este
panel de anticuerpos anti-IL-33 humanos de alta potencia

comparables con IL33-312.

Tabla 40. Neutralizacién de IL33 humana y de mono
cynomolgus en el ensayo de células reporteras de NFkB de ST2

de HEK293
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Anticuerpo NO NO ICso de ICsq de ICso de la ICso de ICso de ICso de la
SEQ SEQ NFkB de NFkB de relacidén de NFkB de NFkB de relacidén de
DE DE ST2 de ST2 de mono ST2 de ST2 de mono
HC LC HEK293 HEK293 de Cynomolgus: HEK293 HEK293 Cynomolgus:
de hIL- IL33 de humano: IL- hIL-33 IL33 de humano:
33 (mm2) mono 33 mutante (R&D) mono IL-33 de
(nM) + cynomolgus de cisteina (nM) + cynomolgus tipo
EEM (n) (cys mut) EEM (n) (tipo silvestre
(nM) + silvestre)
EEM (n) (nM) *£
EEM (n)
244 209 0.019 £ 0.034 £ 1.8 0.331 £ 1.391 £ 4.2
IL33-158LS
0.004(3) 0.009(3) 0.085(5) 0.331(7)
245 93 0.037 £ 0.036 £ 1.0 0.250 £ 1.560+% 6.2
IL33-167LS
0.012(2) 0.006(3) 0.019(4) 0.317(7)
IL33-265 403 404 0.014 £ 1.562 £ 108.9 0.050 =+ 12.691 + 255.7
0.003(5) 0.243(4) 0.010(6) 2.484(5)
IL33-310 405 406 0.018 =+ 0.590 = 32. 0.061 =+ 1.644 £ 27.1
0.002(3) 0.041(3) 0.011(3) 0.421(4)

Tabla 41. Neutralizacién de IL33 humana y de mono

cynomolgus en el ensayo de células reporteras de NFkB de ST2

de HEK293
Anticuerpo NO NO ICso de ICso de NFkB ICsp de la ICso de ICso de NFkB ICsp de la
SEQ SEQ NFkB de de ST2 de relacién de NFkB de de ST2 de relacién de
DE HC DE LC ST2 de HEK293 IL33 mono ST2 de HEK293 IL33 mono
HEK293 de mono Cynomolgus: HEK293 de mono Cynomolgus:
de hIL- cynomolgus humano: iL33 de hIL- cynomolgus humano: IL-
33 (mm2) (cys mut) mutante de 33 (R&D) (tipo 33 de tipo
(nM) (nM) cisteina (nM) silvestre) silvestre
(nM)
IL33-158LS 244 209 0.009 0.013 1.4 0.061 0.562 9.2
IL33-310 405 406 0.007 0.213 29.2 0.021 2.185 103.5
IL33-312 407 408 0.003 0.003 1.1 0.008 0.043 5.4
IL33-313 409 410 0.006 1.197 206.2 0.027 14.131 528.1

n=1
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EJEMPLO 28 Evaluacién cinética de anticuerpos anti-IL-33

que utilizan resonancia de plasmén de superficie

Se llevaron a cabo ensayos cinéticos de Biacore a
37°C en una tasa de recoleccién de 1 Hz en un instrumento
Biacore T200 (GE Healthcare). La IL-33 de tipo silvestre
humana reducida y no reducida e IL33 de mono cynomolgus de
tipo silvestre reducida se acoplaron de forma covalente en un
chip sensor CM5 (numero de catadalogo BR100530, GE Healthcare)
utilizando un kit de acoplamiento de aminas (nimero de
catdlogo BR100050, GE Healthcare) de acuerdo con el protocolo
del fabricante. El1 flujo celular 1 se activd y blogqued para
su uso como flujo celular de referencia. En un experimento,
los niveles de inmovilizacién fueron de 218 RU de IL-33
humana de tipo silvestre reducida y de 248 RU de IL33 de mono
cynomolgus de tipo silvestre reducida. En este experimento,
la serie de titulacidén de los Fab 158LS y 167LS anti-IL-33 se
inyectaron a wuna tasa de flujo de 50 ul por min y se
monitored la disociacidn durante 3600 segundos. En un segundo
experimento, los niveles de inmovilizacidén fueron de 130 RU e
IL-33 humana de tipo silvestre reducida, de 97 RU de IL-33
humana de tipo silvestre no reducida, y de 88 RU de IL33 de

mono cynomolgus de tipo silvestre reducida. En este
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experimento, la serie de titulacidén de los Fab 158LS, 167LS,
e IL33-265 anti-IL-33 se inyectaron a una tasa de flujo de 50
ul por min y se monitoredé la disociacién durante 900
segundos. La solucidén regquladora de las corridas vy de
dilucidén fue HBS-EP+ (HEPES 10 Mm a pH 7.4, NaCl 0.15 M, EDTA
3 mM, P-20 al 0.05%). Las constantes de tasa y afinidades se
determinaron al ajustar los datos del sensograma resultante
en un modelo 1:1 en el software de Evaluacidédn Biacore T200
versién 1.0 (GE Healthcare). También se probdé la IgG de IL33-
0310 intacta en este formato y se observe que se unidé con una
rapida asociacidén y una disociacidén muy lenta a IL-33 humana
reducida e IL33 de mono cynomolgus reducida, pero no se unid
a IL-33 humana no reducida (Tabla Y). Las propiedades
cinéticas de la IgG bivalente no se compararon directamente
con aquellas de los fragmentos Fab monovalentes vy no se
presentan aqui.

Todos los Fab de 158LS, 167LS, IL33-265 anti-IL-33,
y la IG de IL33-310 anti-IL33 se enlazaron fuertemente a IL33
humana de tipo silvestre y de mono cynomolgus tratadas con
DIT. En contraste, ninguno de estos anticuerpos se enlazd a
IL-33 humana de tipo silvestre no reducida (Tabla 42).

Las afinidades del Fab de IL33-158LS (SEQ ID NO:244
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SEQ ID NO:209) a IL33 humana de tipo silvestre y de mono
cynomolgus (SEQ ID NO:397) fueron similares con una relaciédn
Kp de mono:humano de 1.3 vy 2.3 en dos experimentos
independientes). IL33-167LS (SEQ ID NO:245, SEQ ID NO:93)
mostrd de forma similar una afinidad cercana a IL-33 humana y
de mono. La IL33-265 (SEQ ID NO:403 SEQ ID NO:1003) mostrd
una diferencia més amplia entre la afinidad a IL33 humana de
tipo silvestre y de mono cynomolgus, con una relacidén KD de

mono :KD de humano de 57.8 (Tabla 42).

Tabla 42. Parametros cinéticos de 1los fragmentos
Fab de los Fab de 158LS, 167LS, e IL33-265 de unién a IL33
humana de tipo silvestre y de mono cynomolgus medidos por

resonancia de plasmén de superficie

Relacién de KD
kD (pM) #+ EEM
ka (1/Ms) £ kd (1/s) % de mono
Fab Forma de IL- (n)
EEM EEM cynomolgus /KD
33
de humano
Experimento 1
IL33- IL-33 hu (WT 3.13E+06 % 3.30E-04 1.3
106 £ 11
158LS + DTT) 3.00E+05 5.00E-07
IL33- cyno IL-33 4.50E+06 % 6.20E-04 £
139 + 8
158LS (WT + DTT) 5.05E+05 3.65E-05
IL33- IL-33 hu (WT 3.03E+06 + 2.76E-04 % 1.5
91 + 2
167LS + DTT) 8.50E+04 1.50E-05
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IL33- cyno IL-33 4.81E+06 * 6.65E-04 =+
139 + 2
167LS (WT + DTT) 2.80E+05 3.20E-05
Experimento 2
IL33- IL-33 hu (WT
(sin uniédn)
5 158LS no DTT)
IL33- IL-33 hu (WT 4.11E+06 =+ 4.17E-04 £ 2.3
101 + 8
158LS + DTT) 5.00E3 3.30E-05
IL33- cyno IL-33 5.32E+06 * 1.21E-03
228 + 2
158LS (WT + DTT) 4.82E+05 1.01E-04
IL33- IL-33 hu (WT
(sin uniédn)
167LS no DTT)
IL33- IL-33 hu (WT 3.96E+06 + 3.50E-04 + 2.5
10
89 £ 3
167LS + DTT) 5.00E+03 1.30E-05
IL33- cyno IL-33 5.50E+06 * 1.19E-03
218 £ 2
167LS (WT + DTT) 5.30E+05 1.04E-04
IL33- IL-33 hu (WT
(sin unidn)
265 no DTT)
IL33- IL-33 hu (WT 2.89E+06 + 8.07E-05 57.8
28 £ 5
265 + DTT) 6.00E+04 1.27E-05
15
IL33- cyno IL-33 2.58E+06 + 3.80E-03
1618 + 342
265 (WT + DTT) 5.59E+05 1.60E-04
IL33- IL-33 hu (WT
(sin uniédn)
310 IgG no DTT)

EJEMPLO 29 Autointeraccién y polirreactividad de anticuerpos

20 anti-IL-33 optimizados y anticuerpos comparadores
Los anticuerpos 1IL33-158 (SEQ 1ID NO:227 SEQ 1ID
NO:209), IL33-158LS (SEQ ID NO:244 SEQ ID NO:209), e IL33-312

(SEQ ID NO: 407 SEQ ID NO: 408) se probaron para su unidén a
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ADN e insulina, y ademds se probaron para la autointeracciédn
en un ensayo AC-SINS (autointeraccidén de captura de afinidad
por espectroscopia de nanoparticulas; Liu et al., 2014, mAbs
6:483-92). En el ensayo AC-SINS, los mAb capturados en
nanoesferas de oro induciran un cambio en la absorbancia
maxima si se unen entre si y de este modo provocardn gque se
agrupen las perlas, y las altas puntuaciones en este ensayo
han sugerido correlacionarse con interacciones de solubilidad
y de membrana no especificas (Liu et al., 2014, mAbs 6:483-
92). Las IL33-158 e IL33-158LS tuvieron puntuaciones AC-SINS
muy bajas, comparables con aquellas del control negativo,
mientras que IL33-312 tuvo una puntuacidén comparable con el
control positivo (Tabla 43). La IL33-312 también tuvo una
alta puntuacidén de unidén a ADN, comparable con el control
positivo, mientras que IL33-158 e IL33-158LS mostraron
puntuaciones méds moderadas. Tomados juntos, estos resultados
indicaron que IL33-158 e IL33-158LS tuvieron sustancialmente

menores indicadores de unidén no especifica que IL33-312.

