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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-IL-13R alfa 1 y usos de los mismos

Antecedentes de la Invencion

La interleucina-13 (IL-13) esta implicada en la induccion de la produccion de IgE e 1gG4, asi como la diferenciacion
de los linfocitos T cooperadores (Th) en un fenotipo secretor (Th2). Estas etapas inmunoestimuladoras son criticas
en el desarrollo de enfermedades at6picas, que son una gran amenaza para la salud humana, tales como la
anafilaxia (Howard y col., Am J Hum Genet 70(1):230-236, 2002; Noguchi y col., Hum Immunol 62(11):1251-1257,
2001), asi como las afecciones mas leves, tales como la fiebre del heno, la rinitis alérgica y la sinusitis crénica que,
aungue no ponen en peligro la vida, son responsables de una considerable morbilidad en todo el mundo.

La IL-13 es un mediador en la patologia de las fases aguda y cronica del asma. Durante un ataque de asma, su
expresion aumenta y sus efectos incluyen la reduccion de la capacidad de las células epiteliales del pulmén para
mantener una barrera firme contra los patégenos y las particulas inhaladas (Ahdieh y col., Am J. Physiol. Cell
Physiol. 281 (6):C2029-2038, 2000) y la estimulacién de la hiperreactividad de las vias respiratorias inducida por
alérgenos (Morse y col., Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 282(1):L44-49, 2002). A largo plazo, la IL-13
promueve cambios estructurales no inflamatorios en las vias respiratorias asmaticas, tales como una mayor
expresion de los genes de mucinas, dafios en las vias respiratorias y obstruccion de las vias aéreas pequefias
(Howard y col., 2002, supra; Danahay y col., Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 282(2):L226-236, 2002).

Los efectos bioldgicos de IL-13 estan mediados por un complejo receptor dimérico que incluye las subunidades
IL-13Ral e IL-4Ra. Se postula que la union de IL-13 a IL-13Ral desencadena la dimerizacion con IL-4Ra y la
activacion de mediadores intracelulares que incluyen las cinasas Janus JAK1 y JAK2, asi como STAT6, ERK y p38
(David y col., Oncogene 20 (46):6660-6668, 2001; Perez y col., J. Immunol. 168(3):1428-1434, 2002).

La IL-13 muestra muchos efectos bioldgicos solapados con los de IL-4. La IL-13 y la IL-4 estan relacionadas por
secuencia y estan implicadas en muchos procesos relacionados, tales como la mielopoyesis y la regulaciéon de las
funciones pro-inflamatorias de los monocitos/macréfagos. Por ejemplo, se ha demostrado que tanto IL-13 como IL-4
tienen efecto sobre los linfocitos B de una manera similar, regulando positivamente las moléculas de superficie tales
como MHC de clase Il y moléculas CD23, y promoviendo la secrecién de IgG4 e IgE.

Las actividades solapadas de IL-13 e IL-4 pueden explicarse en parte por su complejo receptor dimérico compartido.
El complejo receptor de IL-13 se compone de un IL-13Ral y un IL-4Ra; este mismo complejo receptor es también el
complejo receptor de IL-4 de Tipo Il (Callard y col., Immunology Today 17(3):108, 1996). Como tal, en la busqueda
por lograr el control terapéutico del complejo receptor de IL-13 bloqueando la sefializacion mediada por citocinas,
puede resultar Util tener no sélo una molécula que inhiba la sefializacion mediada por IL-13, sino una molécula que
inhiba la sefalizacion mediada por IL-13 e IL-4.

Gauchat y col. (Eur. J. Immunol. 28:4286-4298, 1998) informaron acerca de anticuerpos murinos contra IL-13Ral
humano que bloqueaban la interaccidon de una IL-13 marcada con una IL-13Ral soluble inmovilizado y marcado.
Estos anticuerpos también inhibian la union de IL-13 a IL-13Ral en células HEK-293 transfectadas. Sin embargo,
ninguno de estos anticuerpos neutralizaba la actividad biologica inducida por IL-13, lo que sugiere que no eran
antagonistas del complejo receptor IL-13Ral/IL-4Ra completo. En un articulo posterior, Gauchat y col. (Eur. J.
Immunol. 30:3157-3164, 2000) informaron acerca de un anticuerpo de rata, denominado C41, contra IL-13Ral
murino que se unia a células HEK-293 transfectadas con IL-13Ral murino. Sin embargo, C41 no neutralizaba las
actividades biolégicas inducidas por IL-13. Ademas, C41 no reaccionaba con la forma soluble de IL-13Ral
humano. Akaiwa y col. (Cytokine 13:75-84, 2001) informaron acerca de un anticuerpo que reconocia IL-13Ral
soluble mediante inmunoensayo enzimatico y una IL-13Ral de longitud completa marcado transfectado en células
COS7. El anticuerpo se utilizé para la inmunohistoquimica pero no hay ningun indicio de que fuese un anticuerpo
neutralizante.

En el documento WO 03/46009 se muestran anticuerpos murinos contra IL-13Ral humana que inhibian la respuesta
de las células TF-1 a IL-13 pero no a IL-4, y Krause y col. (Mol Immunol. 43(11):1799-807, 2006) describen
anticuerpos murinos contra IL-13Ral humana que inhiben la proliferacion de las células TF-1 dependiente de IL-13.
Los anticuerpos contra hiL-13Ral también se conocen a partir de los documentos WO 97/15663, WO 03/080675,
WO 06/072564 y Vermot-Desroches y col., 2000 Tissue Antigens 5(Supp. 1):52-53 (sumario de la reunion).

A pesar de estos informes, sigue existiendo la necesidad de anticuerpos contra IL-13Ral humano que sean
adecuados para la administracion a seres humanos y que bloqueen la actividad de IL-13.

Sumario de la Invencion

La presente invencion se refiere en general a anticuerpos aislados, en concreto anticuerpos monoclonales humanos,
humanizados, desinmunizados, quiméricos o primatizados, que se unen a hiL-13Ral a través de uno o varios de los
restos de aminoacidos 248-252 de hiL-13Ral.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2388567 T3

En una forma de realizacién, la presente invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a
hIL-13Ral a través de uno o varios de los restos de aminoacidos 248-252 de hIL-13Ral, inhibe la sefializacion de
IL-13 y no presenta reaccion cruzada con IL-13Ral de mono cynomolgus. En otra forma de realizacion de la
presente invencion, el anticuerpo monoclonal inhibe la liberacién de eotaxina inducida por IL-13 en células NHDF.

Una mutaciéon por sustituciéon en un péptido del dominio 3 de hIL-13Ral de los restos Val-Phe-Tyr-Val-Gin
(SEC ID NO: 44) que corresponde a las posiciones 248-252 de la SEC ID NO: 1 con los restos lle-Leu-Glu-Val-Glu
(SEC ID NO: 45) conduce a una pérdida de la union entre el anticuerpo y el péptido hiL-13Ral mutante resultante en
comparacion con la union entre el anticuerpo y el péptido hiL-13Ral sin la mutacion por sustitucion.

