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ES 2305110T3

DESCRIPCION

Anticuerpos contra la IL-15 humana.

Esta invencidn se relaciona con anticuerpos de interleuquina I beta humana (IL-15) y con el uso de tales anticuerpos
para el tratamiento de enfermedades y trastornos mediados por la IL-1.

Lainterleuquina 1 (IL-1) es una actividad producida por células del sistema inmune que actia como un mediador de
la respuesta inflamatoria en fase aguda. La produccién excesiva o inapropiada de la IL-1, en particular de la IL-1, esta
asociada con la patologia de diferentes enfermedades y trastornos, tales como septicemia, choque séptico o endotdxico,
alergias, asma, perdida de masa 6sea, isquemia, derrame, artritis reumatoide y otros trastornos inflamatorios. Los
anticuerpos para la IL-18. Los anticuerpos contra la IL-15 han sido propuestos para ser utilizados en el tratamiento de
enfermedades y trastornos mediados por la IL-1; ver por ejemplo, WO 95/01997 y la discusién en la introduccién de
la misma.

Hemos preparado ahora anticuerpos mejorados de la IL-18 humana para uso en el tratamiento de enfermedades y
trastornos mediados por la IL-1.

Por lo tanto, la invencién provee una molécula de enlazamiento a la IL-18 que comprende un sitio de enlazamiento
del antigeno que incluye

a) un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vi) que comprende a las regiones hiperva-
riables en secuencia CDR1, CDR2 y CDR3, dicha CDRI1 teniendo la secuencia de aminoacidos Val-Tyr-
Gly-Met-Asn, dicha CDR2 teniendo la secuencia de aminodcidos Ile-Ile-Trp-Tyr-Asp-Gly-Asp-Asn-Gln-
Tyr-Tyr-Ala-Asp-Ser-Val-Lys-Gly, y dicha CDR3 teniendo la secuencia de aminodcidos Asp-Leu-Arg-Thr-
Gly-Pro; y

b) un dominio variable de cadena liviana de inmunoglobulina (V) que comprende a las regiones hipervaria-
bles en secuencia CDR1’, CDR2’ y CDR3’, dicha CDR1’ teniendo la secuencia de aminoacidos Arg-Ala-
Ser-Gln-Ser-Ile-Gly-Ser-Ser-Leu-His dicha CDR2’ teniendo la secuencia de aminoacidos Ala-Ser-Gln-
Ser-Phe-Ser y dicha CDR3’ teniendo la secuencia de aminoéacidos His-Gln-Ser-Ser-Ser-Leu-Pro y el equi-
valente directo de la misma en la cual las regiones hipervariables CDR1, CDR2, CDR3, CDR1’, CDR2’
y CDR3’ tomadas como un todo son al menos 95% homdlogas a la hipervariable bajo a) y b), y tienen
una especificidad de enlazamiento por el epitopo antigénico de la IL-18 que incluye al bucle que incluye al
residuo Glu 64 de la IL-18 madura.

A menos que se indique otra cosa, cualquier cadena de polipéptido es descrita aqui como teniendo una secuencia
de aminoécidos que inicia en el extremo N-terminal y termina en el extremo C-terminal. El sitio de enlazamiento
del antigeno comprende tanto a los dominios Vi como Vi ; estos pueden estar localizados sobre la misma molécula
de polipéptido o, preferiblemente, cada dominio puede estar sobre una cadena diferente, siendo el dominio Vy parte
de una cadena pesada de inmunoglobulina o fragmento de la misma y el dominio V; parte de una cadena liviana de
inmunoglobulina o fragmento de la misma.

Por “molécula de enlazamiento a la IL-13" se entiende cualquier molécula capaz de enlazarse al antigeno de la IL-
183 ya sea sola o asociada con otras moléculas. La reaccién de enlazamiento puede ser mostrada por medio de métodos
estdndar (ensayos cualitativos) incluyendo, por ejemplo, un bioensayo para determinar la inhibicién del enlazamiento
alalL-18 a sureceptor o a cualquier clase de ensayos de enlazamiento, con referencia a una prueba de control negativo
en la cual se utiliza un anticuerpo de especificidad no relacionada pero del mismo isotipo, por ejemplo, un anticuerpo
anti-CD25. Convenientemente, el enlazamiento de las moléculas de enlazamiento a la IL-18 de la invencién a la IL-
183 puede ser mostrada en un ensayo de enlazamiento competitivo.

Los ejemplos de moléculas de enlazamiento del antigeno incluyen anticuerpos como los producidos por las células
B o hibridomas y quiméricos, anticuerpos humanos o injertados a la CDR o cualquier fragmento de los mismos, por
ejemplo fragmentos F(ab’), y Fab, asi como anticuerpos de cadena sencilla o de un solo dominio.

Un anticuerpo de cadena sencilla consiste de dominios variables de cadenas liviana y pesada de un anticuerpo
covalentemente enlazado por un enlazador peptidico que usualmente consiste desde 10 hasta 30 aminoécidos, prefe-
riblemente desde 15 hasta 25 aminoécidos. Por lo tanto, Tal estructura no incluye la parte constante de las cadenas
pesada y liviana y se cree que el espaciador peptidico mds pequefio debe ser menos antigénico que una parte constante
completa. Por “anticuerpo quimérico” se entiende un anticuerpo en el cual las regiones constantes de cadenas pesada y
liviana o ambas son de origen humano mientras que los dominios variables de ambas cadenas pesada y liviana no son
de origen humano (por ejemplo, de miirido) o de origen humano pero derivados de un anticuerpo humano diferente.
Por “anticuerpo injertado a CDR” se entiende un anticuerpo en el cual las regiones hipervariables (CDR) se derivan de
un anticuerpo donante, tal como un anticuerpo no humano (por ejemplo, de mirido) o un anticuerpo humano diferente,
mientras que todas o sustancialmente todas las otras partes de la inmunoglobulina, por ejemplo las regiones constantes
y las partes altamente conservadas de los dominios variables, esto es, las regiones marco, se derivan de un anticuerpo
aceptor, por ejemplo un anticuerpo de origen humano. Un anticuerpo injertado a CDR puede contener sin embargo
unos pocos aminoécidos de la secuencia donadora en las regiones marco, por ejemplo en las partes de las regiones mar-
co adyacentes a las regiones hipervariables. Por “anticuerpo humano” se entiende un anticuerpo en el cual las regiones
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constante y variable de ambas cadenas pesada y liviana son todas de origen humano, o sustancialmente idénticas a
secuencias de origen humano, no necesariamente del mismo anticuerpo e incluyen anticuerpos producidos por ratones
en los cuales los genes de la parte constante y variable de la inmunoglobulina de mirido han sido reemplazados por
sus contrapartes humanas, por ejemplo como se describe en términos generales en EP 0546073 B1, USP 5545806,
USP 5569825, USP 5625126, USP 5633425, USP 5661016, USP 5770429, EP 0 438474 B1 y EP 0 463151 B1.

Las moléculas de enlazamiento a la IL-18 particularmente preferidas de la invencién son anticuerpos humanos,
especialmente el anticuerpo ACZ 885 como se describe aqui més adelante en los Ejemplos.

Por lo tanto, en anticuerpos quiméricos preferidos los dominios variables tanto de cadenas pesadas como livianas
son de origen humano, por ejemplo aquellas del anticuerpo ACZ 885 que son mostradas en la Seq. Id. No. 1 y en la
Seq. Id. No. 2. Los dominios de la regién constante contienen también preferiblemente dominios adecuados de region
constante humana, por ejemplo como se describe en “Sequences of Proteins of Immunological Interest”, Kabat E.A.
y colaboradores, US Department of Health and Human Services, Public Health Service, National Institute of Health.