Tabla 43. Autointeraccién y la unién no especifica

de anticuerpos IL-33
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Anticuerpo NO SEQ DE NO SEQ AC-SINS (longitud Unién de ADN Unién de insulina

HC DE LC de onda de maxima normalizada al blanco normalizada al blanco
absorbancia en
relacién con el

blanco, nm)

IL33-158 227 209 0 5.25 £ 0.09 (2) 6.42 + 1.82 (2)

L33-158LS 244 209 0 7.45 £ 0.10 (8) 8.08 £ 0.48 (8

IL33-312 407 408 18 £ 0.22 19.93 8.83

Control de 1+ 0.07 2.14 3.22
polirreac-
tividad
negativa

(8.8)

Control de 22 + 1.11 21.78 14.77
polirreac-
tividad
positiva
(MJ4-2

v1.1/P33)

De este modo la invencidén se ha descrito e
ilustrado ampliamente con referencia a las modalidades
representativas descritas en lo anterior. Aquellos con
experiencia en la técnica reconoceridn dgue pueden hacerse
diversas modificaciones a la presente invencidédn sin apartarse
del espiritu y alcance de la misma. Todas las publicaciones,
solicitudes de patente, y patentes emitidas se incorporan en
la presente para referencia en el mismo grado como si cada
publicacién individual, solicitud de ©patente o patente

emitida se 1indicaran especifica e individualmente ©para
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incorporarse para referencia en su totalidad. Las
definiciones que se encuentran contenidas en el texto
incorporadas para referencia se excluyen en el grado en dgue
las definiciones se contradigan en esta descripcidn.

Se apreciard dque ciertas caracteristicas de 1la
invencién, las <cuales se describen para claridad en el
contexto de las modalidades separadas, también pueden
proveerse en combinacidn con una sola modalidad.
Inversamente, diversas caracteristicas de la invencidén las
cuales se describen para brevedad en el contexto de una sola
modalidad, también pueden proveerse por separado en cualquier
subcombinacidén adecuada.

Se contempla especificamente que cualquier
limitacién discutida con referencia a una modalidad de 1la
invencidén puede aplicarse a cualquier otra modalidad de 1la
invencién. Ademéds, cualquier composicién de la invenciédn
puede utilizarse en cualquier método de 1la invencidén, vy
cualgquier método de 1la invencidén puede utilizarse para
producir o utilizar cualquier composicidén de la invencidn. En
particular, cualquier aspecto de la invencidén descrita en las
reivindicaciones, sola o en combinacién con una o mas

reivindicaciones adicionales y/o aspectos de la descripciédn,
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deberd entenderse como que puede combinarse con otros
aspectos de la invencidédn establecido en cualquier parte en
las reivindicaciones y/0 descripcidn y/0 listados de
secuencias y/o dibujos.

Hasta ahora como ejemplos especificos encontrados
en la presente que no caen dentro del alcance de una
invenciédn, el ejemplo especifico puede negarse
explicitamente.

El uso del término "o" en las reivindicaciones se
utiliza para significar "y/o" a menos que se 1indique
explicitamente para referirse Unicamente a alternativas o las
alternativas son mutuamente exclusivas, aunque la descripciédn
soporta una definicién que se refiere duUnicamente a las
alternativas y a "y/o". Como se utiliza en la presente, la
especificacidén de "un" o "uno" puede significar uno o mas a
menos gque se indique claramente lo contrario. Como se utiliza
en la presente en las reivindicaciones, cuando se utiliza
junto con la palabra "gque comprende", las palabras de "un" o
"uno" pueden significar uno o mas de uno. Como se utiliza en
la presente "otro" puede significar al menos un segundo O
mas. A menos que se defina en la presente lo contrario, 1los

términos cientificos vy técnicos wutilizados Jjunto con 1la



10

15

20

223

presente invencidén deberdn tener los significados dque se
entenderadn comunmente por aquel con experiencia ordinaria en
la técnica. Ademés, a menos que se requiera lo contrario por
el contexto, los términos en singular deberdn incluir
pluralidades vy los términos en plural deberdn incluir el
singular. Cuando se wutilizan 1las palabras “comprende/que
comprende” y las palabras “tiene/que incluye” en la presente
con relacién a la presente 1invencidén se utilizan para
especificar la presencia de caracteristicas, numeros enteros,
etapas o componentes establecidos pero no excluye la
presencia o adicidén de una o més caracteristicas, numeros
enteros, etapas, componentes o grupos establecidos de 1los
mismos.

Aunque las enseflanzas descritas se han descrito con
referencia a diversas aplicaciones, métodos, y composiciones,
se apreciara que pueden hacerse diversos cambios %
modificaciones sin apartarse de las ensefianzas de la presente
y de la invencidén reivindicada siguiente. Se proporcionan
ejemplos para ilustrar mejor las enseflanzas descritas y no
pretenden limitar el alcance de las ensefilanzas presentadas en
la presente. Mientras que se han descrito las presentes

ensefianzas en términos de estas modalidades ejemplares, seran
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posibles numerosas variaciones vy modificaciones de estas
modalidades ejemplares sin experimentacidén indebida. Todas de
tales variaciones y modificaciones se encuentran dentro del
alcance de las ensefianzas actuales.

Cuando los aspectos o modalidades de la invencidn
se describen en términos de un grupo de Markush u otra
agrupacidén de alternativas, la presente invencidn abarca no
solamente todo el grupo listado como un total, sino cada
miembro del grupo de forma individual y todos los posibles
subgrupos del grupo ©principal, pero también el grupo
principal ausente de uno o mas de los miembros del grupo. La
presente invencidédn también visualiza la exclusidén explicita
de uno o més de cualquiera de los miembros del grupo en la
invencién reivindicada.

Todas las referencias citadas en la presente,
incluyendo patentes, aplicaciones de patente, documentos,
libros de texto, y similares, y las referencias citadas en la
presente en el grado en que no estan listas se incorporan en
la presente para referencia en su totalidad. En el caso de
que uno o més materiales incorporados en la literatura vy
similares difieran de o contradigan esta solicitud, incluidos

pero no limitados a los términos definidos, utilidad del
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término, técnicas descritas o similares, controlard esta
solicitud.

La descripcidn % ejemplos detallan ciertas
modalidades de la invencidén vy describen el mejor modo
contemplado por la invencidédn. Sin embargo, se apreciard dque
no importa qué tan detallado parezca lo anterior en el texto,
la invencidén puede practicarse de muchas maneras vy la
invencién debera interpretarse de acuerdo con las
reivindicaciones anexas Yy cualesquier equivalentes de las

mismas.
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TABLA 34 RESUMEN DE LAS SEQ ID DEL ANTICUERPO