Una mutacién por sustitucién en un péptido que incluye el dominio 3 de hiL-13Ral de cualquiera de: el resto de
fenilalanina que corresponde a la posicién 249 de la SEC ID NO: 1 con un resto de alanina; el resto de tirosina que
corresponde a la posicién 250 de la SEC ID NO: 1 con un resto de alanina; el resto de glutamina que corresponde a
la posicién 252 de la SEC ID NO: 1 con un resto de alanina; en la que dicha mutaciéon conduce a una pérdida de la
unién entre el anticuerpo y el péptido hiL-13Ral mutante resultante en comparacion con la union entre el anticuerpo
y el péptido hiL-13Ral sin las sustituciones.

Un grupo de anticuerpos de la presente invencion son los anticuerpos monoclonales humanos 4B5, 8B11 y 15F4. En
concreto, tales anticuerpos contienen una regién variable de la cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos como se establece en la SEC ID NO: 4, la SEC ID NO: 8 y la SEC ID NO: 12.

Las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 se establecen en:
(i) las SECIDNO:5, 6 y 7, respectivamente; (i) las SECID NO:9, 10 y 11, respectivamente; o (i) las
SEC ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente. Las secuencias de la region variable de la cadena ligera CDR1, CDR2 y
CDR3 se establecen en: las SEC ID NO: 17, 18 y 19, respectivamente. Otros anticuerpos de la divulgacion incluyen
conjuntos de secuencias de CDR de la cadena pesada y/o ligera de 4B5, 8B11 y 15F4 o modificaciones de
secuencias conservativas de las mismas u homologos de las mismas. Otros anticuerpos de la presente divulgacion
incluyen las secuencias de la regién variable de la cadena pesada y/o ligera de 4B5, 8B11 y 15F4 o modificaciones
de secuencias conservativas de las mismas u homologos de las mismas. Los anticuerpos abarcados
especificamente por la invencién incluyen aquellos producidos por lineas celulares de hibridoma tal como los
numeros de depésito de la ATCC PTA6931, PTA6936 y PTA6935.

En otro aspecto, la invencion proporciona anticuerpos que compiten por la union a hiL-13Ral con cualquiera de 4B5,
8B11 o 15F4.

Los anticuerpos de la invencion incluyen, por ejemplo, anticuerpos de longitud completa, tales como un isotipo IgG1
o lgG4. De manera alternativa, los anticuerpos son fragmentos de anticuerpo, tales como fragmentos Fab o Fab'2, o
anticuerpos monocatenarios.

En las formas de realizacion especificas, los anticuerpos de la presente invencion son anticuerpos humanos. De
manera alternativa, los anticuerpos son anticuerpos humanizados, primatizados, desinmunizados, 0 quiméricos.

La presente divulgacion también proporciona un inmunoconjugado que incluye un anticuerpo de la invencion unido a
un agente terapéutico, tal como una citotoxina o un isétopo radiactivo. La presente divulgacion también proporciona
una molécula biespecifica que incluye un anticuerpo de la presente invencion, unido a un segundo resto funcional
gue tiene una especificidad de union diferente que el anticuerpo.

También se proporcionan composiciones que incluyen un anticuerpo o un inmunoconjugado o una molécula
biespecifica de la presente divulgacion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento también estan comprendidas moléculas de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos
de la presente invencion, asi como los vectores de expresién que contienen tales acidos nucleicos y las células
hospedadoras que albergan tales vectores de expresion.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona procedimientos para identificar anticuerpos capaces de unirse a
hiL-13Ral a través del dominio 3 de la region extracelular del receptor.

Otro aspecto de la divulgacion proporciona un procedimiento para inhibir la sefalizacion mediada por el receptor de
IL-13 poniendo en contacto una célula que expresa IL-13Ral con un anticuerpo de la presente invencion en
condiciones que permitan que dicho anticuerpo se una a IL-13Ral.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona el anticuerpo de la presente invencion para su uso en el tratamiento
del asma, la EPOC, la dermatitis atdpica, la rinitis alérgica, la eosinofilia esofagica, el linfoma de Hodgkin, la
enfermedad intestinal inflamatoria, la psoriasis, la artritis psoriasica y la fibrosis.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién se pondran de manifiesto a partir de los siguientes ejemplos y de la
descripcion detallada que no deben interpretarse como limitativos.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una representacion de la region extracelular de IL-13Ral de ratén con aminoacidos que difieren de los
de la secuencia humana mostrada en minlsculas. Se prepar6 un panel de proteinas IL-13Ral quiméricas
humano/de ratén, presentadas en fagos, reemplazando sistematicamente segmentos identificados individuales de la
region extracelular de IL-13Ral humano con el correspondiente segmento subrayado de la secuencia derivada del
raton (es decir, HM1 a HM11).

La figura 2 es una representacion de la secuencia de nucleétidos y de aminoéacidos derivada de la regién variable de
la cadena pesada del anticuerpo 4B5. Las CDR y los acidos nucleicos que codifican las CDR estan subrayados.

La figura 3 es una representacion de la secuencia de nucleétidos y de aminoéacidos derivada de la regién variable de
la cadena pesada del anticuerpo 8B11. Las CDR y los acidos nucleicos que codifican las CDR estan subrayados.

La figura 4 es una representacion de la secuencia de nucleétidos y de aminoéacidos derivada de la regién variable de
la cadena pesada del anticuerpo 15F4. Las CDR y los acidos nucleicos que codifican las CDR estan subrayados.

La figura 5 es una representacion de la secuencia de nucleétidos y de aminoéacidos derivada de la regién variable de
la cadena ligera del anticuerpo 15F4. Las CDR y los acidos nucleicos que codifican las CDR estan subrayados.

La figura 6 es una comparacion de secuencias de los dominios Fc de los isotipos IgG1l (SEC ID NO: 38), 1gG2
(SEC ID NO: 39), IgG4 (SEC ID NO: 40) y el IgG2m4 (SEC ID NO: 41).

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion se refiere a anticuerpos aislados, especialmente anticuerpos monoclonales humanos, que
se unen a IL-13Ral humano a través del dominio 3 de la regién extracelular del receptor, y que inhiben
determinadas propiedades funcionales de IL-13Ral. La referencia a los "anticuerpos monoclonales" de la presente
invencion incluye las formas humanizadas, desinmunizadas y quiméricas de los mismos, asi como las formas
primatizadas. En determinadas formas de realizacién, los anticuerpos de la presente divulgacion incluyen
caracteristicas estructurales concretas tales como regiones CDR que tienen secuencias de aminoacidos concretas.
La presente divulgacion proporciona anticuerpos aislados, procedimientos para generar tales anticuerpos,
inmunoconjugados y moléculas biespecificas que incluyen tales anticuerpos y composiciones farmacéuticas que
contienen los anticuerpos, los inmunoconjugados o las moléculas biespecificas de la invencion. La divulgaciéon
también se refiere a procedimientos de uso de los anticuerpos para inhibir la respuestas a IL-13, por ejemplo en el
tratamiento de diversos trastornos y enfermedades relacionadas con la IL-13 que incluyen el asma, la EPOC, la
dermatitis atdpica, la rinitis alérgica, la eosinofilia esofagica, el linfoma de Hodgkin, la enfermedad intestinal
inflamatoria, la psoriasis, la artritis psoriasica y la fibrosis.