Las regiones hipervariables pueden ser asociadas con cualquier clase de regiones marco, aunque preferiblemente
son de origen humano. Las regiones marco adecuadas son descritas en Kabat E.A. y colaboradores, igual que la
referencia anterior. El marco de cadena pesada preferido es un marco de cadena pesada humana, por ejemplo aquella
del anticuerpo ACZ 885 que se observa en la Seq. Id. No. 1. Consiste de la secuencia de las regiones FR1, FR2, FR3
y FR4. En forma similar, Seq. Id. No. 2 muestra el marco de cadena liviana preferido de ACZ 885 que consiste, en
secuencia, de las regiones FR1’, FR2’, FR3’ y FR4’.

Por lo tanto, la invencién también provee una molécula de enlazamiento a la IL-18 que contiene al menos un sitio
de enlazamiento para el antigeno que comprende ya sea un primer dominio que tiene una secuencia de aminodcidos
idéntica a aquella mostrada en la Seq. Id. No. 1 que inicia con el aminodcido en posicién 1 y termina con el aminodcido
en posicién 118 o un primer dominio como se describe mds arriba y un segundo dominio que tiene una secuencia de
aminodcidos idéntica a aquella mostrada en la Seq. Id. No. 2, que inicia con el aminodcido en posicioén 1 y termina
con el aminodcido en posicién 107.

Los anticuerpos monoclonales surgidos contra una proteina encontrada en forma natural en todos los humanos se
desarrollan tipicamente en un sistema no humano, por ejemplo en ratones, y por lo tanto son proteinas tipicamente
no humanas. Como consecuencia directa de esto, un anticuerpo xenogénico como el producido por un hibridoma,
cuando se lo administra a humanos, provoca una respuesta inmune no deseable que es predominantemente mediada
por la parte constante de la inmunoglobulina xenogénica. Esto limita claramente el uso de tales anticuerpos ya que
ellos no pueden ser administrados durante un prolongado periodo de tiempo. Por lo tanto, se prefiere particularmente
utilizar anticuerpos de cadena sencilla, de dominio sencillo, quiméricos, injertados a CDR, o especialmente humanos
que probablemente no provoquen una respuesta alogénica sustancial cuando se los administra a humanos.

En vista de lo anterior, una molécula de enlazamiento a la IL-13 mas preferida de la invencidn es seleccionada de
un anticuerpo anti-IL-18 humano de acuerdo a la reivindicacién 1.

Alternativamente, una molécula de enlazamiento a la IL-13 de la invencion puede ser seleccionada de una molécula
de enlazamiento de cadena sencilla que incluye un sitio de enlazamiento del antigeno que comprende

a) un primer dominio que incluye en secuencia a las regiones hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3, teniendo
dichas regiones hipervariables las secuencias de aminodcidos mostradas en la Seq. Id. No. 1,

b) un segundo dominio que incluye a las regiones hipervariables CDR1’, CDR2’ y CDR3’ teniendo dichas
regiones hipervariables las secuencias de aminodcidos mostradas en la Seq. Id. No. 2 'y

¢) un enlazador peptidico que esta enlazado ya sea al extremo N-terminal del primer dominio y al extremo
C-terminal del segundo dominio o al extremo C-terminal del primer dominio y al extremo N-terminal del
segundo dominio;

y equivalentes directos de los mismos.

Como se sabe bien, los cambios menores en la secuencia de aminoacidos tales como la supresién, adicién o
sustitucién de uno, unos pocos o incluso de varios aminodcidos puede conducir a una forma alélica de la proteina
original que tiene sustancialmente propiedades idénticas.

De este modo, por el término “equivalentes directos de los mismos” se entiende cualquier molécula de enlazamien-
to a la IL-18 que tiene al menos dos dominios por sitio de enlazamiento (molécula X’) de acuerdo a la reivindicacién

La inhibicién del enlazamiento a la IL-14 a su receptor puede ser convenientemente analizado en diferentes ensayos
incluidos ensayos tales como los descritos aqui mds adelante en el texto. Por el término “en el mismo grado” se
entiende que las moléculas de referencia y las equivalentes exhiben, estadisticamente hablando, esencialmente curvas
idénticas de inhibicion del enlazamiento a la IL-183 en uno de los ensayos a que se hace referencia mds arriba. Por
ejemplo, en las moléculas de enlazamiento a la IL-183 de la invencidn, tienen tipicamente los ICs, para la inhibicién
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del enlazamiento a la IL-18 a su receptor que se encuentran tipicamente dentro de +/-x5 de aquel de, preferiblemente
sustancialmente lo mismo que, el ICs, de la correspondiente molécula de referencia cuando se la analiza como se
describi6 anteriormente.

Por ejemplo, el ensayo utilizado puede ser un ensayo de inhibicién competitiva del enlazamiento a la IL-13 por los
receptores de la IL-1 soluble y las moléculas de enlazamiento a la IL-18 de la invencién.

Mas preferiblemente, el anticuerpo contra la IL-18 humana contiene al menos

a) una cadena pesada que incluye un dominio variable que tiene una secuencia de aminodcidos idéntica a
aquella mostrada en la Seq. Id. No. 1 comenzando con el aminoécido en posicién 1 y terminando con el
aminodcido en posicion 118 y la parte constante de una cadena pesada humana; y

b) una cadena liviana que incluye un dominio variable que tiene una secuencia de aminodcidos idéntica a
aquella mostrada en la Seq. Id. No. 2 comenzando con el aminodcido en posicién 1 y terminando con el
aminodcido en posicién 107 y la parte constante de una cadena liviana humana.

La parte constante de una cadena pesada humana puede ser de tipo yy, 2, V3, ¥4, 4» @1, @2, 0 O €, preferiblemente
del tipo vy, més preferiblemente del tipo y1, mientras que la parte constante de una cadena liviana humana puede ser
del tipo x 0 4, (que incluye a los subtipos 4,, 4, y 43) pero es preferiblemente del tipo k. Las secuencias de aminoacidos
de todas estas partes constantes se presentan en Kabat y colaboradores, igual que la referencia anterior.

Una molécula de enlazamiento a la IL-18 de la invencion puede ser producida por medio de técnicas de ADN
recombinante. En vista de esto, se deben construir una o mas moléculas de ADN que codifican a la molécula de enla-
zamiento, colocarlas bajo secuencias apropiadas de control y transferirlas dentro de un organismo huésped adecuado
para expresion.

En una forma muy general, se provee por lo tanto el uso de moléculas de ADN de la invencién para la produccién
de una molécula de enlazamiento a la IL-1 de la invencién por medio recombinante.

El estado del arte actual es tal que el trabajador capacitado en el arte es capaz de sintetizar las moléculas de ADN
de la invencién con base en la informacién suministrada aqui, esto es, las secuencias de aminodcidos de las regiones
hipervariables y las secuencias de ADN que las codifican. Un método para construir un gen de dominio variable es
descrito por ejemplo en EPA 239 400 y puede ser resumido de la siguiente manera: Se clona un gen que codifica a
un dominio variable de un MAb de cualquier especificidad. Se determinan los segmentos de ADN que codifican a
las regiones marco e hipervariable y se remueven los segmentos de ADN que codifican las regiones hipervariables
para que los segmentos de ADN que codifican a las regiones marco se fusionen entre si con sitios de restriccién
adecuados en las uniones. Los sitios de restriccién se pueden generar en las posiciones apropiadas por mutagénesis
de la molécula de ADN por medio de procedimientos estdndar. Se preparan casetes de CDR bicatenarios sintéticos
por medio de sintesis de ADN de acuerdo con las secuencias suministradas en la Seq. Id. No. 1 6 2. Estos casetes son
suministrados con extremos adhesivos para que puedan ser ligandos a las uniones del marco.