Cadenz pasada (HO) Cadeez Egerz (LC)
Asticuerpo HC HC HC JH | we | cH1 | 5S4GRA| cH2 | CH3 | HC LC LC LC K | v | e | ¢
COR1 | cOr2 | cOR3 COR1 | COR2 | COR3
7E8_quimera 16 17 18 | 23 | 14 | 24 25 26 | 27 | 28 20 21 22 | 29 | 19 | 30 | 31
9B3_quimera 33 34 35 | 39 | 32 | 24 25 26 | 27 | 40 37 21 38 | 41 | 36 | 30 | a2
12F9_quimera 4 45 46 8 | 43 | 24 25 2% | 27 | 1 48 49 so | s2 | 47 | 30 | s3
14D8_quimera a8 S 46 8 s4 | 24 25 26 27 59 57 58 50 41 | s6 | 30 | 60
30A1_quimera 62 63 64 8 | 61 | 24 25 26 | 27 | 69 66 67 68 | 70 | 65 | 30 | 7
30B11_qguimera 73 74 75 8 72 | 24 25 26 27 78 77 67 68 79 | 76 | 30 | 80
9B3_quimera _hulseg 33 34 35 | 39 | 32 | 24 25 26 | 27 | 40 37 21 38 | 82 | 81 | 30 | 83
14D8_ quimera _hulseg as 55 46 8 s4 | 24 25 26 27 59 57 58 50 82 | 8¢ | 30 | 85
30A1_ quimera _hulseg 62 63 64 8 61 24 25 26 27 69 66 67 68 12 | 86 | 30 | 87
30B11_quimera _hulseg | 73 74 75 8 | 72 | 2 25 26 | 27 | 78 77 67 68 | 12 | 88 | 30 | 89
Injerto de CDR de 7E8 16 17 18 8 | 90 | 24 25 26 | 27 | 92 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-10 16 17 18 8 | 94 | 24 25 96 27 | 95 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
Inserto de cdR de 9B3 33 34 35 8 | 97 | 24 25 26 | 27 | 99 37 21 38 | 12 | 98 | 30 | 100
inserto de CDR de 12F9 102 | 45 46 8 | 101 | 24 25 26 | 27 | 104 | 48 49 5o | 12 | 103 | 30 | 105
Inserto de CDR de 30B11 107 | 74 75 8 | 106 | 24 25 26 | 27 [109 | 77 67 68 | 12 [ 108 | 30 | 110
de CDRde 30B11_R7TIV | 107 | 74 75 8 | 111 | 24 25 26 | 27 [ 112 | 77 67 68 | 12 [ 108 | 30 | 110
983_1 33 34 124 | 39 | 113 | 24 25 26 27 | 116 | 37 21 38 | 82 | 115 | 30 | 117
983 _2A 33 34 119 | 39 | 118 | 24 25 26 27 | 120 | 37 21 38 82 | 115 | 30 | 117
9B3_28B 33 34 122 | 39 | 121 | 24 25 26 27 | 123 | 37 21 38 | 82 | 115 | 30 | 117
9B83_3 33 3¢ | 122 | 39 [ 124 | 24 25 26 | 27 | 125 | 37 21 38 | 82 (115 | 30 | 117
9B3_5 33 34 127 | 39 | 126 | 24 25 26 27 | 128 | 37 21 38 | 82 | 115 | 30 | 117
983_7 33 34 130 | 39 | 129 | 24 25 26 27 | 131 | 37 21 38 82 | 115 | 30 | 117
983_13 33 34 133 | 39 | 132 | 24 25 26 27 | 134 | 37 21 32 | 82 | 115 | 30 | 117
9B83_15 33 34 136 | 39 | 135 | 24 25 26 27 | 137 | 37 21 38 82 | 115 | 30 | 117
9B3_17 33 34 139 | 39 | 138 | 24 25 26 27 | 140 | 37 21 38 | 82 | 115 | 30 | 117
9B3_22 33 34 142 | 39 | 141 | 24 25 26 | 27 | 1a3 | 37 21 38 | 82 | 115 | 30 | 117
983 31Vv2 33 34 | 145 | 39 | 144 | 24 25 26 | 27 | 146 | 37 21 38 | 82 [ 115 | 30 | 117
(] w o
o 1 o~
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Cadena pesada (HC) Cadans geca (LC)
) HC HC HC JH | we | cH1 | 3sGRa | cH2 | cH3 | HC LC LC LC K v | ct | e
COR1 | COR2 | COR3 COR1 | COR2 | COR3
9B3_36 33 34 148 | 39 | 147 | 24 25 26 27 | 149 | 37 21 38 82 | 115 | 30 | 117
9B3_79 33 34 148 | 39 | 150 | 24 25 26 27 | 151 37 21 38 82 | 115 | 30 | 117
9B3_124 33 3¢ | 153 | 39 [ 152 | 24 25 26 | 27 | 154 | 37 21 38 | g2 | 115 | 30 | 117
9B3_162 33 34 156 | 39 | 155 | 24 25 26 27 | 1s7 | 37 21 38 82 | 115 | 30 | 117
7E8H/9B3K 16 17 18 23 | 14 24 25 26 27 28 37 21 38 82 | 115 | 30 | 117
9B3_563 33 3¢ | 159 | 39 [ 158 | 24 25 26 | 27 | 180 | 37 21 38 | 82 | 115 | 30 | 117
1L33-11 33 17 18 8 161 | 24 25 96 27 | 162 20 21 22 12 | 91 30 | 93
1L33-12 16 34 18 8 163 | 24 25 96 27 | 164 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-13 16 17 35 8 165 | 24 25 96 27 | 166 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-45 16 168 18 8 | 167 | 24 25 96 27 | 169 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-55 16 171 18 8 170 | 24 25 96 27 | 172 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-56 16 174 18 8 173 | 24 25 96 27 | 175 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-57 16 17 177 8 176 | 24 25 96 27 | 178 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-58 16 180 18 8 179 | 24 25 96 27 | 181 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-61 16 174 177 8 182 | 24 25 96 27 | 183 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-62 16 17 177 8 184 | 24 25 96 27 | 185 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-68 16 17 187 8 186 | 24 25 96 27 | 188 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-74 16 17 18 8 94 24 25 96 27 95 190 21 22 12 | 189 | 30 | 191
IL33-75 16 17 18 8 94 24 25 96 27 95 | 193 21 22 12 | 192 | 30 | 194
1L33-80 16 17 18 8 94 24 25 £ 27 95 20 196 22 12 | 195 | 30 | 197
1L33-81 16 17 18 8 93 24 25 96 27 95 20 199 22 12 | 198 | 30 | 200
1L33-103 16 202 18 8 201 | 24 25 96 27 | 203 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-117 16 205 18 8 | 208 | 24 25 96 27 | 206 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-136 16 174 18 8 173 | 24 25 96 27 | 175 20 21 208 12 | 207 | 30 | 209
1L33-153 16 211 18 8 210 | 24 25 26 27 | 212 20 21 208 12 | 207 | 30 | 209
1L33-154 16 214 18 8 213 | 24 25 26 27 | 215 20 21 208 12 | 207 | 30 | 209
1L33-155 16 217 18 8 216 | 24 25 26 27 | 218 20 21 208 12 | 207 | 30 | 209
1L33-156 16 220 18 8 | 219 | 24 25 26 27 | 221 20 21 208 | 12 | 207 | 30 | 209
o (1)) o
o ! o~
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Cadena pesada (HC) Cadoca gera (LC)
) HC HC HC M | we | oW1 | RA | cH2 | cH3 | HC LC LC LC K | v | a | Lc
COR1 | COR2 | COR3 COR1 | COR2 | CDR3
1L33-157 16 223 18 8 | 222 | 24 25 26 27 | 224 20 21 208 12 | 207 | 30 | 209
1L33-158 16 | 226 18 8 | 225 | 24 25 26 27 | 227 | 20 21 208 | 12 | 207 | 30 | 209
1L33-167 16 211 18 8 | 210 | 24 25 26 27 | 212 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-168 16 214 18 8 | 213 | 24 25 26 27 | 215 | 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-169 16 217 18 8 | 216 | 24 25 26 27 | 218 | 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-170 16 220 18 8 | 219 | 24 25 26 27 | 221 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-171 16 | 223 18 8 | 222 | 24 25 26 27 | 224 | 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-172 16 226 18 8 | 225 | 24 25 26 27 | 227 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-175 16 229 18 8 | 228 | 24 25 26 27 | 230 | 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-186 16 232 18 8 | 231 | 24 25 26 27 | 233 | 20 21 208 | 12 | 207 | 30 | 209
1L33-187 16 235 18 8 | 234 | 24 25 26 27 | 236 | 20 21 208 | 12 | 207 | 30 | 209
1L33-188 16 229 18 8 | 228 | 24 25 26 27 | 230 | 20 21 208 | 12 | 207 | 30 | 209
1L33-158-152 16 | 226 18 8 | 225 | 24 25 26 | 240 | 241 | 20 21 208 | 12 | 207 | 30 | 209
1L33-167-153 16 211 18 8 | 210 24 25 26 | 240 | 242 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-158LS 16 226 18 8 | 225 | 24 25 26 | 243 | 244 20 21 208 | 12 | 207 | 30 | 209
1L33-167LS 16 211 18 8 | 210 24 25 26 | 243 | 245 | 20 21 22 12 | 91 | 30 | 93
1L33-271 247 | 248 | 249 8 | 246 | 24 25 26 27 | 254 | 251 | 252 | 253 | 255 | 250 | 30 | 256
o w o
o “ o~
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LISTA DE SECUENCIAS

SEQ ID NO:396 se
encuentran
subrayados y en
negritas

SE | Descripcidn Secuencia
Q
1 La IL-33 humana SITGISPITE YLASLSTYND QSITFALEDE
WT (R&D) SYEIYVEDLK KDEKKDKVLL SYYESQHPSN
c208, Cc227, ESGDGVDGKM LMVTLSPTKD FWLHANNKEH
C232, y C259, SVELHKCEKP LPDQAFFVLH NMHSNCVSFE
gue corresponde CKTDPGVFIG VKDNHLALIK VDSSENLCTE
con C208, C227, NILFKLSET
C232 y C259 de
SEQ ID NO:396 se
encuentra
subrayada y en
negritas
2 ST2-Fc de KFSKQSWGLE NEALIVRCPR QGKPSYTVDW
humano-His (R&D) | YYSQTNKSIP TQERNRVFAS GQLLKFLPAE
VADSGIYTCI VRSPTENRTG YANVTIYKKQ
SDCNVPDYLM YSTVSGSEKN SKIYCPTIDL
YNWTAPLEWE KNCQALQGSR YRAHKSFLVI
DNVMTEDAGD YTCKFIHNEN GANYSVTATR
SFTVKDEQGF SLFPVIGAPA QNEIKEVEIG
KNANLTCSAC FGKGTQFLAA VLWQLNGTKI
TDFGEPRIQQ EEGQNQSFSN GLACLDMVLR
IADVKEEDLL LQYDCLALNL HGLRRHTVRL
SRKNPSKECF IEGRMDPKSC DKTHTCPPCP
APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT
CVVVDVSHED PEVKEFNWYVD GVEVHNAKTK
PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSRDELTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE
WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL
TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTOQKS
LSLSPGKHHH HHH
3 Los residuos de MSITGISPIT EYLASLSTYN DQSITFALED
IL-33 humana ESYEIYVEDL KKDEKKDKVL LSYYESQHPS
(mm2) NESGDGVDGK MLMVTLSPTK DFWLHANNKE
Que corresponden |HSVELHKSEK PLPDQAFFVL HNMHSNSVSF
con C208, C227, ESKTDPGVFI GVKDNHLALI KVDSSENLST
C232 y C259 de ENILFKLSET HHHHHH
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Los residuos SITGISPITE YLASLSTYND QSITFALEDE
F1Ag de IL-33 SYEIYVEDLK KDEKKDKVLL SYYESQHPSN
humana WT que ESGDGVDGKM LMVTLSPTKD FWLHANNKEH
corresponden con | SVELHKCEKP LPDOAFFVLH NMHSNCVSFE
c208, €227, C232 |CKTDPGVFIG VKDNHLALIK VDSSENLCTE
y C259 de SEQ ID | NILFKLSETL EDYKDDDDK