Se predice que la regién extracelular de hiL-13Ra consiste en 3 dominios globulares de fibronectina de tipo I, cada
uno de aproximadamente 100 aminoéacidos de longitud (Arima y col., J. Biol. Chem. 280(26):24915-22, 2005). El
dominio amino-terminal de la fibronectina de tipo Il (denominado en el presente documento dominio 1 o D1) va
seguido de otros dos dominios de fibronectina de tipo Il (denominados en el presente documento dominio 2 y
dominio 3, o D2 y D3, respectivamente,) que tienen un médulo de homologia del receptor de citocinas (Wells y de
Vos, Ann. Rev. Biochem. 65:609-34, 1996). Para predecir los limites de secuencia de cada uno de estos dominios
de fibronectina de tipo lll, se alinearon las secuencias maduras de las regiones extracelulares de hiL-13Ral y
hiL-4Ra. La region extracelular de aproximadamente 200 restos de hiL-4Ra consiste en un moédulo de homologia del
receptor de citocinas, correspondiente a D2 y D3 de IL-13Ral, pero no contiene ningin dominio cadena arriba
correspondiente a D1. Por consiguiente, se tomo el primer resto de hlL-4Ra maduro para definir el limite entre D1y
D2 en la secuencia de hiL-13Ral alineada. A continuacion, se utilizé el limite entre los dos dominios de fibronectina
de tipo Il en IL-4Ra, como se deduce de la estructura cristalina (Hage y col., Cell, 97(2):271-81, 1999), para definir
el limite entre D2 y D3 en la secuencia de IL-13Ral alineada.

Por consiguiente, el dominio 1 de la region extracelular de hiL-13Ral corresponde a los aminoacidos 1 a 100 de la
SEC ID NO: 1, el dominio 2 a los aminoacidos 101 a 200 de la SEC ID NO: 1, y el dominio 3 a los aminoéacidos 201 a
317 de la SEC ID NO: 1. El dominio 3 también se establece en el presente documento como la SEC ID NO: 37.

De acuerdo con la presente divulgacion, se generan anticuerpos que se unen a hiL-13Ral a través del dominio 3 de
la region extracelular de la cadena del receptor y que inhiben la sefializacion de IL-13 a través del complejo
IL-13Ral/IL-4Ra. Tales anticuerpos inhiben la actividad biolégica mediada por IL-13. En una forma de realizacion
especifica, algunos anticuerpos de la presente divulgacion inhiben la sefializacion de IL-13 y de IL-4 a través del
complejo IL-13Ral/IL-4Ra.

Para los fines de la presente divulgacion, las expresiones "receptor alfa 1 de la interleucina 13" e "IL-13Ral " se
utilizan indistintamente, y pueden incluir variantes, isoformas y homélogos de especie del IL-13Ral humano. Por
consiguiente, los anticuerpos humanos de la presente divulgacion pueden, en determinados casos, presentar una
reaccion cruzada con IL-13Ral de especies distintas a la humana. En otros casos, los anticuerpos pueden ser
especificos para IL-13Ral humano y pueden no presentar reactividad cruzada entre especies u otros tipos de
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reactividad cruzada. La secuencia de aminoacidos de IL-13Ral humano (también denominado hiL-13Ral) tiene el
numero de acceso del GENBANK NP_001551 y la forma madura de la proteina, es decir, sin la secuencia sefial, se
establece en el presente documento como la SEC ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos de IL-13Ral de mono
cynomolgus tiene el nimero de acceso del GENBANK AAP78901 y la forma madura de la proteina que se establece
en el presente documento como la SEC ID NO: 2. La secuencia de aminoacidos de IL-13Ral de ratén (también
denominado ml-13Ral) tiene el nimero de acceso del GENBANK 009030 y la forma madura de la proteina se
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establece en el presente documento como la SEC ID NO: 3.

En la Tabla 1 se proporcionan otras secuencias abarcadas por la presente divulgacion.

TABLA 1
SEC ID NO: Descripcion
1 IL-13Ral humano maduro
2 IL-13Ral maduro de mono cynomolgus
3 IL-13Ra maduro de ratén
4 VH de 4B5
5 CDR1 de VH de 4B5
6 CDR2 de VH de 4B5
7 CDR3 de VH de 4B5
8 VH de 8B11
9 CDR1 de VH de 8B11
10 CDR2 de VH de 8B11
11 CDR3 de VH de 8B11
12 VH de 15F4
13 CDR1 de VH de 15F4
14 CDR2 de VH de 15F4
15 CDR3 de VH de 15F4
16 VL de 15F4
17 CDR1 de VL de 15F4
18 CDR2 de VL de 15F4
19 CDR3 de VL de 15F4
20 hiL-13Ral.ECR marcado con FLAG® en el extremo N-terminal
21 Acido nucleico de VH de 4B5
22 Acido nucleico de CDR1 de VH de 4B5
23 Acido nucleico de CDR2 de VH de 4B5
24 Acido nucleico de CDR2 de VH de 4B5
25 Acido nucleico de VH de 8B11
26 Acido nucleico de CDR1 de VH de 8B11
27 Acido nucleico de CDR2 de VH de 8B11
28 Acido nucleico de CDR3 de VH de 8B11
29 Acido nucleico de VH de 15F4
30 Acido nucleico de CDR1 de VH de 15F4
31 Acido nucleico de CDR2 de VH de 15F4
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(continuacion)

SEC ID NO: | Descripcion
32 Acido nucleico de CDR3 de VH de 15F4
33 Acido nucleico de VL de 15F4
34 Acido nucleico de CDR1 de VL de 15F4
35 Acido nucleico de CDR2 de VL de 15F4
36 Acido nucleico de CDR3 de VL de 15F4
37 D3 de la region extracelular de hiL-13Ral
38 Contiene el dominio Fc de I1gG1
39 Contiene el dominio Fc de 1gG2
40 Contiene el dominio Fc de 1gG4
41 Contiene el dominio Fc de IgG2m4
42 Dominio Fc de 1gG2m4
43 Dominio Fc del acido nucleico de IgG2m4
44 Péptido de dominio 3 de hiL-13Ral natural
45 Péptido de dominio 3 mutante de hlL-13Ral natural
46 Region extracelular de miL-13Ral

El término "anticuerpo”, como se denomina en el presente documento, incluye anticuerpos completos (también
conocidos como anticuerpos de longitud completa) y cualquier fragmento de unién al antigeno (es decir, "porcion de
union al antigeno") de los mismos. Un "anticuerpo completo” se refiere a una proteina que comprende dos cadenas
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) conectadas entre si por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada se compone
de una regioén variable de la cadena pesada (abreviada en el presente documento como Vy) y una region constante
de la cadena pesada. La regién constante de la cadena pesada se compone de tres dominios Cuyi, Crz Y Cus. Cada
cadena ligera se compone de una regién variable de la cadena ligera (abreviada en el presente documento como V)
y una region constante de la cadena ligera. La regiéon constante de la cadena ligera se compone de un dominio, C,.
Las regiones Vy y V. pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, llamadas
regiones marco conservadas (FR). Cada Vu y VL se compone de tres CDR y cuatro FR, dispuestas del extremo
amino-terminal al extremo carboxilo-terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FR4. Las
regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de union que interactda con un
antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la union de la inmunoglobulina a tejidos o
factores del hospedador, que incluyen diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el
primer componente (Clqg) del sistema del complemento clasico.