Ademads, no es necesario tener acceso al ARNm de una linea celular productora de hibridoma con el propésito de
obtener una construcciéon de ADN que codifica para las moléculas de enlazamiento a la IL-13 de la invencién. De este
modo, la solicitud PCT WO 90/07861 proporciona instrucciones completas para la produccién de un anticuerpo por
medio de técnicas de ADN recombinante que proporcionan Gnicamente informacidn escrita en cuanto a la secuencia
de nucledtidos del gen. El método comprende la sintesis de una cantidad de oligonucleétidos, su amplificacién por
medio del método de la PCR, y su empalme para producir la secuencia deseada de ADN.

Los vectores de expresion que incluyen a un promotor adecuado o a genes que codifican partes constantes de
cadena pesada y liviana estan disponibles en forma ptblica. De esta forma, una vez se prepara una molécula de ADN
de la invencion, puede ser conveniente transferirla en un vector apropiado de expresion. Las moléculas de ADN que
codifican anticuerpos de cadena sencilla pueden ser preparadas también por medio de métodos estandar, por ejemplo,
como se describe en WO 88/1649.

En vista de lo anterior no es necesario el depdsito de una linea celular o de hibridoma para cumplir con el criterio
de suficiencia de descripcion.

La invencion incluye un vector de expresion que comprende una primera y una segunda construcciones de ADN
para la produccién de una molécula de enlazamiento a la IL-1 como se describe mds abajo:

La primera construccién de ADN codifica una cadena pesada o fragmento de la misma y comprende

a) una primera parte que codifica a un dominio variable que comprende alternativamente regiones marco e hi-
pervariables, estando dichas regiones hipervariables en secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 cuyas secuencias
de aminoécidos se muestran en la Seq. Id. No. 1; esta primera parte arranca con un codén que codifica al
primer aminodcido del domino variable y terminando con un codén que codifica al dltimo aminoécido del
dominio variable, y
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b) una segunda parte que codifica a una parte constante de cadena pesada o fragmento de la misma que arranca
con un codén que codifica al primer aminodcido de la parte constante de la cadena pesada y termina con
un codén que codifica al dltimo aminodcido de la parte constante o fragmento del mismo, seguido por un
codoén de detencion.

Esta primera parte codifica a un domino variable que tiene una secuencia de aminoécidos idéntica a la secuencia
de aminodcidos como la mostrada en la Seq. Id. No. 1 comenzando con el aminoacido en posicién 1 y terminando
con el aminodcido en posicién 118. Mas preferiblemente la primera parte tiene la secuencia de nucleétidos como
la mostrada en la Seq. Id. No. 1 comenzando con el aminoicido en posicién 1 y terminando con el aminoacido en
posicion 354. Preferiblemente también, la segunda parte codifica la parte constante de una cadena pesada humana,
mads preferiblemente la parte constante de la cadena y1 humana. Esta segunda parte puede ser un fragmento de ADN
de origen genémico (que comprende intrones) o un fragmento de ADNc (sin intrones).

La segunda construccién de ADN codifica a una cadena liviana o fragmento de la misma y comprende

a) una primera parte que codifica a un dominio variable que comprende alternativamente regiones marco
e hipervariables; siendo dichas regiones hipervariables CDR3’ y opcionalmente CDR1’ y CDR2’, cuyas
secuencias de aminodcidos son mostradas en la Seq. Id. No. 2; esta primera parte arranca con un codén
que codifica al primer aminodcido del domino variable y terminando con un codén que codifica al dltimo
aminodcido del dominio variable, y

b) una segunda parte que codifica a una parte constante de cadena liviana o fragmento de la misma que arranca
con un codén que codifica al primer aminoacido de la parte constante de la cadena liviana y termina con
un coddn que codifica al dltimo aminodcido de la parte constante o fragmento del mismo, seguido por un
codén de detencidn.

Esta primera parte codifica a un domino variable que tiene una secuencia de aminodcidos idéntica a la secuencia
de aminodcidos como la mostrada en la Seq. Id. No. 2 comenzando con el aminoicido en posicién 1 y terminando
con el aminoécido en posiciéon 107. Més preferiblemente, la primera parte tiene la secuencia de nucledtidos como
la mostrada en la Seq. Id. No. 2 comenzando con el nucledtido en posicién 1 y terminando con el nucleétido en
posicion 321. Preferiblemente también, la segunda parte codifica la parte constante de una cadena liviana humana,
mads preferiblemente la parte constante de la cadena « humana.

La invencién también incluye moléculas de enlazamiento a la IL-18 en las cuales uno o més de los residuos de
CDRI1, CDR2, CDR3, CDR1 CDR2’ o CDR3’ o los marcos, tipicamente unicamente 1 ¢ 2, son cambiados de los
residuos mostrados en la Seq Id No. 1 y en la Seq. Id. No. 2; por ejemplo por mutacidn, por ejemplo por mutagé-
nesis dirigida al sitio de las secuencias correspondientes de ADN. La invencidén incluye las secuencias de ADN que
codifican para tales moléculas cambiadas de enlazamiento a la IL-18. En particular la invencién incluye moléculas
de enlazamiento a la IL-18 en las cuales uno o dos residuos de CDR1’ o CDR2’ han sido cambiados de los residuos
mostrados en la Seq. Id. No. 2.

En la primera y segunda construcciones de ADN, la primera y segunda partes pueden ser separadas por medio
de un intrén, y, se puede ubicar convenientemente un reforzador en el intrén entre la primera y la segunda partes.
La presencia de tal reforzador que es transcrita pero no traducida, puede ayudar en una transcripcion eficiente. En
modalidades particulares, la primera y la segunda construcciones de ADN incluyen al reforzador de un gen de cadena
pesada convenientemente de origen humano.

Cada una de las construcciones de ADN se coloca bajo el control de secuencias adecuadas de control, en particular
bajo el control de un promotor adecuado. Se puede utilizar cualquier tipo de promotor, siempre y cuando se adapte al
organismo huésped en el cual se transferirdn las construcciones de ADN para expresion. Sin embargo, si la expresion
tiene lugar en una célula de mamifero, se prefiere particularmente el uso del promotor de un gen que codifica para
inmunoglobulina.

El anticuerpo deseado puede ser producido en un cultivo celular o en un animal transgénico. Un animal transgénico
adecuado puede ser obtenido de acuerdo con métodos estandar que incluyen microinyecciones dentro de 6vulos de la
primera y segunda construcciones de ADN colocadas bajo secuencias de control adecuadas que transfieren los évulos
asi preparados dentro de hembras seudoprefiadas apropiadas y seleccionar un descendiente que exprese el anticuerpo
deseado.

Cuando se producen las cadenas de anticuerpo en un cultivo celular, se deben insertar primero las construcciones
de ADN ya sea dentro de un vector tnico o dentro de dos vectores de expresion compatibles pero separados, siendo
esta dltima probabilidad la preferida.

Por lo tanto, la invencién también provee un vector de expresion capaz de replicarse en una linea celular procariota
o eucariota que incluye al menos una de las construcciones de ADN anteriormente descrita.

Cada vector de expresion que contiene una construccion de ADN es luego transferido dentro de un organismo
huésped adecuado. Cuando se insertan separadamente las construcciones de ADN sobre dos vectores de expresion,
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se las puede transferir separadamente, esto es, un tipo de vector por célula, o transferir en forma conjunta, siendo
preferida esta tltima posibilidad. Un organismo huésped adecuado puede ser una bacteria, una levadura o una linea
celular de mamifero, siendo esta ultima la preferida. Mdas preferiblemente, la linea celular de mamifero es de origen
linfoideo, por ejemplo un mieloma, hibridoma o una célula B normal inmortalizada, que convenientemente no expresa
ninguna cadena liviana o pesada de anticuerpo endégeno.