NO:396 se

encuentran

subrayados y en

negritas

Los residuos de MSITGISPIT ESLASLSTYN DQSITFALED
IL33 de mono ESYEIYVEDL KKDKKKDKVL LSYYESQHPS
cynomolgus SESGDGVDGK MLMVTLSPTK DFWLQANNKE
(CID42) HSVELHKSEK PLPDQAFFVL HNRSENSVSF
Que corresponden |ESKTDPGVFI GVKDNHLALI KVDYSENLGS
con C208, C227, ENILFKLSEI HHHHHH

C232 de SEQ ID
NO:396
subrayados y en
negritas

ST2-hIgG2Fc de
humano

KEFSKOSWGLENEALTIVRCPROGKPSYTVDWYYSQTNKSIP
TOERNRVFASGQLLKFLPAAVADSGIYTCIVRSPTENRTG
YANVTIYKKQSDCNVPDYLMYSTVSGSEKNSKIYCPTIDL
YNWTAPLEWFKNCQALQGSRYRAHKSFLVIDNVMTEDAGD
YTCKEFIHNENGANYSVTATRSEFTVKDEQGESLEPVIGAPA
ONEIKEVEIGKNANLTCSACEGKGTQFLAAVLWQLNGTKI
TDFGEPRIQQEEGONQSFSNGLACLDMVLRIADVKEEDLL
LOYDCLALNLHGLRRHTVRLSRKNPSKECEFVECPPCPAPP
VAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQ
FNWYVDGMEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWL
NGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTT
PPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK

Regidén de marco
DP-54 (subgrupo
de VH3) con un
segmento JH4

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMSWVRQA
PGKGLEWVANIKQODGSEKYYVDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARYFDYWGQGTLVTVSS

JH4

WGQGTLVTVSS

Funcién efectora
de IgGl humana
nula en la
regidén constante

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGA
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGK
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EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVEFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK

10 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
Regidén constante | EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
de IgGl humana MTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
de tipo LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT
silvestre QKSLSLSPGK
11 Marco DPK9 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKP
(subgrupo de GKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
VKI) con un EDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK
segmento JK4

12 JK4 FGGGTKVEIK

13 Dominio RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQ
constante kappa WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
de humano KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

14 Vg de gquimera de EVQLVETGGGLVQPGRSLKLSCKTSGFTFSSYWMYWIRQA

TES8 PGKGLEWVSSITPNGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAENTIY
LOMSSLRSEDTATYFCAKGHYYYTSYSLGYWGQGSLVTVS
S
15 Lider de MGWSCITILFLVATATGAHS
secrecidén de la
Vg de gquimera de
TE8
16 CDRH1 de quimera | GFTFSSYWMY
de 7ES8
17 CDRH2 de quimera | SITPNGGNTYYPDSVKG
de T7ES8
18 CDRH3 de quimera | GHYYYTSYSLGY
de T7ES8
19 Vi de guimera de EIQMTQSPSVLSASVGDRVTLSCKASQNINKHLDWYQQKT,
TE8 GEAPKLLIYFTNNLQTGIPSRFSGSGSGTDCTLTINSLQP
GDVATYFCFQYNNGWTFGGGTKLELD
20 CDRL1 de quimera |KASQNINKHLD
de 7ES8
21 CDRL2 de quimera | FTNNLQT
de T7ES8
22 CDRL3 de quimera | FQYNNGWT
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de 7ES8
23 JH de quimera de | WGQGSLVTVSS
TE8
24 CH1 de hIgGl de ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WT WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKV
25 Bisagra de IgGl EPKSCDKTHTCPPCP
humana
26 Funcién efectora | APEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
nula de CH2 PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
hIgGl QODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
277 CH3 de hIgGl de GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WT WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
28 HC de gquimera de | EVQLVETGGGLVQPGRSLKLSCKTSGFTFSSYWMYWIRQA
TES8 PGKGLEWVSSITPNGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAENTIY
LOMSSLRSEDTATYFCAKGHYYYTSYSLGYWGQGSLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK
29 JK de quimera de | FGGGTKLELD
TE8
30 CL RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
31 LC de gquimera de |EIQMTQSPSVLSASVGDRVTLSCKASQNINKHLDWYQQKL
TES8 GEAPKLLIYFTNNLQTGIPSRFSGSGSGTDCTLTINSLQP
GDVATYFCFQYNNGWTFGGGTKLELDRTVAAPSVEFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGEC
32 Vy de guimera de EVQLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGFTFSNYWMYWIRQA
9B3 PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGREFTISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYSSYSFSYWGQGTLVTVS
S
33 CDRH1 de quimera | GFTFSNYWMY

de 9B3
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34 CDRH2 de quimera | SINNDGGNTYYLDSVKG
de 9B3
35 CDRH3 de quimera | GHYSYSSYSFSY
de 9B3
36 Vi de gquimera de DIOMTQSPSVLSASVGDRVTLSCKASHNINKHLDWCQQKV
9B3 GEAPKLLIYFTNNLOTGIPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQP
EDVATYFCFQYNSGWTFGGGTKLELK
37 CDRL1 de quimera | KASHNINKHLD
de 9B3
38 CDRL3 de quimera | FQYNSGWT
de 9B3
39 JH de quimera de | WGQGTLVTVSS
9B3
40 HC de quimera de | EVQLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGFTEFSNYWMYWIRQA
9B3 PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGREFTISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYSSYSEFSYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEATLHNHY
TOQKSLSLSPGK
41 JK de gquimera de | FGGGTKLELK
9B3
42 LC de guimera de | DIQMTQSPSVLSASVGDRVTLSCKASHNINKHLDWCQQKV
9B3 GEAPKLLIYFTNNLQTGIPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQP
EDVATYFCFQYNSGWTFGGGTKLELKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSEFNRGEC
43 Vg de gquimera de EVQLVESGGDLVQPGRSLKLSCVTSGFIFKNYWMTWIRQV
12F9 PGKGLEWVASTITNTGGATYYPDSVKGRFTISRDNSENTLY
LOMNSLRSEDTATYYCARDRRYNSGSPFAYWGQGTLVTVS
S
44 CDRH1 de quimera | GFIFKNYWMT
de 12F9
45 CDRH2 de quimera | SITNTGGATYYPDSVKG
de 12F9
46 CDRH3 de gquimera | DRRYNSGSPFAY

de 12F9
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477 VL de quimera de | DIQLTQSPSTLAASLGERVTISCRASQSISNSLIWEFQQKP
12F9 DGTIKRLIYSSSTLESGVPSREFSGSGSGTDYSLSISSLES
EDFAMYYCLOQYATYPWTFGGGTKLELR
48 CDRL1 de quimera | RASQSISNSLI
de 12F9
49 | CDRL2 de quimera | SSSTLES
de 12F9
50 CDRL3 de quimera | LQYATYPWT
de 12F9
51 HC de guimera de | EVQLVESGGDLVQPGRSLKLSCVTSGFIFKNYWMTWIRQV
12F9 PGKGLEWVASITNTGGATYYPDSVKGRFTISRDNSENTLY
LOMNSLRSEDTATYYCARDRRYNSGSPFAYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATLHNHY
TOKSLSLSPGK
52 JK de quimera de | FGGGTKLELR
12F9
53 LC de gquimera de | DIQLTQSPSTLAASLGERVTISCRASQSISNSLIWEFQQKP
12F9 DGTIKRLIYSSSTLESGVPSREFSGSGSGTDYSLSISSLES
EDFAMYYCLOQYATYPWTFGGGTKLELRRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSEFNRGEC
54 VH de quimera de | EVQLVDSGGDQVQPGRSLKLSCVASGFIFKNYWMTWIRQV
14D8 PGKGLEWIASITNSGGNTYYPDSVKGRFTISRDNAKDTLY
LOMNSLRSEDTATYYCARDRRYNSGSPFAYWGQGTLVTVS
S
55 CDRH2 de quimera | SITNSGGNTYYPDSVKG
de 14D8
56 VL de quimera de | DIQLTQSPSTLPASLGERVTISCRTSQSINNNLCWYQQKP
14D8 DGTVKRLIYSTSTLESGVPSREFSGSGSGTDYSLSISSLES
QDFAMYYCLQYATYPWTFGGGTKLELK
57 CDRL1 de gquimera | RTSQSINNNLC
de 14D8
58 CDRL2 de quimera | STSTLES
de 14D8
59 HC de quimera de | EVQLVDSGGDQVQPGRSLKLSCVASGFIFKNYWMTWIRQV
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14D8

PGKGLEWIASITNSGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKDTLY
LOMNSLRSEDTATYYCARDRRYNSGSPFAYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