La expresion "porcion de unién al antigeno" de un anticuerpo, tal como se utiliza en el presente documento, se
refiere a uno o varios fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad para unirse a hiL-13Ral. Se ha
demostrado que la funcion de unién al antigeno de un anticuerpo puede ser realizada por fragmentos de un
anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de fragmentos de unién comprendidos dentro de la expresién "porcién de
unioén al antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente compuesto por los
dominios Vi, Vu, CL y Chi, (i) un fragmento F(ab’),, un fragmento bivalente compuesto por dos fragmentos Fab
unidos por un puente disulfuro en la region bisagra, (iii) un fragmento Fd compuesto por los dominios Vy y Cha, (iv)
un fragmento Fv compuesto por los dominios V. y V4 de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward
y col., Nature 341:544-546, 1989), que se compone de un dominio Vy 0 V. (Holt y col., Trends in Biotechnology,
21:484-489, 2003), y (vi) una regién determinante de complementariedad (CDR) aislada, en concreto la CDR3 de
una Vy. Como entenderan los expertos en la materia, los fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad
de unirse a hiL-13Ral pueden insertarse en diversos marcos, véase por ejemplo la patente de EE.UU. N°6.818.418,
y las referencias contenidas en la misma, que analizan diversos armazones que puede utilizarse para presentar
bucles del anticuerpo previamente seleccionados en base a la unién al antigeno. Ademas, aunque los dos dominios
del fragmento Fv, V. y V4, estan codificados por genes separados, pueden unirse, utilizando procedimientos
recombinantes, mediante un engarce sintético que les permita generarse como una cadena de proteinas Unica en la
que las regiones V. y Vy se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario
(scFv); véase, por ejemplo, Science 242:423-426, 1988 y Huston y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883,
1988. Tales anticuerpos monocatenarios también pretenden estar comprendidos dentro de la expresion "porcion de
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uniéon al antigeno"” de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo pueden obtenerse utilizando técnicas
convencionales conocidas para los expertos en la materia, y pueden producirse sin haber producido primero un
anticuerpo de longitud completa. Los fragmentos pueden cribarse para determinar propiedades pertinentes de la
misma manera que los anticuerpos de longitud completa.

Un "anticuerpo aislado", tal como se utiliza en el presente documento, pretende referirse a un anticuerpo que esta
practicamente libre de otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une a hiL-13Ral esta practicamente libre de anticuerpos que se unen a antigenos
distintos de IL-13Ral). Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une a hiL-13Ral puede presentar reactividad
cruzada con otros antigenos, tales como moléculas de IL-13Ral de otras especies. Ademas, un anticuerpo aislado
puede estar practicamente libre de otro material celular y/u otros productos quimicos.

La expresion "anticuerpo monoclonal” o "AcMo", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos practicamente homogéneos, es decir, los anticuerpos
individuales que comprenden la poblacion son idénticos a excepcion de posibles mutaciones de origen natural que
pueden estar presentes en cantidades minoritarias. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos,
estando dirigidos contra un sitio antigénico Unico. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos
convencionales (policlonales) que por lo general incluyen anticuerpos diferentes dirigidos contra determinantes
(epitopos) diferentes, cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un Unico determinante en el antigeno. El
modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como se obtiene a partir de una poblacion practicamente
homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo por ningin
procedimiento concreto. Un anticuerpo monoclonal que es también un anticuerpo aislado puede ser denominado
anticuerpo monoclonal aislado.

La expresion "anticuerpo humano”, tal como se utiliza en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que
tienen regiones variables derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Ademas, si el
anticuerpo contiene una region constante, la regién constante también se deriva de la secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invencion pueden incluir restos de
aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo,
mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o dirigida in vitro o por mutacién somatica in vivo), por ejemplo en
las CDR vy, en concreto, la CDR3 y por lo tanto las secuencias de aminoacidos de las regiones V. y/o Vy de los
anticuerpos son secuencias que, al estar derivadas y relacionadas con las secuencias de Vy y V. de la linea
germinal humana, pueden no existir de manera natural en el repertorio de la linea germinal de anticuerpos humanos
in vivo. Sin embargo, la expresion "anticuerpo humano", tal como se utiliza en el presente documento, no pretende
incluir anticuerpos en los que se han injertado secuencias de CDR derivadas de otras especies de mamiferos, tales
como un ratdn, sobre las secuencias marco humanas, es decir, un anticuerpo humanizado.

Tal como se utiliza en el presente documento, el dominio 3 de la region extracelular de hiL-13Ral corresponde a los
aminoacidos 201 a 317 de la SEC ID NO: 1 y se establece en el presente documento como la SEC ID NO: 37. Por
consiguiente, un anticuerpo que se une a hiL-13Ral a través del dominio 3 de la regién extracelular del receptor es
uno que demuestra unidon a un péptido que consiste basicamente en los restos de aminoacidos del dominio 3
indicados anteriormente; por ejemplo las construcciones de dominio 3 presentadas en fagos del Ejemplo 3, donde la
union se determiné mediante ELISA. Los expertos en la materia se dardn cuenta de que existen otros
procedimientos para determinar la unién al dominio 3 de la region extracelular de hiL-13Ral, por ejemplo mediante
analisis BIACORE™ (PHARMACIA AB Corporation). Un anticuerpo que se une a hiL-13Ral a través del dominio 3
de la regioén extracelular del receptor también se unira al receptor de longitud completa y a otros péptidos derivados
del receptor, que incluyen la SEC ID NO: 37; por ejemplo, el péptido hiL-13Ral.ECR del Ejemplo 1 que incluye los
dominios 1, 2 y 3 de la regién extracelular del receptor.

Tal como se utiliza en el presente documento, un anticuerpo que "se une a IL-13Ral humano" pretende referirse a
un anticuerpo que se une a IL-13Ral humano con una Kp de 5 x 10° M o inferior, mas preferentemente 2 x 10°Mo
inferior, e incluso mas preferentemente de 1 x 10° M o inferior. Las expresiones relacionadas, tales como "los
anticuerpos se unen a IL-13Ral humano" tienen el mismo significado. Un anticuerpo que "presenta una reaccion
cruzada con IL-13Ral de mono cynomolgus" pretende referirse a un anticuerpo que se une a IL-13Ral de mono
cynomolgus con una Kp de 5x10° M o inferior, e incluso mas preferentemente de 2x10° M o inferior. Un
anticuerpo que "no presenta reaccion cruzada con IL-13Ral de ratdn" pretende referirse a un anticuerpo que se une
a IL-13Ral de ratén con una Kp de 1 x 107 M o superior. En determinadas formas de realizacién, los anticuerpos
gue no presentan reaccién cruzada con IL-13Ral de ratén presentan una unioén contra esta proteina basicamente
indetectable en los ensayos de unién convencionales.