Para expresion en células de mamifero se prefiere que la secuencia que codifica la molécula de enlazamiento a
la IL-1p se integre dentro del ADN de la célula huésped dentro de un locus que permite o favorece la expresion de
alto nivel de la molécula de enlazamiento a la IL-13. Las células en las cuales la secuencia de codificacion de la
molécula de enlazamiento a la IL-1p se integra dentro de tales loci favorables pueden ser identificadas y seleccionadas
sobre la base de los niveles de la molécula de enlazamiento a la IL-13 que ellas expresan. Se puede utilizar cualquier
marcador seleccionable adecuado para la preparacién de células huésped que contienen la secuencia de codificacién de
la molécula de enlazamiento a la IL-13; por ejemplo, se puede utilizar un gen dhfr/metotrexato o sistema de seleccién
equivalente. Los sistemas alternativos para expresion de las moléculas de enlazamiento a la IL-183 de la invencién
incluyen sistemas de amplificacién/seleccién basados en GS, tales como aquellos descritos en EP 0256055 B, EP
0323997 B y en la solicitud de patente europea 89303964 .4.

En un aspecto adicional de la invencion se provee un proceso para la produccién de una molécula de enlazamiento
a la IL-18 que comprende (i) cultivar un organismo que es transformado con un vector de expresion como se definié
anteriormente y (ii) recuperar la molécula de enlazamiento a la IL-1/ del cultivo.

De acuerdo con la presente invencién se ha encontrado que el anticuerpo ACZ 885 parece tener especificidad
de enlazamiento por el epitopo antigénico de la IL-18 humana que incluye al bucle que contiene al residuo de Glu
64 de la IL-18 humana madura. (EI residuo de Glu 64 de la IL-18 humana madura corresponde al residuo 180 del
precursor de la IL-18 humana.) Este epitopo parece estar por fuera del sitio de reconocimiento del receptor de la
IL-1 y es por lo tanto mds sorprendente que los anticuerpos para este epitopo, por ejemplo el anticuerpo ACZ 885,
sean capaces de inhibir el enlazamiento a la IL-18 a su receptor. Los anticuerpos, en particular los anticuerpos qui-
méricos y los injertados a CDR y especialmente los anticuerpos humanos, que tienen especificidad de enlazamiento
por el epitopo antigénico de la IL-18 humana madura que incluyen al bucle que contiene al residuo de Glu 64 y
que es capaz de inhibir el enlazamiento a la IL-18 a su receptor; y el uso de tales anticuerpos para el tratamiento
de enfermedades y trastornos mediados por la IL-1, son nuevos y estdn incluidos dentro del alcance de la presente
invencion.

De este modo, en un aspecto adicional la invencién incluye un anticuerpo contra la IL-18 que tiene especificidad de
enlazamiento de antigeno por un epitopo antigénico de la IL-18 humana que incluye al bucle que contiene al residuo
de Glu 64 de la IL-18 humana madura y que es capaz de inhibir el enlazamiento a la IL-18 a su receptor.

En atin un aspecto adicional, la invencién incluye:

i) el uso de un anticuerpo contra la IL-13, que tiene especificidad de enlazamiento del antigeno para un
epitopo antigénico de la IL-18 humana madura que incluye al bucle que contiene Glu 64 y que es capaz de
inhibir el enlazamiento a la IL-1/3 a su receptor, para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediados
por IL-1;

ii) una composicién farmacéutica que contiene un anticuerpo contra la IL-13, que tiene especificidad de en-
lazamiento del antigeno por un epitopo antigénico de la IL-18 madura humana que incluye al bucle que
contiene Glu 64 y que es capaz de inhibir el enlazamiento a la IL-18 a su receptor, en combinacién con un
excipiente farmacéuticamente aceptable, diluyente o portador; y

iii) el uso de un anticuerpo contra la IL-18, que tiene especificidad de enlazamiento del antigeno para un
epitopo antigénico de la IL-18 humana madura que incluye al bucle que contiene Glu 64 y que es capaz de
inhibir el enlazamiento a la IL-18 a su receptor, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
de una enfermedad o trastorno mediados por IL-1.

Para los propésitos de la presente descripcion un anticuerpo es “capaz de inhibir el enlazamiento a la IL-15" si el
anticuerpo es capaz de inhibir el enlazamiento a la IL-18 a su receptor sustancialmente en la misma medida que el
anticuerpo ACZ 885, en donde “en el mismo grado” tiene el significado que se definié anteriormente.

De este modo ACZ 885 tiene una constante de equilibrio de disociacién Ky, para el enlazamiento a IL-13 aproxima-
damente menor a 50 uM, por ejemplo aproximadamente 35 uM. Esta alta afinidad de enlazamiento hace al anticuerpo
ACZ particularmente adecuado para aplicaciones terapéuticas.

Se divulga un anticuerpo contra la IL-183 que tiene un Kj, para enlazamiento a la IL-18 aproximadamente de 50
4M o menor. Este aspecto también incluye el uso de métodos y composiciones para tales anticuerpos de alta afinidad,
como se describié anteriormente para anticuerpos contra la IL-18 que tienen especificidad de enlazamiento por un
determinante antigénico de la IL-18 humana madura que incluye al bucle que contiene Glu 64.
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En la presente descripcién la frase “enfermedad mediada por I1-1” abarca a todas las enfermedades y condiciones
médicas en las cuales IL-1 juega un papel, ya sea directamente o indirectamente, en la enfermedad o condicién médica,
incluida la causa, el desarrollo, progreso, persistencia o patologia de la enfermedad o condicién.

En la presente descripcién los términos “tratamiento” o “cura” se refieren tanto a tratamiento profilactico o preven-
tivo asi como curativo o tratamiento para modificar una enfermedad, incluido el tratamiento de un paciente en riesgo
de contraer la enfermedad o que se sospecha que ha contraido la enfermedad asi como pacientes que estan enfermos
o que han sido diagnosticados por padecer una enfermedad o condicién médica, e incluye la eliminacién de la recaida
clinica.

Los anticuerpos de la invencién estan definidos en las reivindicaciones.

Convenientemente, los Anticuerpos de la Invencidn son anticuerpos humanos, mds preferiblemente el anticuerpo
ACZ 885 o equivalente directo del mismo.

Los Anticuerpos de la Invencién bloquean los efectos de la IL-18 sobre sus células objetivo y por lo tanto son
indicadas para uso en el tratamiento de enfermedades y trastornos mediados por IL-1. Estas y otras actividades far-
macolégicas de los Anticuerpos de la Invencién pueden ser demostradas en métodos estdndar de andlisis por ejemplo
como se describe mds abajo:

Neutralizacion de la produccion de PGE, que depende de la IL-1B y de interleuquina-6 por medio de fibroblastos
humanos primarios

La produccion de PGE, y de IL-6 en fibroblastos dérmicos humanos primarios depende de la IL-185. El TNF-a solo
no puede inducir en forma eficiente a estos mediadores inflamatorios, pero se sinergizan con IL-1. Los fibroblastos
dérmicos primarios son utilizados como un modelo sustituto para la activacién celular inducida por IL-1.

Los fibroblastos humanos primarios son estimulados con IL-18 recombinante o con medio acondicionado obtenido
a partir de los PBMC humanos estimulados con LPS con en presencia de diferentes concentraciones de Anticuerpo
de la Invencién o IL-1RA en el rango entre 6 'y 18.000 uM. Se utiliza el anticuerpo quimérico anti-CD25 Simulect®
(basiliximab) como un isétopo de control acoplado. Se toma el sobrenadante después de 16 h de estimulacién y se
analiz6 la IL-6 por medio de ELISA. Los Anticuerpos de la Invencién tipicamente tienen valores de ICs, para la
inhibicién de la produccién de IL-6 aproximadamente de 1 nM o menores (por ejemplo aproximadamente desde 0,1
hasta aproximadamente 1 nM) cuando se analizaron como anteriormente.