60 LC de guimera de | DIQLTQSPSTLPASLGERVTISCRTSQSINNNLCWYQQKP
14D8 DGTVKRLIYSTSTLESGVPSREFSGSGSGTDYSLSISSLES
ODFAMYYCLOQYATYPWTFGGGTKLELKRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSEFNRGEC
61 VH de gquimera de | QVNLLQSGATLVKPGASMKMSCKASGYSFTDYWVSWVKQS
30A1 HGKSLEWIGEIYPNSGANNENKEFKDKATLTVDKSTSTAY
MELTRLTSEDSAVYYCTRGPYYYSSQITFAYWGQGTLVTV
SS
62 CDRH1 de quimera | GYSFTDYWVS
de 30A1
63 CDRH2 de quimera |EIYPNSGANNFNKEFKD
de 30Al1
64 CDRH3 de quimera | GPYYYSSQIIFAY
de 30Al
65 VL de gquimera de | ITVMTQSPKSMSISVGDRVTMNCKASQNVGNNIAWYRQKP
30A1 GOSPELLIYYASNRYTGVPDRFTGGGYGTDFTLTINSVQA
EDAAFYYCQRIYNSPPTFGGGTKVELK
66 | CDRL1 de quimera | KASQNVGNNIA
de 30A1
67 CDRL2 de quimera | YASNRYT
de 30Al1
68 CDRL3 de quimera | QRIYNSPPT
de 30A1
69 HC de gquimera de | QVNLLQSGATLVKPGASMKMSCKASGYSFTDYWVSWVKQS

30Al1

HGKSLEWIGEIYPNSGANNENKEFKDKATLTVDKSTSTAY
MELTRLTSEDSAVYYCTRGPYYYSSQITFAYWGQGTLVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
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NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNH

YTOKSLSLSPGK
70 JK de quimera de | FGGGTKVELK
30A1
71 LC de gquimera de | ITVMTQSPKSMSISVGDRVTMNCKASQNVGNNIAWYRQKP
30A1 GOQSPELLIYYASNRYTGVPDRFTGGGYGTDFTLTINSVQA
EDAAFYYCQRIYNSPPTFGGGTKVELKRTVAAPSVEFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSEFNRGEC
72 VH de quimera de | QVKLLQSGAALVKPGASVKMSCATSGEFSFTDYWVSWVKQS
30B11 HGKGLEWIGEIYPNSGADNFNENFKGKATLTVDKSTSTAY
MELSRLTSEDSAIYYCTRGPYYYSTQITIFAYWGQGTLVTV
SS
73 CDRH1 de quimera | GFSFTDYWVS
de 30BR11
74 CDRH2 de quimera | EIYPNSGADNENENFKG
de 30BR11
75 CDRH3 de quimera | GPYYYSTQIIFAY
de 30BR11
76 VL de quimera de |NIVMTQSPKSMSISVGDRVTMNCKASQONVGNNLAWYQQKP
30B11 GOSPKLLIYYASNRYTGVPDRFTGGGYGTDFTLTINSVQA
EDAAFYYCQRIYNSPPTFGGGTKVELR
77 CDRL1 de quimera | KASQNVGNNLA
de 30BR11
78 HC de guimera de | QVKLLQSGAALVKPGASVKMSCATSGEFSEFTDYWVSWVKQS
30B11 HGKGLEWIGEIYPNSGADNFNENFKGKATLTVDKSTSTAY
MELSRLTSEDSAIYYCTRGPYYYSTQITIFAYWGQGTLVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEATLHNH
YTQKSLSLSPGK
79 JK de quimera de | FGGGTKVELR
30BR11
80 LC de gquimera de | NIVMTQSPKSMSISVGDRVTMNCKASQNVGNNLAWYQQKP
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30B11 GOSPKLLIYYASNRYTGVPDRFTGGGYGTDEFTLTINSVQA
EDAAFYYCORIYNSPPTFGGGTKVELRRTVAAPSVFEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSENRGEC
81 Quimera 9B3/hu J | DIQMTQSPSVLSASVGDRVTLSCKASHNINKHLDWCQQKV
VL GEAPKLLIYFTNNLOTGIPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQP
EDVATYFCEFQYNSGWTEFGQGTKVEIK
82 Quimera 9B3/hu J | FGQGTKVEIK
JK
83 Quimera 9B3 /hu DIOMTQSPSVLSASVGDRVTLSCKASHNINKHLDWCQQKV
J LC GEAPKLLIYFTNNLOTGIPSREFSGSGSGTDYTLTISSLQP
EDVATYFCEFQYNSGWTEFGQGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC
84 Quimera 14D8 /hu | DIQLTQSPSTLPASLGERVTISCRTSQSINNNLCWYQQKP
J VL DGTVKRLIYSTSTLESGVPSREFSGSGSGTDYSLSISSLES
QODFAMYYCLOYATYPWTEFGQGTKVEIK
85 Quimera 14D8/hu DIQLTQSPSTLPASLGERVTISCRTSQSINNNLCWYQQKP
J LC DGTVKRLIYSTSTLESGVPSREFSGSGSGTDYSLSISSLES
ODFAMYYCLOQYATYPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSEFNRGEC
86 Quimera 30A1 /hu | ITVMTQSPKSMSISVGDRVTMNCKASQNVGNNIAWYRQKP
J VL GOQSPELLIYYASNRYTGVPDRFTGGGYGTDEFTLTINSVQA
EDAAFYYCQRIYNSPPTEFGGGTKVEIK
87 Quimera 30Al/hu ITVMTQSPKSMSISVGDRVTMNCKASQONVGNNIAWYRQOKP
J LC GOQSPELLIYYASNRYTGVPDRFTGGGYGTDEFTLTINSVQA
EDAAFYYCORIYNSPPTFGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSEFNRGEC
88 Quimera 30B11/hu | NIVMTQSPKSMSISVGDRVTMNCKASQNVGNNLAWYQQKP
J VL GOQSPKLLIYYASNRYTGVPDRFTGGGYGTDEFTLTINSVQA
EDAAFYYCQRIYNSPPTEFGGGTKVEIK
89 Quimera 30B11/hu | NIVMTQSPKSMSISVGDRVTMNCKASQNVGNNLAWYQQKP
J LC GQSPKLLIYYASNRYTGVPDRFTGGGYGTDETLTINSVQA

EDAAFYYCORIYNSPPTFGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSEFNRGEC
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90

injerto de CDR
de Vyz de 7E8

HSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVR
OAPGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGRFEFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVT
VSS

91

injerto de CDR
de Vi de 7ES8

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCFQYNNGWTEFGGGTKVEIK

92

injerto de CDR
de HC de 7ES8

HSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVR
OAPGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGRETISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLG
TOQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEA
AGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHN
HYTOKSLSLSPGK

93

injerto de CDR
de LC de 7ES8

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNNGWTEFGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

94

Vy de IL33-10

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

95

HC de IL33-10

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

96

CH2 de hIgGl de
WT

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
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ODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK

97

injerto de CDR
de Vg de 9B3

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESNYWMYWVRQA
PGKGLEWVASINNDGGNTYYLDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYSYSSYSEFSYWGQGTLVTVS
S

98

injerto de CDR
de Vi de 9B3

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASHNINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCFQYNSGWTEFGGGTKVEIK

99

injerto de CDR
HC de 9B3

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESNYWMYWVRQA
PGKGLEWVASINNDGGNTYYLDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYSYSSYSEFSYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

100

injerto de CDR
de LC de 9B3

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASHNINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNSGWTEGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

101

Injerto de CDR
de Vyg de 12F9

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFKNYWMTWVRQA
PGKGLEWVASITNTGGATYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARDRRYNSGSPFAYWGQGTLVTVS
S

102

CDRH1 de injerto
de CDR de 12F9

GFTFKNYWMT

103

Injerto de CDR
de V; de 12F9

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISNSLIWYQQKP
GKAPKLLIYSSSTLESGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCLOQYATYPWTEGGGTKVEIK

104

HC de injerto de
CDR de 12F9

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETEFRKNYWMTWVRQA
PGKGLEWVASITNTGGATYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARDRRYNSGSPFAYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
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KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

105

LC de injerto de
CDR de 12F9

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISNSLIWYQQKP
GKAPKLLIYSSSTLESGVPSREFSGSGSGTDEFTLTISSLQP
EDFATYYCLOQYATYPWTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSEFNRGEC

106

Vy de injerto de
CDR de 30B11

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETETDYWVSWVRQA
PGKGLEWVAEIYPNSGADNENENEFKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGPYYYSTQITIFAYWGQGTLVTV
SS

107

CDRH1 de injerto
de CDR de 30B11

GFTEFTDYWVS

108

Vi de injerto de
CDR de 30B11

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVGNNLAWYQQKP
GKAPKLLIYYASNRYTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQRIYNSPPTEFGGGTKVEIK

109

HC de injerto de
CDR de 30B1l1

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETEFTDYWVSWVRQA
PGKGLEWVAEIYPNSGADNENENEFKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGPYYYSTQITIFAYWGQGTLVTV
SSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSPGK

110

LC de injerto de
CDR de 30B11

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVGNNLAWYQQKP
GKAPKLLIYYASNRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCORIYNSPPTFGGGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSENRGEC

111

Injerto de Vy de
CDR de
30B11 R71V

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETEFTDYWVSWVRQA
PGKGLEWVAEIYPNSGADNEFNENFKGRETISVDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGPYYYSTQITIFAYWGQGTLVTV
SS

112

Injerto de HC de
CDR de

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETEFTDYWVSWVRQA
PGKGLEWVAEIYPNSGADNENENEFKGRETISVDNAKNSLY
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30B11_R71V