El término "Kj", tal como se utiliza en el presente documento, pretende referirse a la velocidad de asociacion de una
interaccién antigeno-anticuerpo concreta, mientras que el término "Kq", tal como se utiliza en el presente documento,
pretende referirse a la velocidad de disociacién de una interaccion antigeno-anticuerpo concreta. El término "Kp", tal
como se utiliza en el presente documento, pretende referirse a la constante de disociacion, que se obtiene de la
relacion entre Kq y K, (es decir, Kg/Ka) y se expresa como una concentracion molar (M). Los valores Kp para los
anticuerpos pueden determinarse utilizando procedimientos bien establecidos en la técnica. Un procedimiento
preferente para determinar la Kp de un anticuerpo es utilizando la resonancia de plasmén superficial, utilizando
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preferentemente un sistema biodetector tal como un sistema BIACORE™,
En las subsecciones siguientes se describen con mayor detalle diversos aspectos de la presente invencion.
Anticuerpos anti-hIL-13Ral.

Los anticuerpos de la presente divulgacion se caracterizan por propiedades o caracteristicas funcionales concretas
de los anticuerpos. Por ejemplo, los anticuerpos se unen a IL-13Ral humano a través del dominio 3 de la region
extracelular del receptor.

Ademas, los anticuerpos de la presente invencién pueden presentar o no reaccion cruzada con IL-13Ral de uno o
varios primates no humanos, tal como el mono cynomolgus. Por consiguiente, en una forma de realizacion, los
anticuerpos de la divulgacion presentan reaccién cruzada con IL-13Ral de cynomolgus.

En otra forma de realizacion, los anticuerpos de la presente invencién no presentan reaccion cruzada con IL-13Ral
de ratén.

En formas de realizacion especificas, un anticuerpo de la presente divulgacion se une a IL-13Ral con alta afinidad,
por ejemplo con una Kp de 5x 10°M o inferior, mas preferentemente 2 x 10° M o inferior, e incluso mas
preferentemente 1 x 10° M o inferior.

Ademas, los anticuerpos de la presente invencidon son capaces de inhibir una o varias actividades funcionales de
hiL-13Ral. Por ejemplo, en una forma de realizacién, los anticuerpos pueden inhibir la liberacion de eotaxina
inducida por IL-13 en células NHDF. En otra forma de realizacion, los anticuerpos pueden inhibir la fosforilacion de
STAT6 inducida por IL-13 en células NHDF. En otra forma de realizacién mas, los anticuerpos pueden inhibir la
liberacion de eotaxina inducida por IL-4 en células NHDF. En otra forma de realizacion mas, los anticuerpos pueden
inhibir la fosforilacion de STAT6 inducida por IL-4 en células NHDF. En las formas de realizacion especificas, los
anticuerpos inhiben todas las actividades funcionales de hlL-13Ral anteriormente mencionadas.

Los anticuerpos de la presente divulgacion pueden inhibir o no la union de IL-13 a IL-13Ral aislado (es decir,
IL-13Ral que no forma parte de un receptor dimérico con IL-4Ra). Algunos anticuerpos de la divulgacion pueden no
inhibir la unién de IL-13 a IL-13Ral aislado, pero no obstante pueden inhibir las respuestas inducidas por IL-13 en
las células NHDF mediadas a través del complejo receptor de IL-13 de Tipo I.

Un grupo de anticuerpos de la invencion incluyen aquellos que inhiben la unién de hiL-13 a hIL-13Ral aislado.
Otro grupo de anticuerpos de la presente invencién son anticuerpos de longitud completa.

En formas de realizaciéon especificas, los anticuerpos de la presente invenciéon son anticuerpos humanos. En otra
forma de realizacion, dichos anticuerpos son anticuerpos humanizados, desinmunizados, primatizados o quiméricos.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser de cualquier isotipo de anticuerpo, por ejemplo, IgG, IgA, IgE e IgM y
cualquiera de las sub-clases de isotipo, especialmente IgG1 e IgG4. Por lo general, resulta preferente 1IgG4 debido a
que no se une al complemento y no crea funciones efectoras. También resulta preferente cualquier variante sintética
u otra variante de la regién constante que tenga estas u otras propiedades deseables para su uso en las formas de
realizacién de la presente invencion.

En la técnica se conocen ensayos convencionales para evaluar la capacidad de unién de los anticuerpos a IL-13Ral
de diversas especies, que incluyen por ejemplo, los ELISA, las transferencias de Western y los RIA. En los Ejemplos
también se describen ejemplos de ensayos adecuados. La cinética de unién (por ejemplo, la afinidad de unién) de
los anticuerpos también puede evaluarse mediante ensayos convencionales conocidos en la técnica, tales como
mediante analisis BIACORE™. En los Ejemplos se describen ejemplos de ensayos para evaluar los efectos de los
anticuerpos sobre las propiedades funcionales de IL-13Ral (por ejemplo, la unién al ligando, la inhibicién de la
actividad inducida por IL-13 en las células).

Por consiguiente, se entenderd que un anticuerpo que "inhibe" una o varias de estas propiedades funcionales de
IL-13Ral como se determina de acuerdo con las metodologias conocidas en la técnica y descritas en el presente
documento, se refiere a una disminucion en la actividad concreta con respecto a la observada en ausencia del
anticuerpo (por ejemplo, o cuando se encuentra presente un anticuerpo de control de especificidad irrelevante).
Preferentemente un anticuerpo que inhibe una actividad de la IL-13 y/o de la IL-4 ocasiona una disminucién de este
tipo en por lo menos un 10% del parametro medido, méas preferentemente en por lo menos un 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% 6 95%.

En una forma de realizacién, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a
IL-13Ral a través del dominio 3 de la regién extracelular del receptor e inhibe la sefializacién de IL-13. En las formas
de realizacién especificas, la presente divulgacion también presenta por lo menos una de las siguientes propiedades
funcionales: (i) inhibe la liberacion de eotaxina inducida por IL-13 en células NHDF, (ii) inhibe la liberacion de
eotaxina inducida por IL-4 en células NHDF; (iii) inhibe la fosforilacion de STAT6 inducida por IL-13 en células
NHDF; o (iv) inhibe la fosforilacién de STAT6 inducida por IL-4 en células NHDF.
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En una forma de realizacion especifica, una mutacion por sustitucion en un péptido que incluye el dominio 3 de
hIL-13Ral de los restos Val-Phe-Tyr-Val-Gln (SEC ID NO: 44), que corresponden a las posiciones 248-252 de la
SEC ID NO: 1, con los restos de lle-Leu-Glu-Val-Glu (SEC ID NO: 45) conduce a una pérdida de la unién entre un
anticuerpo de la invencion y el péptido hiL-13Ral mutante resultante en comparaciéon con la unién entre dicho
anticuerpo y el péptido hiL-13Ral sin dichas sustituciones.

En otra forma de realizacién, una mutacion por sustitucion en un péptido que incluye el dominio 3 de hiL-13Ral de
cualquiera de: el resto de fenilalanina que corresponde a la posicion 249 de la SEC ID NO: 1 con un resto de
alanina; el resto de tirosina que corresponde a posicion 250 de la SEC ID NO: 1 con un resto de alanina; o el resto
de glutamina que corresponde a la posicidon 252 de la SEC ID NO: 1 con un resto de alanina; conduce a una pérdida
de la unién entre un anticuerpo de la presente divulgacion y el péptido hlL-13Ral mutante resultante en
comparacioén con la unién entre dicho anticuerpo y el péptido hiL-13Ral sin dichas sustituciones.

Anticuerpos Monoclonales 4B5, 8B11 y 15F4.