Como se indicé en el ensayo anterior, los Anticuerpos de la Invencién bloquean potencialmente los efectos de la
IL-18. Por lo tanto, los Anticuerpos de la Invencién tienen utilidad farmacéutica de la siguiente forma:

Los Anticuerpos de la Invencién son ttiles para la profilaxis y tratamiento de enfermedades o condiciones mé-
dicas mediadas por la IL-1, por ejemplo condiciones inflamatorias, alergias y condiciones alérgicas, reacciones de
hipersensibilidad, enfermedades autoinmunes, infecciones severas, y rechazo de trasplantes de érganos o tejidos.

Por ejemplo, se pueden utilizar los Anticuerpos de la Invencién para el tratamiento de receptores de corazon,
pulmén, corazén - pulmén combinados, higado, rifién, trasplantes pancredticos, de piel o de cérnea, incluido el rechazo
de tejidos u 6rganos de individuos de la misma especie o rechazo de un trasplante de otro animal, y para la prevencién
de enfermedades por rechazo del injerto contra el huésped, tal como después de un trasplante de médula dsea, y de
arterosclerosis asociada con un trasplante de 6rgano.

Los Anticuerpos de la Invencién son particularmente ttiles para el tratamiento, prevencién, o mejora de una
enfermedad autoinmune y de condiciones inflamatorias, en particular condiciones inflamatorias con una etiologia
que incluye un componente autoinmune tal como artritis (por ejemplo artritis reumatoide, artritis crénica progre-
siva y artritis deformante) y enfermedades reumadticas, incluidas las condiciones inflamatorias y las enfermedades
reumdticas que involucran pérdida de masa 6sea, dolor inflamatorio, hipersensibilidad (incluida tanto la hipersen-
sibilidad de las vias respiratorias como la hipersensibilidad dérmica) y las alergias. Las enfermedades autoinmu-
nes especificas par las cuales se pueden emplear los Anticuerpos de la Invencién incluyen trastornos hematolégicos
autoinmunes (incluyen, por ejemplo, anemia hemolitica, anemia apldstica, anemia de glébulos rojos puros y trom-
bocitopenia idiopatica), lupus eritematoso sistémico, policondritis, escleroderma, granulomatosis de Wegener, der-
matomiositis, hepatitis crénica activa, miastenia grave, psoriasis, sindrome de Steven-Johnson, psilosis idiopdtica,
enfermedad autoinmune inflamatoria de los intestinos (incluyendo, por ejemplo, la colitis ulcerativa, la enfermedad
de Crohn y el Sindrome de Intestino Irritable), oftalmopatia endocrina, enfermedad de Graves, sarcoidosis, escle-
rosis multiple, cirrosis biliar primaria, diabetes juvenil (diabetes mellitus tipo I), uveitis (anterior y posterior), que-
ratoconjuntivitis seca y queratoconjuntivitis vernal, fibrosis pulmonar intersticial, artritis soridtica y glomerulonefri-
tis (con y sin sindrome nefrético, por ejemplo incluido el sindrome nefrético idiopético o la nefropatia de cambio
minimo).

Los Anticuerpos de la Invencién son también ttiles para el tratamiento, prevencidn, o mejoria del asma, bronquitis,
neumoconiosis, enfisema pulmonar, y otras enfermedades obstructivas o inflamatorias de las vias respiratorias.
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Los Anticuerpos de la Invencién son ttiles para el tratamiento de reacciones agudas indeseables y reacciones
inflamatorias hiperagudas que son mediadas por la IL-1 o que involucran la produccién de la IL-1, especialmente
la IL-18, o la promocién de la liberacién de TNF por la IL-1, por ejemplo infecciones agudas, por ejemplo choque
séptico (por ejemplo, choque endotdxico y sindrome de angustia respiratoria en adultos), meningitis, neumonia; y
quemaduras severas; y para el tratamiento de caquexia o sindrome debilitante asociado con la liberacion mérbida de
TNF, consecuente con infeccion, cincer, o disfuncién organica, especialmente caquexia relacionada con SIDA, por
ejemplo, asociada con o consecuencial con infeccion por VIH.

Los Anticuerpos de la Invencion son particularmente ttiles para el tratamiento de enfermedades del metabolismo
oseo incluyendo osteoartritis, osteoporosis y otras artritis inflamatorias, y pérdida de masa ésea en general, incluida la
pérdida de masa 6sea relacionada con la edad, y en particular con enfermedad periodontal.

Para estas indicaciones, la dosis apropiada, desde luego, variard dependiendo, por ejemplo, del Anticuerpo par-
ticular de la Invencién empleado, del huésped, de la forma de administracién y de la naturaleza y severidad de la
condicién que estd siendo tratada. Sin embargo, en uso profildctico, generalmente se indica que se obtienen resultados
satisfactorios con dosis aproximadamente entre 0,05 mg hasta aproximadamente 10 mg por kilogramo de peso cor-
poral, mas usualmente aproximadamente desde 0,1 mg hasta aproximadamente 5 mg por kilogramo de peso corporal.
La frecuencia de dosificacidn para usos profilacticos estard normalmente en el rango aproximadamente desde una vez
por semana hasta aproximadamente una vez cada tres meses, mds usualmente en el rango aproximadamente desde
una vez cada 2 semanas hasta aproximadamente una vez cada 10 semanas, por ejemplo una vez cada 4 a 8 semanas.
El Anticuerpo de la Invencion se administra convenientemente en forma parenteral, intravenosa, por ejemplo en la
vena antecubital u otra vena periférica, en forma intramuscular, o subcutdnea. Un tratamiento profildctico tipicamente
comprende la administracién del Anticuerpo de la Invencién una vez por mes hasta una vez cada 2 a 3 meses, 0 menos
frecuentemente.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn se pueden fabricar en forma convencional. Una composicién
de acuerdo con la invencién se suministra preferiblemente en forma liofilizada. Para administracién inmediata se
disuelve en un excipiente acuoso adecuado, por ejemplo agua estéril para inyeccién o solucién salina fisioldgica
amortiguada estéril. Si se considera deseable elaborar una solucién de volumen mayor para administracién por medio
de infusién en vez de como inyeccién de bolo, es conveniente incorporar albimina de suero humano o la propia
sangre heparinizada del paciente en la solucién salina al momento de la formulacién. La presencia de un exceso de
tal proteina fisiologicamente inerte evita la pérdida de anticuerpo por adsorcion sobre las paredes del contenedor y del
tubo utilizado con la infusidn de la solucidn. Si se utiliza albimina, una concentracion adecuada es desde 0,5 hasta
4,5% en peso de la solucién salina.

La invencidn es descrita ademds a manera de ilustracion en los siguientes Ejemplos que se refieren a la Figura
acompafiante que muestra las curvas de respuesta a la dosis para la inhibicién del enlazamiento a la IL-18 por medio
de los receptores solubles I y IT de la IL-1.

Ejemplos

Se utilizan los ratones transgénicos modificados genéticamente para expresar el repertorio de IgG/k humana en
vea del repertorio de inmunoglobulina de murido (Fishwild y colaboradores, 1996, Nat Biotechnol., 14, 845-851) para
generar anticuerpos para la IL-18 humana. Se inmortalizan las células B de estos ratones por medio de tecnologia
estandar de hibridoma y se obtienen células de hibridoma de mirido que segregan al anticuerpo de IgG1/k humano
ACZ 885.