LOMNSLRAEDTAVYYCARGPYYYSTQITIFAYWGQGTLVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSPGK

113

Vy de 9B3-1

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYSSYSLGYWGQGTLVTVS
S

114

CDRH3 de 9B3-1

GHYYYSSYSLGY

115

V1, de 9B3-1

DIOMTQSPSVLSASVGDRVTLSCKASHNINKHLDWYQQKV
GEAPKLLIYFTNNLOTGIPSREFSGSGSGTDYTLTISSLQP
EDVATYFCEFQYNSGWTEFGQGTKVETIK

116

HC de 9B3-1

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYSSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

117

LC de 9B3-1

DIOMTQSPSVLSASVGDRVTLSCKASHNINKHLDWYQQKV
GEAPKLLIYFTNNLOTGIPSREFSGSGSGTDYTLTISSLQP
EDVATYFCEFQYNSGWTEFGQGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

118

Vy de 9B3-2A

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYSSYSFGYWGQGTLVTVS
S

119

CDRH3 de 9B3-2A

GHYSYSSYSFGY

120

HC de 9B3-2A

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
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LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYSSYSFGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

121

Vi de 9B3-2B

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCVKGHYSYSSYSIDYWGQGTLVTVS
S

122

CDRH3 de 9B3-2B

GHYSYSSYSIDY

123

HC de 9B3-2B

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCVKGHYSYSSYSIDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

124

Vg de 9B3-2B

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYSSYSIDYWGQGTLVTVS
S

125

HC de 9B3-2B

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYSSYSIDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK




10

15

20

243

126

Vg de 9B3-5

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYTSYSFGYWGQGTLVTVS
S

127

CDRH3 de 9B3-5

GHYSYTSYSFGY

128

HC de 9B3-5

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYTSYSFGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

129

Vy de 9B3-7

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGRYYYSSYSFAYWGQGTLVTVS
S

130

CDRH3 de 9B3-7

GRYYYSSYSFAY

131

HC de 9B3-7

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGRYYYSSYSFAYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

132

Vy de 9B3-13

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCARGHYYYNSYSFAHWGQGTLVTVS
S

133

CDRH3 de 9B3-13

GHYYYNSYSFAH

134

HC de 9B3-13

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCARGHYYYNSYSFAHWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
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SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

135

Vy de 9B3-15

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYSSYSFANWGQGTLVTVS
S

136

CDRH3 de 9B3-15

GHYSYSSYSFAN

137

HC de 9B3-15

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYSYSSYSFANWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

138

Vy de 9B3-17

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCARGHYYYSSYSFGSWGQGTLVTVS
S

139

CDRH3 de 9B3-17

GHYYYSSYSFEGS

140

HC de 9B3-17

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCARGHYYYSSYSFGSWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

141

Vy de 9B3-22

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
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PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHESYTSYSFAYWGQGTLVTVS
S

142

CDRH3 de 9B3-22

GHEFSYTSYSFAY

143

HC de 9B3-22

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHESYTSYSFAYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

144

Vy de 9B3-31V2

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYSSYSFAFWGQGTLVTVS
S

145

CDRH3 de 9B3-
31V2

GHYYYSSYSFAF

146

HC de 9B3-31V2

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYSSYSFAFWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

147

Vg de 9B3-36

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYTSYSFAYWGQGTLVTVS
S

148

CDRH3 de 9B3-36

GHYYYTSYSFAY

149

HC de 9B3-36

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYTSYSFAYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
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SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

150

Vy de 9B3-79

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCARGHYYYTSYSFAYWGQGTLVTVS
S

151

HC de 9B3-
79

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCARGHYYYTSYSFAYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

152

Vy de 9B3-124

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYTSYSFGYWGQGTLVTVS
S

153

CDRH3 de 9B3-124

GHYYYTSYSFGY

154

HC de 9B3-124

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYTSYSFGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

155

Vg de 9B3-162

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
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LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYSSYSFGYWGQGTLVTVS
S

156

CDRH3 de 9B3-162

GHYYYSSYSFGY

157

HC de 9B3-162

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYSSYSFGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

158

Vy de 9B3-563

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGEFTESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYSSYSFAYWGQGTLVTVS
S

159

CDRH3 de 9B3-563

GHYYYSSYSFAY

160

HC de 9B3-563

EVOLVETGGGLVQPGRSLKLSCVASGETESNYWMYWIRQA
PGMGLEWVSSINNDGGNTYYLDSVKGRETISRNNAENTVY
LOMNSLRSEDTATYYCAKGHYYYSSYSFAYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

161l

Vy de IL33-11

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESNYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

162

HC de IL33-11

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESNYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
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WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

163

Vy de IL33-12

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASINNDGGNTYYLDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

164

HC de IL33-12

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASINNDGGNTYYLDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

165

Vy de IL33-13

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYSYSSYSESYWGQGTLVTVS
S

166

HC de IL33-13

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYSYSSYSEFSYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

167

IL33-45 Vy

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPDGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

168

CDRH2 de IL33-45

SITPDGGNTYYPDSVKG

169

HC de IL33-45

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVROA
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PGKGLEWVASITPDGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

170

Vy de IL33-55

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGDTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

171

CDRH2 de IL33-55

SITPNGGDTYYPDSVKG

172

HC de IL33-55

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGDTYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

173

Vy de IL33-56

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGETYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

174

CDRH2 de IL33-56

SITPNGGETYYPDSVKG

175

HC de IL33-56

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGETYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
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VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

176

Vy de IL33-57

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTDYSLGYWGQGTLVTVS
S

177

CDRH3 de IL33-57

GHYYYTDYSLGY

178

HC de IL33-57

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTDYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

179

Vy de IL33-58

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPLGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

180

CDRH2 de IL33-58

SITPLGGNTYYPDSVKG

181

HC de IL33-58

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPLGGNTYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

182

Vy de IL33-61

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGETYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTDYSLGYWGQGTLVTVS
S

183

HC de IL33-61

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGETYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTDYSLGYWGQGTLVTVS
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SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

184

Vy de IL33-62

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGDTYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTDYSLGYWGQGTLVTVS
S

185

HC de IL33-62

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVROQA
PGKGLEWVASITPNGGDTYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTDYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

186

Vy de IL33-68

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVROQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTAYSLGYWGQGTLVTVS
S

187

CDRH3 de IL33-68

GHYYYTAYSLGY

188

HC de IL33-68

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGNTYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTAYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

189

Vi, de IL33-74

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINDHLDWYQQKP
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GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNNGWTEFGGGTKVEIK

190

CDRLI1

de IL33-74

KASQONINDHLD

191

LC de

IL33-74

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINDHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNNGWTEGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

192

Vi, de

IL33-75

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONIDKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNNGWTEFGGGTKVEIK

193

CDRL1

de IL33-75

KASONIDKHLD

194

LC de

IL33-75

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONIDKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNNGWTEFGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

195

Vi, de

IL33-80

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLODGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNNGWTEFGGGTKVEIK

196

CDRL2

de IL33-80

FTNNLQD

197

LC de

IL33-80

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLODGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCFQYNNGWTEFGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

198

Vi, de

IL33-81

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLQEGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNNGWTEFGGGTKVEIK

199

CDRL2

de IL33-81

FTNNLQE

200

LC de

IL33-81

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLQEGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNNGWTEGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC

201

Vy de

IL33-103

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNGGETYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S




10

15

20

253

202

CDRH2 de IL33-
103

ATITPNGGETYYPDSVKG

203

HC de IL33-103

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNGGETYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

204

Vy de IL33-117

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVROQA
PGKGLEWVASITPNGGEDYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

205

CDRH2 de IL33-
117

SITPNGGEDYYPDSVKG

206

HC de IL33-117

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNGGEDYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

207

Vi de IL33-136

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNQGWTEFGGGTKVEIK

208

CDRL3 de IL33-
136

FOQYNQGWT

209

ILC de IL33-136

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONINKHLDWYQQKP
GKAPKLLIYFTNNLOTGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCEFQYNQGWTEFGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSENRGEC
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210

Vy de IL33-153

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNAGEDYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

211

CDRH2 de IL33-
153

SITPNAGEDYYPDSVKG

212

HC de IL33-153

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNAGEDYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

213

Vy de IL33-154

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNAGEDYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

214

CDRH2 de IL33-
154

SITPNAGEDYYPESVKG

215

HC de IL33-154

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNAGEDYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

216

Vy de IL33-155

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVROQA
PGKGLEWVAAITPNGGEDYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

217

CDRH2 de IL33-
155

ATITPNGGEDYYPDSVKG

218

HC de IL33-155

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVROQA
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PGKGLEWVAAITPNGGEDYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

219

Vy de IL33-156

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNGGEDYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

220

CDRH2 de IL33-
156

ATITPNGGEDYYPESVKG

221

HC de IL33-156

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNGGEDYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

222

Vy de IL33-157

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNAGEDYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

223

CDRH2 de IL33-
157

AITPNAGEDYYPDSVKG

224

HC de IL33-157

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNAGEDYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
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KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

225

Vy de IL33-158

EVQOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGETES
SYWMYWVRQA PGKGLEWVAA ITPNAGEDYY
PESVKGREFTI SRDNAKNSLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGH YYYTSYSLGY WGQGTLVTVS S

226

CDRH2 de IL33-
158

ATITPNAGEDYYPESVKG

227

HC de IL33-158

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNAGEDYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

228

Vy de IL33-175

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNAGETYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

229

CDRH2 de IL33-
175

ATITPNAGETYYPESVKG

230

HC de IL33-175

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVROQA
PGKGLEWVAAITPNAGETYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

231

Vy de IL33-186

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNGGETYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
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S

232

CDRH2 de IL33-
186

ATITPNGGETYYPESVKG

233

HC de IL33-186

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNGGETYYPESVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

234

Vy de IL33-187

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNAGETYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
S