Un grupo de anticuerpos anti-hlL-13Ral de la presente invencion son los anticuerpos monoclonales humanos 4B5,
8B11 y 15F4, aislados y caracterizados estructuralmente como se describe en los Ejemplos. Las secuencias de
aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de 4B5, 8B11 y 15F4, y las secuencias correspondientes
CDR1, CDR2, y CDR3 son como se expone mas adelante en la Tabla 2. De manera similar, las secuencias de
aminoéacidos de la regidn variable de la cadena ligera de 15F4, y las secuencias correspondientes CDR1, CDR2, y
CDR3 son como se exponen en forma de tabla mas adelante. Las regiones CDR se definen utilizando el sistema de
Kabat (Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, U.S. Department of Health y
Human Services, publicacién del NIH N° 91:3242, 1991), a excepcion de la CDR1 de Vy, que se amplia para abarcar
las definiciones estructural y de secuencia (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917, 1987), es decir, los restos
26-35 de Vh.

TABLA 2
Secuencia SEC ID NO:
VH de 4B5 4
CDR1 de VH de 4B5 5
CDR2 de VH de 4B5 6
CDR3 de VH de 4B5 7
VH de 8B11 8
CDR1 de VH de 8B11 9
CDR2 de VH de 8B11 10
CDR3 de VH de 8B11 11
VH de 15F4 12
CDR1 de VH de 15F4 13
CDR2 de VH de 15F4 14
CDR3 de VH de 15F4 15
VL de 15F4 16
CDR1 de VL de 15F4 17
CDR2 de VL de 15F4 18
CDR3 de VL de 15F4 19

Se sabe que las regiones CDR de los anticuerpos determinan el reconocimiento del antigeno, y CDR3 es de
especial importancia. Por lo tanto, en otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que
incluye una secuencia de CDR3 seleccionada del grupo que consiste en las SECID NO: 7, 11, 15 y una
modificacién de secuencias conservativas de las mismas, que: a) se une a hiL-13Ral a través del dominio 3 de la
regién extracelular del receptor, y b) presenta por lo menos una de las siguientes propiedades funcionales: (i) inhibe
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la liberacién de eotaxina inducida por IL-13 en células NHDF, (i) inhibe la liberacion de eotaxina inducida por IL-4 en
células NHDF, (iii) inhibe la fosforilacion de STAT6 inducida por IL-13 en células NHDF; o (iv) inhibe la fosforilacién
de STAT6 inducida por IL-4 en células NHDF.

En una forma de realizacién especifica, tales anticuerpos incluyen una regién variable de la cadena pesada en la
que las secuencias de CDR1, CDR2, y CDR3 son: (a) las SECIDNO:5, 6 y 7, respectivamente; (b) las
SEC ID NO: 9, 10y 11, respectivamente, (c) las SEC ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente; o (d) un conjunto de tales
secuencias de CDR como se establece en (a), (b) o (c) con las modificaciones de secuencias conservativas en una
cualquiera o varias de dichas secuencias de CDR.

En una forma de realizacion adicional, las secuencias de CDR1, CDR2, y CDR3 de la region variable de la cadena
pesada son como se establece en las SEC ID NO: 5, 6 y 7, respectivamente.

En otra forma de realizacion adicional, las secuencias de CDR1, CDR2, y CDR3 de la regién variable de la cadena
pesada son como se establece en las SEC ID NO: 9, 10 y 11, respectivamente.

En otra forma de realizacion adicional, las secuencias de CDR1, CDR2, y CDR3 de la regién variable de la cadena
pesada son como se establece en las SEC ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una region
variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de CDR3 seleccionada del grupo que consiste en la
SEC ID NO: 19 y una modificacion de secuencias conservativas de la misma, que: (a) se une a hiL-13Ral a través
del dominio 3 de la regién extracelular del receptor, y (b) presenta por lo menos una de las propiedades funcionales
(i) a (iv) indicadas anteriormente.

En las formas de realizacion especificas, tales anticuerpos incluyen una region variable de la cadena ligera en la que
las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 son como se establece en las SEC ID NO: 17, 18 y 19, respectivamente, o
un conjunto de tales secuencias de CDR con modificaciones de secuencias conservativas en una cualquiera o varias
de dichas secuencias de CDR.

En una forma de realizacion adicional, las secuencias de CDR1, CDR2, y CDR3 de la region variable de la cadena
ligera son como se establece en las SEC ID NO: 17, 18 y 19, respectivamente.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una secuencia de CDR3 de
la region variable de la cadena pesada y una secuencia de CDRS3 de la region variable de la cadena ligera como se
establece en las SEC ID NO: 15 y 19, respectivamente, o modificaciones de secuencias conservativas en una
cualquiera o varias de dichas secuencias de CDR3, que: (a) se une a hIL-13Ral a través del dominio 3 de la regién
extracelular del receptor, y (b) presenta por lo menos una de las propiedades funcionales (i) a (iv) indicadas
anteriormente.

En una forma de realizacion especifica, tales anticuerpos incluyen las secuencias de CDR1, CDR2, y CDRS3 de la
regién variable de la cadena pesada y las secuencias de CDR1, CDR2, y CDR3 de la regién variable de la cadena
ligera como se establece en las SEC ID NO: 13, 14, 15, 17, 18 y 19, respectivamente, 0 un conjunto de tales
secuencias de CDR con modificaciones de secuencias conservativas en una cualquiera o varias de dichas
secuencias de CDR.

En una forma de realizacion adicional, las secuencias de CDR1, CDR2, y CDR3 de la regién variable de la cadena
pesada y las secuencias de CDR1, CDR2, y CDRS3 de la region variable de la cadena ligera son como se establece
en las SEC ID NO: 13, 14, 15, 17, 18 y 19, respectivamente.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una regién variable de la
cadena pesada que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID NO: 4, 8 y 12,
que: (a) se une a hiL-13Ral a través del dominio 3 de la region extracelular del receptor, y (b) presenta por lo menos
una de las propiedades funcionales (i) a (iv) indicadas anteriormente.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una region variable de la
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la
SEC ID NO: 16, que: (a) se une a hiL-13Ral a través del dominio 3 de la region extracelular del receptor, y (b)
presenta por lo menos una de las propiedades funcionales (i) a (iv) indicadas anteriormente.

En otro aspecto, tales anticuerpos monoclonales aislados incluyen una region variable de la cadena pesada y una
regién variable de la cadena ligera que comprende las SEC ID NO: 12 y 16, respectivamente.

Anticuerpos homologos.

En otra forma de realizacion mas, un anticuerpo de la divulgacion incluye las regiones variables de la cadena pesada
y/o ligera con secuencias de aminoacidos que son homélogas a las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos
especificos descritos en el presente documento, y en la que los anticuerpos conservan las propiedades funcionales
deseadas de los anticuerpos anti-IL-13Ral de la presente invencion.
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Por ejemplo, la presente divulgacién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una secuencia de la
regién variable de la cadena pesada que presenta por lo menos un 90% de homologia en las regiones variables con
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID NO: 4, 8 y 12, que: (a) se une a hiL-13Ral a
través del dominio 3 de la region extracelular del receptor, y (b) presenta por lo menos una de las propiedades
funcionales (i) a (iv) indicadas anteriormente.