Ejemplo 1
Generacion del hibridoma y purificacion del anticuerpo

Los ratones genéticamente modificados 18077 (Medarex Inc. Annadale, NJ) se inmunizan con la IL-18 recom-
binante humana acoplada a KLH (50 ug) en forma subcutdnea en diferentes sitios en adyuvante. Se le administran
al ratén cinco refuerzos adicionales con esta inyeccidn tres dias antes de la fusion. El dia de la fusién se sacrifica al
ratén 18077 por medio de inhalacién de CO, y se fusionan las células del bazo (4,1 x 107) por medio de un método de
rutina utilizando PEG 4000 con un nimero igual de células PAI-O, una linea celular de mieloma de rat6n. Las células
fusionadas se siembran en placa en 624 pozos (1 ml/pozo) que contienen una capa alimentadora de células peritonea-
les de ratén (ratones Balb C), en RPMI 1640 suplementado con HAT, suero fetal de ternera al 10% inactivado con
calor 5 x 10~ M en B-mercaptoetanol. Se recolectan los sobrenadantes y se analizan por ELISA y se seleccionan los
anticuerpos monoclonales reactivos a la IL-18. Se identificaron cinco anticuerpos monoclonales de la subclase IgG/k.
La clonacién se hace utilizando 4 placas de microtitulacién de 96 pozos, sembrando 0,5 células por pozo. Después
de dos semanas se inspeccionan los pozos con un microscopio invertido. Se recoge el sobrenadante de los pozos po-
sitivos para crecimiento y se evalda la produccion de anticuerpos monoclonales anti-IL-13 por medio de ELISA. Se
preparan 1-2 L de sobrenadante acondicionado de cuatro subclones del hibridoma originalmente identificado # 657 y
se purifican los anticuerpos por medio de cromatografia de afinidad sobre una columna de proteina A.
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Pureza y secuencias parciales de aminodcidos de cadena liviana y pesada
Secuenciacion de aminodcidos

Se separan las cadenas liviana y pesada del anticuerpo purificado ACZ 885 por medio de SDS-PAGE y se determi-
nan los aminodcidos amino-terminales por medio de la degradacién de Edman. La pureza de los anticuerpos usados
en estos estudios es > 90% por secuenciacion. Las secuencias de ADNc que codifican para los dominios variables de
cadena liviana y pesada se obtienen por medio de amplificacion por PCR del ADNc obtenido a partir del ARNm de las
células clonadas de hibridoma y se las secuencia completamente. Las secuencias amino-terminales de los dominios
variables de cadena liviana y pesada y las correspondientes secuencias de ADN se dan en la Seq. Id no. 1 y en la Seq
Id No. 2 més abajo, en las cuales las CDR se muestran en negrilla.

Seq. Id. No. 1 de la regién variable de cadena Pesada de ACZ885

ATGGAGTTTGGGECTGAGCTECATTTTCCTCGTTEC TC TT PIAAGAGG TG TCCAGTGTCAG
-ISMEPGLSWVFLVALLRGVQCQ-1

GTGCAGCTGCTGEAGTC TGGGGEAGGCETEGETCCAGCCTGGRGAGETCCCTGAGACTCTCC
VQULVES GGG V VORPGRSTLUERTLS -21

TGETGCAGCGTCTGRATTCACCTTCAGTGTTTATGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGOTCCA
C A A S8 G P T P S VY M NWV R QAZP -41

GGCAAGGGGCTGGACTCCG TGGCAATTATTTGGTATGATGGAGATAATCAATACTATGCA
G K G L BE W V A I I WY DGDINGZY VYA -6

GACTCCGTEAAGGGCOGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTG
P 8 vV X @ R P TI S RDNSI KNTLIUYTIL -81

CAAATGAACGGCCTGAGAGCCGAGGACACGGC TG TGTATTATTCTGCGAGAGATCTTAGS

QM NG L RAETUDTATUVTYY C A R DGL R - 101
ACTGGGCCTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
T 6 P FDVY WG Q G TLV TV S 8 - 118

Seq. Id. No. 2 de la regién variable de cadena Liviana de ACZ885

ATGTTGCCATCACAACTCATTGG AT TTCTGCTGCTCTGGATTCCAGCCTCCAGGRGTGAR
-9 L P S Q0 L I 6 F L LL L N V PA SR GE -1

ATTGTGCTGACTCAGTCTCCAGACTTTCAGTCTGTGACTCCAAAGGAGAAAGTCACCATC
I VL T QS PDVF Q SV TUPI KTETZERKUVYTTI -21

ACCTGCCGGGCCAGTCAGAGCAT TGGTAGTAGCTTACACTGGTACCAGCAGAAACCAGAT
T C R A S Q 8 I 6 38 8 L B W Y QQZ XK PD -41

CAGTCTCCAAAGCTCCTCATCAAGTATGC TTCCCAGTCCTTCTCAGGGEGTCCCCTCGAGE
Q S P KLLZIZXVYASOQSUP 8 GV P SR -61

TTCAGTCGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACCCTCACCATCAATAGCCTGGAAGCTGAA
F 8 G s G 3 66 TDUP T™L T INSTULZEATE -81

GATGCTGCAGCGTAT TACTGTCATCAGAGTAGTAGTTTACCATTICACTTTCGGCCCTCGG
DA AAY Y C BB Q S 8 3 L P F TF G P G -101

ACCAAAGTGGATATCAAA - 107
T K VvV D I K

Italicas: Secuencia lider (no en anticuerpo maduro)
Negrilla: las CDR
Construccion de vectores de expresion para cadena pesada y liviana
Se utiliza un sistema de aplicacién/seleccion con base en GS tal como aquel descrito en EP 0256055 B, EP 0323997

B o la solicitud de patente europea 89303964, en el cual el marcador seleccionable usado es una secuencia de codifi-
cacion de GS.
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Ejemplo 2
Datos Bioquimicos y Bioldgicos

Se encontré que el anticuerpo monoclonal ACZ 885 neutraliza la actividad de la interleuquina-18 in vitro. Se
caracteriza ademads al anticuerpo monoclonal por su enlazamiento a la IL-18 humana recombinante por medio del
andlisis de Biacore. La forma de neutralizacién se evalda por medio de estudios de enlazamiento competitivo con
receptores solubles de IL-1. Se determina la actividad biolégica del anticuerpo ACZ 885 hacia la IL-18 recombinante
y naturalmente producida en células humanas primarias (Ejemplo 3), sensible a la estimulacién por la IL-18.

Determinacion de la constante de equilibrio de disociacion

Las constantes de velocidad de asociacidn y disociacidn para el enlazamiento de la IL-1beta humana recombinante
a ACZ885 se determinan por medio del andlisis de BIAcore. Se inmoviliza a ACZ885, y se mide el enlazamiento de
IL-1beta recombinante en un rango de concentracioén de 1 a 4 nM por medio de resonancia de plasmén superficial. El
formato escogido representa una interaccién monovalente y de esta forma permite tratar el evento de enlazamiento de
IL-1 beta a ACZ 885 de acuerdo con una estequiometria 1:1. El andlisis de datos se lleva a cabo utilizando el software
BIAevaluation.

Kactivndo Kdesxctivado KD
[10°/Ms] [10%/s] (pM]
IL-18 humana | 11,0 +/-0,23 | 3,3+/-0,27 | 30,5+/-2,6 | n=22

Conclusion: ACZ885 se enlaza a la IL-1beta humana recombinante con muy alta afinidad.
Estudio de competicion de enlazamiento con receptores solubles tipo 1y Il de la IL-1

La competicién entre ACZ885 y los receptores solubles tipo I y II de la IL-1 humana se mide por medio de
Biacore. Se inmoviliza ACZ885 sobre la superficie del chip y se inyecta la IL-beta humana recombinante (1 nM) para
enlazamiento con ACZ885 en ausencia o en presencia de concentraciones crecientes del receptor I o del receptor 11
solubles humanos recombinantes (0-12 nM; 4 corridas independientes cada uno). Los resultados obtenidos se dan en
la Figura acompaifiante.