235

CDRH2 de IL33-
187

ATITPNAGETYYPDSVKG

236

HC de IL33-187

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNAGETYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

237

Regidén nula
constante de la
funcidén efectora
de IgGl humana,
lisina suprimida

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGA
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVEFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPG

238

Regidén nula

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
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constante de la
funcién efectora
de IgGl humana,
lisina
suprimida, LS

WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGA
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVEFSCSVLHEALHSHYT
QKSLSLSPG

239

Lider de
secrecidédn de Vy
de IL33-158-152

MGWSCIILFLVATATGVHS

240

CH3 de hIgGl
delta K

GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

241

HC de IL33-158-
152

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNAGEDYYPESVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPG

242

HC de IL33-167-
153

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNAGEDYYPDSVKGREFTISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPG

243

CH3 de hIgGl LS

GOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWQOG
NVEFSCSVLHEALHSHYTQKSLSLSPG

244

HC de IL33-158LS

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYWMYWVRQA
PGKGLEWVAAITPNAGEDYYPESVKGREFTISRDNAKNSLY
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LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVLHEALHSHY
TOKSLSLSPG

245 | HC de IL33-167LS | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYWMYWVRQA
PGKGLEWVASITPNAGEDYYPDSVKGRETISRDNAKNSLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARGHYYYTSYSLGYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRE
EMTRKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVLHEALHSHY
TOQKSLSLSPG
246 | Vy de IL33-271 QVLLVQOSGAEVKKPGATVKVSCKASGSTEFTGYYMHWVRQA
PGOGLEWMGWINPNNGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARELRYNWKSWGQGTLVTVSS
247 | CDRH1 de IL33- GSTFTGYYMH
271

248 | CDRH2 de IL33- WINPNNGGTNYAQKFQG
271

249 | CDRH3 de IL33- ELRYNWKS
271

250 |V, de TIL33-271 EIVLTOQSPGTLSLSPGERVTLSCRASQSVGRPYLAWYQQI
PGOAPRLLIYGASSRATDIPDREFSGNGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYDNSPYTFGQGTRLEIK

251 | CDRL1 de IL33- RASQSVGRPYLA

271
252 | CDRL2 de IL33- GASSRAT
271
253 | CDRL3 de IL33- QQYDNSPYT
271
254 | HC de IL33-271 QVLLVQOSGAEVKKPGATVKVSCKASGSTEFTGYYMHWVRQA

PGOGLEWMGWINPNNGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARELRYNWKSWGQGTLVTVSSAST
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KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGAPSV
FLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
CKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTK
NQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK

255 | JK de IL33-271 FGQGTRLEIK
256 | LC de IL33-271 EIVLTQSPGTLSLSPGERVTLSCRASQSVGRPYLAWYQQT
PGQAPRLLIYGASSRATDIPDREFSGNGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYDNSPYTFGQGTRLEIKRTVAAPSVEIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFEFYPREAKVOQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFNRGEC
257 | CDR L1 de (K/S/H/T/Q/W/Y/F/R) (A/S/G) (S/A/D) (Q/H/S/
consenso amplio E/D/T) (N/S/D/R/K/Y/E/G) (I/V) (N/F/K/H/R/L
/M/TI/E/S) (K/Q/
E/R/W/F/Y/N/A/S/H) (H/F/R/W) (L/I/V/A) (D/S
/A)
258 | Mutagénesis de (K/R)AS (Q/H) (N/S) (I/V) (N/S) (K/S/N)HLD
ABS de la linea
germinal 7E8 9B3
de la CDR L1 de
consenso
259 | Mutagénesis de (K/R)AS (Q/H) (N/S)I(N/S) (K/S)HLD
ABS de la linea
germinal 7E8 9B3
de la CDR L1 de
consenso
260 | ABS de 7E8 de (K/R)ASQ(N/S)I(N/S) (K/S)HLD
CDR L1 de
consenso
261 | CDR L2 de (F/W/Y/D/E/G/S) (T/G/R/A/N/V) (N/W/Y/R/F/K
consenso amplio /Q/E/D/H/S) (N/F/Y/I/M/Q/L/A/R/G/P/S) (L/I
/V/R) (Q/R/K/F/H/L/W/Y/A/E) (T/S/N/Y)
262 | Mutagénesis de (F/Y) (A/T) (N/S) (N/S)L(Q/E) (T/S)
ABS de la linea
germinal 7E8 9B3
de la CDR L2 de
consenso
263 | Mutagénesis de F(T/A) (N/S) (N/S)LQ(T/S)
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ABS de la linea
germinal 7E8 9B3
de la CDR L2 de

consenso
264 | ABS de 7E8 de F(A/T) (N/S)NLQ(T/S)
CDR L2 de
consenso
265 | CDR L3 de (F/Q/W/H/A) (Q/S/T/A) (Y/H/F) (N/W/F/Y/R/K/
consenso amplio H/D) (N/S/Q/W/K/R/H/Y/D/G/T/V) (G/R/P/K/W/
F/I/N/Q) (W/H) (T/S/Q)
266 | Mutagénesis de (F/Q)Q(Y/F) (N/Y) (N/S/Q/R/Y)GWT
ABS de la linea
germinal 7E8 9B3
de la CDR L3 de
consenso
267 | ABS de 7E8 9B3 (F/Q)QY (N/Y) (N/S/Q/R)GWT
de CDR L3 de
consenso
268 | ABS de 7E8 de (F/Q)QY (N/Y) (N/S/Q) GWT
CDR L3 de
consenso
269 | CDR H1 de G(F/Y/H) (T/Q/N/S/E/D/R/Y) (F/Y/H) (S/E/D/T
consenso amplio /W) (N/S/T/E/D/H/L/I/Y/R/K/G) (Y/F/H) (W/H/
Y/A/G) (M/E/Q/I) (Y/F/H/N)
270 | Mutagénesis de GF(T/E)F (S/E) (N/S) YWMY
ABS de 7E8 9BR3
de la CDR H1 de
consenso
271 | ABS de 7E8 9B3 GFTFS (N/S) YWMY
de CDR H1 de
consenso
272 | CDR H2 de (S/A/T) (I/V) (T/H/N/S) (P/N/F/M) (N/I/
consenso amplio D/Y/W) (G/A) (G/H/D/E/R/K/Y/S) (N/Y/D/E/Q/H
) (T/K/E/S/I/A/D) (Y/H/W) (Y/F/H) (P/V/L/D/S
) (D/E/Q/A) (S/A/N/D) (V/D/T) (K/N/D/S/E/Q)G
273 | Mutagénesis de (S/A)I(T/N) (P/N) (N/D) (G/A) (G/S/H) (N/D/E)
ABS de 7E8 9BR3 (T/K/D/E)YY (P/V/L) (D/E)SV(K/Q)G
de la CDR H2 de
consenso
274 | ABS de 7E8 9B3 (S/A)I(T/N) (P/N) (N/D) (G/A) (G/S) (N/E) (T/K
de CDR H2 de /D)YY (P/V/L) (D/E) SVKG
consenso
275 | ABS de 7E8 de (S/A)ITP(N/D) (G/A) (G/S) (N/E) (T/K/D)YY (P/
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CDR H1 de V) (D/E) SVKG
consenso

276 | CDR H3 de (G/S/A/T/D) (H/K/R/Y) (Y/H/F/S) (Y/H/R/S) (Y
consenso amplio /JH/W/F/R/S) (T/N/V/I/S/A/G/Y) (S/N/A/Q/D/G

/R/Y) (Y/W/H/F/G/D/N) (S/A/G) (L/M/F/I
) (G/A/Y/S/D) (Y/N/S/F/E/D/H/I/V)

277 | Mutagénesis vy G(H/R/Y) (Y/F) (Y/S) (Y/H) (T/S/N) (S/A)YS(L/
repertorio de F/I) (G/S/A) (Y/H/N/S/F)
7E8 9B3 de CDR
H3 de consenso

278 | Mutagénesis de G(H/Y)Y(Y/S) (Y/

ABS de 7E8 9B3 H) (T/S/N) (S/A)YS(L/F) (G/S)Y
de la CDR H3 de
consenso

279 | 7E8 9B3 de CDR GHY (Y/S)Y(T/S)SYS(L/F) (G/S)Y
H3 de consenso

Véanse tablas 2 vy 3 para SEQ ID NOs 280-352 vy 353-395

respectivamente.