La referencia a " por lo menos un 90% de homologia " incluye por lo menos un 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99
y 100% de secuencias homoélogas.

En otra forma de realizacion, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una
secuencia de la region variable de la cadena ligera que presenta por lo menos un 90% de homologia con la
SEC ID NO: 16, que: (a) se une a hiL-13Ral a través del dominio 3 de la regién extracelular del receptor, y (b)
presenta por lo menos una de las propiedades funcionales (i) a (iv) indicadas anteriormente.

En una forma de realizacion especifica, tales anticuerpos monoclonales aislados incluyen regiones variables de la
cadena pesada y de la cadena ligera que presentan por lo menos un 90% de homologia con las SEC ID NO: 12 y
16, respectivamente.

En otras formas de realizacion, las secuencias de aminoacidos de V4 y/o Vi pueden presentar un 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de homologia con las secuencias establecidas anteriormente. Un anticuerpo que tiene secuencias de Vy
y/lo VL que presentan una alta homologia (es decir, un 90% o superior) con las secuencias de Vy de las SEC
ID NO: 4, 8y 12 y/o las secuencias de V. de la SEC ID NO: 16, respectivamente, puede obtenerse por mutagénesis
(por ejemplo, mutagénesis aleatoria o dirigida) de moléculas de acidos nucleicos que codifican las SEC ID NO: 4, 8 y
12 y/o la SEC ID NO: 16, seguido del ensayo del anticuerpo modificado codificado para la funcién conservada (es
decir, las funciones establecidas en los puntos (i) a (iv) anteriormente indicados), utilizando los ensayos funcionales
descritos en el presente documento.

En otra forma de realizacién mas, un anticuerpo de la divulgacion incluye las regiones variables de la cadena pesada
y/o ligera con conjuntos de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 que son homoélogas a los conjuntos de las
secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de los anticuerpos especificos descritos en el presente documento, y en el que
los anticuerpos conservan las propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos anti-hiL-13Ral de la invencion.

Por ejemplo, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una regién variable de la
cadena pesada con un conjunto de secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 que presentan por lo menos un 90% de
homologia con un conjunto de secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas del grupo que consiste en: (a) las
SEC ID NO: 5, 6 y 7, respectivamente; (b) las SEC ID NO: 9, 10 y 11, respectivamente; o (c) las SEC ID NO: 13, 14
y 15, respectivamente; en el que el anticuerpo se une a hiL-13Ral a través del dominio 3 de la regién extracelular
del receptor y presenta por lo menos una de las propiedades funcionales (i) a (iv) indicadas anteriormente.

En otra forma de realizacion, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una
regién variable de la cadena ligera con un conjunto de secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 que presentan por lo
menos un 90% de homologia con un conjunto de secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas del grupo que
consiste en las SEC ID NO: 17, 18 y 19, respectivamente; en el que el anticuerpo se une a hiL-13Ral a través del
dominio 3 de la regién extracelular del receptor y presenta por lo menos una de las propiedades funcionales (i) a (iv)
indicadas anteriormente.

En otra forma de realizacion, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que incluye una
regién variable de la cadena pesada con un conjunto de secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 y una region variable
de la cadena ligera con un conjunto de secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 que presentan por Io menos un 90% de
homologia con un conjunto de secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada y
ligera seleccionado del grupo que consiste en las SEC ID NO: 13, 14, 15, 17, 18 y 19, respectivamente; en el que el
anticuerpo se une a hlL-13Ral a través del dominio 3 de la region extracelular del receptor y presenta por lo menos
una de las propiedades funcionales (i) a (iv) indicadas anteriormente.

Tal como se utiliza en el presente documento, el porcentaje de homologia entre dos secuencias de aminoacidos, o
entre dos conjuntos de secuencias de CDR, o entre dos secuencias de nucleétidos, es equivalente al porcentaje de
identidad entre las dos secuencias, o los dos conjuntos de secuencias de CDR. El porcentaje de identidad entre las
dos secuencias, o0 los dos conjuntos de secuencias de CDR, es una funcién del nUmero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, el % de homologia = #de posiciones idénticas/# total de
posiciones x 100), teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que deben introducirse
para una alineacién 6ptima de las dos secuencias, o los dos conjuntos de las secuencias de CDR correspondientes
(es decir, comparando entre si las secuencias de CDR de la cadena pesada y/o ligera correspondientes). La
comparacion de las secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre secuencias pueden lograrse
utilizando un algoritmo matematico, tal como se describe en los ejemplos no limitativos que se presentan mas
adelante.

El porcentaje de identidad entre las secuencias de aminoacidos y/o las secuencias de nucleétidos puede
determinarse utilizando procedimientos generalmente conocidos para los expertos en la materia, por ejemplo el
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algoritmo de Meyers y Miller, Comput. Appl. Biosci, 4: 11-17, 1988, que ha sido incorporada en el programa ALIGN
(version 2.0). Ademas, el porcentaje de identidad entre las secuencias de aminoacidos o las secuencias de
nucleétidos puede determinarse utilizando el programa GAP en el paquete de software GCG utilizando sus
parametros por defecto.

Anticuerpos con modificaciones conservativas.

Tal como se utiliza en el presente documento, las expresiones "modificaciones de secuencias conservativas" y
"modificaciones conservativas" se utilizan indistintamente y pretenden referirse a modificaciones de aminoacidos que
no modifiquen o reduzcan significativamente las caracteristicas de unién del anticuerpo que contiene la secuencia de
aminoéacidos pero que pueden mejorar tales propiedades. Tales modificaciones conservativas incluyen sustituciones,
adiciones y supresiones de aminoacidos, y preferentemente son sustituciones conservativas de aminoacidos. Las
modificaciones pueden introducirse en un anticuerpo de la invencién mediante técnicas convencionales conocidas
en la técnica, tales como mutagénesis dirigida y mutagénesis mediada por PCR. Las sustituciones de aminoacidos
conservativas son aquellas en las que el resto de aminoacido se reemplaza con un resto de aminoacido que tiene
una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas
laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no
cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas
laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina metionina), cadenas
laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, uno o varios restos de aminoacidos dentro de las regiones
CDR de un anticuerpo de la invencién pueden sustituirse con otros restos de aminoacidos de la misma familia de
cadenas laterales y el anticuerpo modificado puede someterse a ensayo para determinar la funciéon conservada
utilizando los ensayos funcionales descritos en el presente documento.

Anticuerpos que compiten con 4B5, 8B11 o 15F4.

En otra forma de realizacién, la presente invencién proporciona anticuerpos anti-hlL-13Ral que compiten por la
unién a hiL-13Ral con los anticuerpos 4B5, 8B11 o 15F4 descritos en el presente documento. Tales anticuerpos
competitivos pueden identificarse en base a su capacidad para presentar competencia cruzada (por ejemplo, para
inhibir competitivamente la union de, de forma estadisticamente significativa) con los anticuerpos 4B5y 8B11 o 15F4
en ensayos de union a IL-13Ral convencionales. La capacidad de un anticuerpo de ensayo para inhibir la unién de
4B5, 8B11 o 15F4 a IL-13Ral humano demuestra que el anticuerpo de ensayo puede competir con ese anticuerpo
para la unién a IL-13Ral humano; un anticuerpo de este tipo puede unirse, de acuerdo con una teoria no limitativa,
al mismo epitopo o a un epitopo relacionado (por ejemplo, estructuralmente similar o espacialmente préximo) en el
IL-13Ral humano que el anticuerpo con el que compite. A continuacién, pueden evaluarse los anticuerpos que
compiten por la unién con por lo menos uno de 4B5, 8B11 o 15F4 para determinar (a) la unién a hiL-13Ral a través
del dominio 3 de la regién extracelular del receptor, y (b) que tengan por lo menos una de las propiedades
funcionales i) a iv) indicadas anteriormente.