Se determin el enlazamiento de NVP-ACZ885 a la IL-18 humana en presencia de los receptores tipo I o tipo
II solubles humanos recombinantes. Se determinaron los valores medios maximos (IC50) graficamente utilizando el
software Origin 6.0. Se obtiene el valor medio + SEM (n = 4).

Conclusion: El enlazamiento de ACZ885 a la IL- 18 es competitivo tanto con el receptor tipo I como con el tipo Il
de IL-1

Perfil de reactividad para la IL-1alfa humana, la IL-1RA humana, y la IL-1beta de otras especies
El perfil de reactividad de ACZ885 con IL-1alfa humana, IL-1RA humana y con la IL-1beta cinoméloga de conejo,
de miirido y de ratén se determina por medio del andlisis de Biacore. Se inmoviliza ACZ885, y se aplican las citoquinas

examinadas en una concentracién de 8 nM (6 corridas independientes).

TABLA 3
Reactividad cruzada de NVP-ACZ855 con IL-1B, IL-1a, e IL-1Ra

% de Enlazamiento (media +/- SEM)

11.-18 Humana Rec. (m=6) 100

IL-B Cinomologa Rec. (m=11) 7,8 +/-1,0
IL~-18 Rec. de Conejo (n=26) -0,5+/-0,2
IL-18 Rec. de Ratén (n=16) -2,6 +/-0,6
IL-18 Rec. de Rata (n=16) -6,2 +/- 1,0
1L-1oHumana Rec. {(n=6) 84+/-24
IL-1Ra Humana Rec. (n=26) 3,7 4+/-1,7

10
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Se leyeron las unidades de resonancia a los 1000 s después del inicio de la inyeccidn; se resté una inyeccién del
amortiguador de la corrida de todos los sensogramas, y se colocé en cero la linea base después de la inmovilizacién
de anti-Fcy. El enlazamiento se expresa como porcentaje de las unidades de resonancia acumuladas para la IL-18
humana.

Conclusion: ACZ885 no reacciona significativamente en forma cruzada con la IL-1alfa humana, la IL-1Ra huma-
na, o la IL-1beta cinomaloga, de conejo, de miirido o de rata.

Ejemplo 3
Neutralizacion de la liberacion de IL-6 de fibroblastos dérmicos humanos por medio de ACZ885

Se utilizé la siguiente metodologia para evaluar la actividad biolégica de ACZ885 en la neutralizacién de la accion
de la IL-15 humana:

1. Preparacion de medio acondicionado que contiene la IL-13

La preparacion de medio acondicionado a partir de células mononucleares humanas de sangre periférica se hizo de
la siguiente manera: se prepararon células mononucleares a partir de la sangre periférica de monos utilizando el método
de separacion por densidad de Ficoll-Hypaque de acuerdo con el método de Hansel [Hansel, T. T. y colaboradores
(1991). An improved immunomagnetic procedure for the isolation of highly purified human blood eosinophils. J.
Imm. Methods. 145: 105-110]; ellas fueron utilizadas en una concentracién de 10° células/pozo en RPMI/FCS al 10%.
Se afiadieron IFNb (100 U/ml) y LPS (5 ug/ml) y se incubaron posteriormente las células durante 6 horas. Se terminé
la incubacién por medio de centrifugacién a 1200 RPM durante 10 min. Se cuantific6 la IL-15 en el sobrenadante
utilizando un ELISA.

2. Ensayo de neutralizacion

Se adquirieron fibroblastos de prepucio dérmico humano a Clonetics (CC-2509) y se los cultivé en FBM (Clonetics,
CC-3131) incluyendo bFGF (1 ng/ml, CC-4065), insulina (5 Bg/ml, CC-4021), y FCS al 2% (CC-4101).

Para la induccién de IL-6, se cultivaron células con una densidad de 10* células por pozo en un racimo de tejido
de 48 pozos. Al dia siguiente, se hizo pasar hambre a las células durante 6-7 h en FBM que contenia FCS al 2% antes
de la adicién de citoquina. Para estimulacidn, se reemplazé el medio de cultivo por FBM + FCS al 2% que contenia la
cantidad apropiada de medio acondicionado aproximadamente por 50 ug/ml de la IL-18. Alternativamente, se utilizé
la IL-18 humana recombinante con una concentracion final de 50 pg/ml.

Se titul6 hasta neutralizacion el anticuerpo anti-IL 18 dentro del medio acondicionado diluido antes de la adicién
a las células. Se utilizé la IL-1Ra recombinante (R&D Systems # 280-RA-010) como control positivo.

Se recogi6 el sobrenadante celular 16-17 h después de la estimulacién y se determind la cantidad de la IL-6 liberada
en un ELISA tipo sandwich.

3. ELISA de la IL-6

Se recubrieron las placas de microtitulacién para ELISA con un MAb de la IL-6 anti-humana de murido (314-14
(Novartis Pharma; lote EN23.961, 5,5 mg/mn; 100 ul con una concentracién de 3 pg/ml) en NaN; al 0,02% en PBS y
se incubd durante la noche a +4°C. Al dia siguiente, se lavaron las places de microtitulacién 4 veces con PBS/Tween
al 0,05%/NaN; al 0,02% y se bloqued con 300 ul de PBS/albtimina de suero bovino al 3% (BSA)/NaNj; al 0,02%
durante 3 h. Se lavaron las placas nuevamente (4 veces) y se afladieron 100 ul de sobrenadante (diluciones finales de
1:20) o de la IL-6 humana recombinante estandar ((Novartis Pharma #91902), curva de titulacién en el rango entre
1 hasta 0,0156 ng/ml en etapas de dilucién de 2 veces) por duplicado. Después de una noche de incubacién a RT, se
lavaron las placas (4 veces) y se afiadié un MAD diferente de la IL-6 antihumana de murido (110-14, Novartis Pharma;
6,3 mg/ml); 100 ul con una concentracién de 1 ug/ml; 3 h a temperatura ambiente). Después de 4 lavados adicionales,
se afladié un antisuero de IgG2b antiratén de cabra marcado con biotina (Southern Biotechnology; #1090-08) a la
dilucién final de 1/10000 (100 pl/pozo; 3 h a temperatura ambiente). Después de la incubacion se lavaron las placas
4 veces y se afiadi6 estreptavidina acoplada a fosfatasa alcalina (Jackson Immunoresearch, #016-050-084) hasta una
dilucién final de 1/3000 (100 wpl/pozo; 30 min a temperatura ambiente). Después del lavado (4 veces) se afiadi6 el
sustrato (p-nitrofenilfosfato en amortiguador de dietanolamina; 100 ul) durante 30 min. La reaccion fue bloqueada por
medio de la adicién de 50 pl/pozo de NaOH 1,5 M. Se leyeron las placas en un lector de microtitulacién (Bio-Rad)
utilizando filtros de 405 y 490 nm.

Los niveles de IL-6 en los sobrenadantes del cultivo fueron calculados en referencia con la curva estandar utilizando

el ajuste cubico de la curva. La evaluacion estadistica y la determinacién de IC50 se realizé con base en el ajuste
sigmoidal de la curva.
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TABLA
Inhibicion de la secrecion de IL-6 inducida por IL-18

Lote 1 de NVP-ACZ885 | Lote 2 de NVP-ACZ885 IL-1ra
ICso [pM] = SEM ICso [pM] + SEM ICs [pM] = SEM

Secrecién de IL-6 54 + 6,1 44,6 £ 3,6 30+3,1
medio acondicionado (9,1 £ 1,0 ng/ml) (7.4 £ 0,6 ng/ml) (0,51 £ 0,05 ng/miy

(n=06) (n=16) (n=5)
Secrecion de IL-6 42+ 34 63+238 nd
IL-18 humana rec. (7,1 £ 0,56 ng/ml) (10,5 £ 0,5 ng/ml)

(n=4) (n=16)

Los valores de ICs, para inhibicién de la secrecion inducida de IL-13 de IL-6 a partir de fibroblastos dérmicos
humanos. Los fibroblastos fueron estimulados con la IL-18 humana recombinante o medio acondicionado que contiene
entre 50 y 100 ug/ml de IL-15.