396 | IL-33 humana de | MKPKMKYSTN KISTAKWKNT ASKALCFKLG
longitud KSQOKAKEVC PMYFMKLRSG LMIKKEACYF
completa Swiss | RRETTKRPSL KTGRKHKRHL VLAACQQQST
Prot 095760-1. VECFAFGISG VQKYTRALHD SSITGISPIT
Los residuos | EYLASLSTYN DQSITFALED ESYEIYVEDL
c208, C227, | KKDEKKDKVL LSYYESQHPS NESGDGVDGK
C232, \ C259 | MLMVTLSPTK DFWLHANNKE HSVELHKEEK
estéan en | PLPDQAFFVL HNMHSNQVSF EQKTDPGVFI
negritas y | GVKDNHLALT KVDSSENLQT ENILFKLSET
subrayados

397 | IL33 de mono | SITGISPITE SLASLSTYND QSITFALEDE
cynomolgus de | SYEIYVEDLK KDKKKDKVLL SYYESQHPSS
tipo silvestre ESGDGVDGKM LMVTLSPTKD FWLQANNKEH

SVELHKCEKP LPDQAFFVLH NRSFNCVSFE
CKTDPGVFIG VKDNHLALIK VDYSENLGSE
NILFKLSEIH HHHHH

398 | Secuencia de ADN | GACATCCAGATGACCCAGTCCCCCTCTTCTCTGTCTGCCT
que codifica | CTGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTAAAGCAAGTCA
IL33-158LS de | GAATATTAATAAACACTTAGACTGGTATCAGCAGAAGCCT
cadena ligera GGCAAGGCTCCCAAGCTGCTGATCTACTTTACAAACAATT

TACAAACTGGCGTGCCTTCCAGATTCTCCGGCTCTGGCTC
TGGCACCGATTTCACCCTGACCATCTCCTCCCTCCAGCCT
GAGGATTTCGCCACCTACTACTGCTTTCAGTATAACCAGG
GGTGGACCTTTGGCGGCGGAACAAAGGTGGAGATCAAGCG
TACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
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GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCC
TGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTG
GAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAG
AGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCC
TCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAA
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

399

Secuencia de ADN
que codifica
IL33-158LS de
cadena pesada

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGCGGACTGGTGCAGC
CTGGCGGCTCTCTGAGACTGTCTTGTGCCGCCTCCGGCTT
CACCTTCAGTTCCTACTGGATGTACTGGGTGAGGCAGGCC
CCTGGCAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCGCCATTACTCCTA
ATGCCGGTGAGGACTACTATCCAGAGTCTGTGAAAGGCCG
GTTCACCATCTCCAGGGACAACGCCAAGAACTCCCTGTAC
CTCCAGATGAACTCCCTGAGGGCCGAGGATACCGCCGTGT
ACTACTGTGCCAGAGGCCATTATTACTATACCAGCTATTC
GCTTGGATACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCC
TCTGCGTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCAC
CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGG
CTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCT
TCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAAC
TCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCCGCTGGG
GCACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACA
CCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGT
GGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGT
CAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAG
GAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAG
CAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGC
TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGTTGCATGAGGCTCTGCACTCCCACTAC
ACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCGGGA

400

Secuencia de ADN
que codifica
IL33-167LS de

GACATCCAGATGACCCAGTCCCCCTCTTCTCTGTCTGCCT
CTGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTAAAGCAAGTCA
GAATATTAATAAACACTTAGACTGGTATCAGCAGAAGCCT
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cadena ligera

GGCAAGGCTCCCAAGCTGCTGATCTACTTTACAAACAATT
TACAAACTGGCGTGCCTTCCAGATTCTCCGGCTCTGGCTC
TGGCACCGATTTCACCCTGACCATCTCCTCCCTCCAGCCT
GAGGATTTCGCCACCTACTACTGCTTTCAGTATAACAATG
GGTGGACCTTTGGCGGCGGAACAAAGGTGGAGATCAAGCG
TACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCC
TGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTG
GAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAG
AGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCC
TCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAA
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

401

Secuencia de ADN
que codifica

IL33-167LS
cadena pesada

de

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGCGGACTGGTGCAGC
CTGGCGGCTCTCTGAGACTGTCTTGTGCCGCCTCCGGCTT
CACCTTCAGTTCCTACTGGATGTACTGGGTGAGGCAGGCC
CCTGGCAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCTCCATTACTCCTA
ATGCCGGTGAGGACTACTATCCAGACTCTGTGAAAGGCCG
GTTCACCATCTCCAGGGACAACGCCAAGAACTCCCTGTAC
CTCCAGATGAACTCCCTGAGGGCCGAGGATACCGCCGTGT
ACTACTGTGCCAGAGGCCATTATTACTATACCAGCTATTC
GCTTGGATACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCC
TCTGCGTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCAC
CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGG
CTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCT
TCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAAC
TCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCCGCTGGG
GCACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACA
CCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGT
GGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGT
CAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAG
GAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAG
CAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGC
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TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGTTGCATGAGGCTCTGCACTCCCACTAC
ACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCGGGA

402 | Secuencia lider MGWSCIILFL VATATGAHS
403 | IL33-265 de EVOLVESGGN LEQPGGSLRL, SCTASGEFTFS RSAMNWVRRA PGKGLEWVSG
TSGSGGRTYY ADSVKGRFTT SRDNSKNTLY LOMNSLSAED TAAYYCAKDS
cadena pesada, YTTSWYGGMD VWGHGTTVTV SSASTKGPSV FPLAPSSKST SGGTAALGCL
basada en VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSSLGT
HAHOET5P en US QTYICNVNHK PSNTKVDKKV EPKSCDKTHT CPPCPAPEAA GAPSVFLEPP
2014,/0271658 KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
’ YNSTYRVVSV LTVLHODWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE
SEQ ID NO: 274 PQVYTLPPSR EEMTKNQVSL TCLVKGEFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP
GK
404 | IL33-265 de DIQMTQSPSS VSASVGDRVT ITCRASQGIF SWLAWYOOKP GKAPKLLIYA
. ASSLOSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ ANSVPITFGQ
cadena ligera, GTRLETKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNEY PREAKVOWKV
basada en DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
HAHO675P en US LSSPVTKSFN RGEC
2014/0271658,
SEQ ID NO: 282
405 | IL33-310 de EVQOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGEFTFS SFSMSWVRQA PGKGLEWVAT
TSGGKTFTDY VDSVKGRFTI SRDDSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCTRAN
cadena pesada, YGNWFFEVWG QGTLVTVSSA STKGPSVFPI, APCSRSTSES TAALGCLVKD
basada en YFPEPVTVSW NSGALTSGVH TFPAVLQOSSG LYSLSSVVTV PSSSLGTKTY
10C12.38.HE. TCNVDHKPSN TKVDKRVESK YGPPCPPCPA PEFLGGPSVF LFPPKPKDTL
MISRTPEVTC VVVDVSQEDP EVOFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQFNSTYR
87Y.581 IgG4 en VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC KVSNKGLPSS TIEKTISKAKG QPREPQVYTL
US 2016/0168242, PPSQEEMTKN QVSLSCAVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTITPPVLDSD
SEQ ID NO: 306 GSFFLVSRLT VDKSRWQEGN VFSCSVMHEA LHNHYTQKSL SLSLG
406 | IL33-310 de ETVLTOSPAT LSLSPGERAT LSCRASESVA KYGLSLLNWF QQKPGQOPPRL
. LIFAASNRGS GIPARFSGSG SGTDFTLTIS SLEPEDFAVY YCQQSKEVPF
cadena ligera, TFGQGTKVET KRTVAAPSVF TFPPSDEQLK SGTASVVCLI NNFYPREAKV
basada en QWKVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV
10C12.38.H6. THQGLSSPVT KSFNRGEC
87Y.581 IgG4 en
US 2016/0168242,
SEQ ID NO: 307
407 | IL33-312 de EVOLLESGGG LVQOPGGSLRL, SCAASGEFTFS SYAMSWVROA PGKGLEWVSG
TSATDQSTYY ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCARQK
cadena pesada, FMQLWGGGLR YPFGYWGQGT MVTVSSASTK GPSVFPLAPS SKSTSGGTAA
basada en LGCLVKDYFP EPVTVSWNSG ALTSGVHTFP AVLOSSGLYS LSSVVTVPSS
33 640087-7B en SLGTQTYICN VNHKPSNTKV DKRVEPKSCD KTHTCPPCPA PEFEGGPSVE
— LEFPPKPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG VEVHNAKTKP
WO16156440, SEQ REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC KVSNKALPAS TEKTISKAKG
ID NO: 615 QPREPQVYTI, PPSREEMTKN QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGOPENNY
KTTPPVLDSD GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA LHNHYTQKSI
SLSPGK
408 | IL33-312 de SYVLTQPPSV SVSPGQTASI TCSGEGMGDK YAAWYQQKPG QOSPVLVIYRD
. TKRPSGIPER FSGSNSGNTA TLTISGTOAM DEADYYCGVI QDNTGVFGGG
cadena ligera, TKLTVLGQPK AAPSVTLFPP SSEELQANKA TLVCLISDFY PGAVTVAWKA
basada en DSSPVKAGVE TTTPSKQSNN KYAASSYLSI TPEQWKSHRS YSCOVTHEGS
33 640087-7B en | TVEKTVAPTE CS
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WO016156440, SEQ

ID NO: o617
409 | IL33-313 de EVOLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSG
TADDFTSTYY ADPVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCARDL
cadena pesada, WMMNYAGGLR YPFGYWGQGT MVTVSSASTK GPSVFPLAPS SKSTSGGTAA
basada en 33 LGCLVKDYFP EPVTVSWNSG ALTSGVHTFP AVLOSSGLYS LSSVVTVPSS
640237-2B en SLGTQTYICN VNHKPSNTKV DKRVEPKSCD KTHTCPPCPA PEFEGGPSVF
LFPPKPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG VEVHNAKTKP
WO16156440, SEQ REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC KVSNKALPAS TEKTISKAKG
ID NO: 623 QPREPQVYTL PPSREEMTKN QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY
KTTPPVLDSD GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA LHNHYTQKSI
SLSPGK
410 | IL33-313 de SYVLTQPPSV SVSPGQTASI TCSGERMGDK YAAWYQQKPG QOSPVLVIYRD
. TKRPSGIPER FSGSNSGNTA TLTISGTOAM DEADYYCGVI KQDTGVFGGG
cadena ligera, TKLTVLGOPK AAPSVTLFPP SSEELQANKA TLVCLISDFY PGAVTVAWKA
basada en 33 DSSPVKAGVE TTTPSKQSNN KYAASSYLSI TPEQWKSHRS YSCOVTHEGS
640237-2B en TVEKTVAPTE CS

WO016156440, SEQ
ID NO: 625