Ejemplo 4
Definicion del epitopo para ACZ885

ACZ885 se enlaza a IL-18 humana con gran afinidad, pero falla en reconocer la gran homologia de la IL-18
derivada de monos Rhesus. Una de las diferencias mds prominentes en las secuencias de aminodcidos entre IL-15 de
Rhesus y humana estd en la posicién 64 de la IL-18 madura. La IL-18 humana tiene un dcido glutdmico, y Rhesus
una alanina en esta posicién. Una IL-18 humana mutante con el respectivo reemplazo de Glu64 por Ala ha perdido su
habilidad para enlazarse a ACZ885 con afinidad medible. Concluimos que Glu64 en IL-18 humana es esencial para
el reconocimiento por parte del anticuerpo ACZ885. Glu64 se localiza sobre un bucle de IL-183 que no hace parte de
la superficie de enlazamiento al receptor tipo I de la IL-18, o muy cerca a él. Por lo tanto, los anticuerpos dirigidos
contra un epitopo de enlazamiento que incorpora Glu64 tienen el potencial para neutralizar la actividad biolégica de
la IL-15 humana.

Referencias citadas en la descripcion
Este listado de referencias citado por el solicitante es Unicamente para conveniencia del lector. No forma parte
del documento europeo de la patente. Aunque se ha tenido gran cuidado en la recopilacion, no se pueden excluir los

errores o las omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patente citados en la descripcion

e WO 9501997 A [0002]
e EP 0546073 B1 [0008]
e US 5545806 A [0008]
e US 5569825 A [0008]
e US 5625126 A [0008]
e US 5633425 A [0008]
e US 5661016 A [0008]
e US 5770429 A [0008]

e EP 0438474 B1 [0008]
e EP 0463151 B1 [0008]
e WO 9007861 A [0025]
e WO 881649 A [0026]

e EP 0256055 A [0040] [0068]
e EP 0323997 A [0040] [0068]
e EP 89303964 A [0040] [0068]
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de enlazamiento a la IL-18 que comprende tanto a los dominios variables de cadena liviana (Vi)
como de cadena pesada (Vy) en los cuales dicha molécula de enlazamiento a la IL-13 contiene al menos un sitio de
enlazamiento del antigeno que comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vy) que comprende a las regiones hiperva-
riables en secuencia CDR1, CDR2 y CDR3, dicha CDRI1 teniendo la secuencia de aminoacidos Val-Tyr-
Gly-Met-Asn, dicha CDR2 teniendo la secuencia de aminodcidos Ile-Ile-Trp-Tyr-Asp-Gly-Asp-Asn-Gln-
Tyr-Tyr-Ala-Asp-Ser-Val-Lys-Gly, y dicha CDR3 teniendo la secuencia de aminodcidos Asp-Leu-Arg-Thr-
Gly-Pro; y

b) un dominio variable de cadena liviana de inmunoglobulina (V) que comprende a las regiones hipervaria-
bles en secuencia CDR1’, CDR2’ y CDR3’, dicha CDR1’ teniendo la secuencia de aminoacidos Arg-Ala-
Ser-Gln-Ser-Ile-Gly-Ser-Ser-Leu-His dicha CDR2’ teniendo la secuencia de aminoacidos Ala-Ser-Gln-
Ser-Phe-Ser y dicha CDR3’ teniendo la secuencia de aminoacidos His-GlIn-Ser-Ser-Ser-Leu-Pro;

y los equivalentes directos de los mismos en los cuales las regiones hipervariables CDR1, CDR2, CDR3, CDRYI’,
CDR2’ y CDR3’ tomadas como un todo son al menos 95% homdlogas a las regiones hipervariables bajo a) y b),

y tienen una especificidad de enlazamiento por el epitopo antigénico de la IL-18 que incluye al bucle que incluye
al residuo Glu 64 de la IL-18 madura humana.

2. Una molécula de enlazamiento a la IL-18 de acuerdo con la reivindicacién 1 que es un anticuerpo humano.

3. Una molécula de enlazamiento a la IL-13 que contiene al menos un sitio de enlazamiento para el antigeno que
comprende un primer dominio que tiene una secuencia de aminodcidos idéntica a aquella mostrada en la Seq. Id. No.
1 que inicia con el aminodcido en posicién 1 y termina con el aminoécido en posicién 118 y un segundo dominio que
tiene una secuencia de aminodcidos idéntica a aquella mostrada en la Seq. Id. No. 2, que inicia con el aminodcido en
posicion 1 y termina con el aminodcido en posicién 107.

4. Un vector de expresion que incluye ya sea un vector de expresion tnico o un juego de dos vectores de expresion
compatibles, que comprenden:

1) una primera construccién de ADN que codifica una cadena pesada o fragmento de la misma y comprende:

a) una primera parte que codifica a un dominio variable que comprende alternativamente regiones marco € hi-
pervariables, estando dichas regiones hipervariables en secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 cuyas secuencias
de aminodcidos se muestran en la Seq. Id. No. 1; esta primera parte comenzando con un cod6n que codifica
al primer aminodcido del domino variable y terminando con un codén que codifica al dltimo aminodcido
del dominio variable, y

b) una segunda parte que codifica a una parte constante de cadena pesada o fragmento de la misma que
comienza con un codén que codifica al primer aminodcido de la parte constante de la cadena pesada y
termina con un codén que codifica al ultimo aminoédcido de la parte constante o fragmento del mismo,
seguido por un codén de detencidn, y

2) una segunda construcciéon de ADN que codifica una cadena liviana o fragmento de la misma y comprende:

a) una primera parte que codifica a un dominio variable que comprende alternativamente regiones marco e
hipervariables, estando dichas regiones hipervariables en secuencia CDR1’, y CDR3’, cuyas secuencias de
aminodcidos se muestran en la Seq. Id. No. 2; esta primera parte comenzando con un codén que codifica al
primer aminodcido del domino variable y terminando con un codén que codifica al dltimo aminoécido del
dominio variable, y

b) una segunda parte que codifica a una parte constante de cadena liviana o fragmento de la misma que
comienza con un coddén que codifica al primer aminodcido de la parte constante de la cadena liviana y
termina con un codén que codifica al ultimo aminoédcido de la parte constante o fragmento del mismo,
seguido por un codén de detencidn.

5. Un vector de expresion de acuerdo a la reivindicacién 4 que es capaz de replicar en una linea celular procariota
o0 eucariota.

6. Un proceso para la produccién de una molécula de enlazamiento a la IL-18 que comprende (i) cultivar un

organismo que es transformado con un vector de expresion de acuerdo a la reivindicacion 5 y (ii) recuperar la molécula
de enlazamiento a la IL-18 del cultivo.
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7. Un anticuerpo contra la IL-13 que tiene especificidad de enlazamiento por el antigeno para un epitopo antigénico
de la IL-18 humana madura que incluye al bucle que contiene al residuo de Glu 64 y que es capaz de inhibir el
enlazamiento de IL-173 a su receptor.

8. El uso de un anticuerpo contra la IL-18 de acuerdo con la reivindicacién 7, para la preparacién de un medica-
mento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por la IL-15.

9. El uso de acuerdo a la reivindicacién 8 que comprende la administracion al paciente de una cantidad efectiva de
un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 7.

10. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo contra la IL-18 de acuerdo con la reivindicacién
7, en combinacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable, diluyente o portador.
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Figura
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