Los anticuerpos competitivos especificos son aquellos en los que una mutacion por sustitucién en un péptido que
comprende el dominio 3 de hIL-13Ral de los restos Val-Phe-Tyr-Val-GIn (SEC ID NO: 44), que corresponden a las
posiciones 248-252 de la SEC ID NO: 1, con los restos de lle-Leu-Glu-Val-Glu (SEC ID NO: 45) conduce a una
pérdida de la union entre dicho anticuerpo y el péptido hiL-13Ral mutante resultante en comparacién con la unién
entre dicho anticuerpo y el péptido hiL-13Ral sin dichas sustituciones.

Otros anticuerpos competitivos son aquellos en los que una mutacién por sustitucion en un péptido que incluye el
dominio 3 de hIL-13Ral de cualquiera de: el resto de fenilalanina que corresponde a la posicion 249 de la
SEC ID NO: 1 con un resto de alanina; el resto de tirosina que corresponde a la posicion 250 de la SEC ID NO: 1
con un resto de alanina; o el resto de glutamina que corresponde a la posicion 252 de la SEC ID NO: 1 con un resto
de alanina; conduce a una pérdida de la unién entre dicho anticuerpo y el péptido hiL-13Ral mutante resultante en
comparacioén con la unién entre dicho anticuerpo y el péptido hiL-13Ral sin dichas sustituciones.

Los anticuerpos competitivos pueden prepararse mediante cualquier procedimiento de la técnica, seguido de cribado
en un ensayo de competicion apropiado. La actividad funcional relevante puede determinarse utilizando los ensayos
descritos en el presente documento o mediante otros procedimientos facilmente determinados por los expertos en la
materia.

En una forma de realizacion especifica, los anticuerpos competitivos son anticuerpos humanos. En otra forma de
realizacion los anticuerpos competitivos son anticuerpos humanizados, primatizados o son quiméricos.

En otra forma de realizacion, los anticuerpos competitivos son anticuerpos de longitud completa.

Los anticuerpos competitivos especificos se unen a IL-13Ral humano con una Kp de 5 x 10° M o inferior, mas
preferentemente 2 x 10 M o inferior, e incluso mas preferentemente de 1 x 10° M o inferior.

Anticuerpos modificados y obtenidos por ingenieria genética.
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Un anticuerpo de la invencion puede prepararse utilizando un anticuerpo que tenga una o varias de las secuencias
de Vy y/o V. desveladas en el presente documento como material de partida para obtener por ingenieria genética un
anticuerpo modificado, anticuerpo modificado que puede haber modificado las propiedades del anticuerpo de
partida. Un anticuerpo puede obtenerse por ingenieria genética modificando uno o varios restos dentro de una o
ambas regiones variables (es decir, Vy y/o V\), por ejemplo dentro de una o varias regiones CDR y/o dentro de una o
varias regiones marco conservadas. Ademas o de manera alternativa, puede obtenerse un anticuerpo por ingenieria
genética modificando los restos dentro de la region o las regiones constantes, por ejemplo para modificar la funcién
o las funciones efectoras del anticuerpo.

Un tipo de modificacion de la regién variable es mutar los restos de aminoacidos dentro de las regiones CDR1,
CDR2 y/o CDR3 de Vy y/o Vi para mejorar de ese modo una o varias propiedades (por ejemplo, la afinidad de
unioén) del anticuerpo de interés. Pueden realizarse mutagénesis dirigidas o mutagénesis aleatorias para introducir la
mutacién o las mutaciones y el efecto sobre la unién al anticuerpo, o puede evaluarse otra propiedad funcional de
interés, en ensayos in vivo 0 in vitro como se describe en el presente documento y se proporciona en los Ejemplos.
Las mutaciones pueden ser sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos, pero son preferentemente
sustituciones. Ademas, por lo general no se modifican mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco restos dentro de una
regiéon CDR, preferentemente sélo se modifican uno o dos restos dentro de las regiones CDR1, CDR2 y/o CDR3 de
VH y/o VL.

Los anticuerpos de la divulgacién incluyen aquellos en los que se han hecho modificaciones a los restos del marco
dentro de V4 y/o Vi, por ejemplo, para mejorar las propiedades del anticuerpo. Por lo general tales modificaciones
del marco estan hechas para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo, un procedimiento consiste
en "retromutar" uno o varios restos del marco a la secuencia de la linea germinal correspondiente. Mas
concretamente, un anticuerpo que ha sido sometido a mutacion somatica puede contener restos de marco que
difieren de la secuencia de la linea germinal de la que se deriva el anticuerpo. Tales restos pueden identificarse
comparando las secuencias marco del anticuerpo con las secuencias de la linea germinal de las cuales se deriva el
anticuerpo. Tales anticuerpos "retromutados” también pretenden ser abarcados por la divulgacion.

Otro tipo de modificacion del marco implica mutar uno o varios restos dentro de la regiébn marco conservada, o
incluso dentro de una o varias regiones CDR, para eliminar los epitopos de los linfocitos T para reducir de ese modo
la inmunogenicidad potencial del anticuerpo. Este procedimiento también se denomina "desinmunizacion" y se
describe con mayor detalle en la solicitud de patente de EE.UU. N°20030153043 de Carry col.

Ademas de o como alternativa a las modificaciones realizadas dentro de las regiones CDR o0 regiones marco
conservadas, los anticuerpos de la invencién pueden obtenerse por ingenieria genética para que incluyan
modificaciones dentro de la regiéon Fc, por lo general para modificar una o varias propiedades funcionales del
anticuerpo, tales como la semivida en suero, la fijacion del complemento, la unién del receptor Fc, y/o la citotoxicidad
celular dependiente de antigeno. Ademas, un anticuerpo de la invencidon puede modificarse quimicamente (por
ejemplo, pueden fijarse al anticuerpo uno o varios restos quimicos) o modificarse para modificar su glicosilacion,
nuevamente para modificar una o varias propiedades funcionales del anticuerpo. Cada una de estas formas de
realizacién se describe con mayor detalle mas adelante. La numeracién de los restos en la region Fc es la del indice
UE de Kabat y col., 1991, supra.

En una forma de realizacion, la regién bisagra de Cni se modifica de manera que se modifique el nimero de restos
de cisteina en la region bisagra, por ejemplo, se aumente o se disminuya para, por ejemplo, facilitar el ensamblaje
de las cadenas ligera y pesada o para que aumente a o disminuya la estabilidad del anticuerpo. Este procedimiento
se describe adicionalmente en la patente de EE.UU. N° 5.677.425 de Bodmer y col.

En otra forma de realizacion, la region bisagra Fc de un anticuerpo se muta para disminuir la semivida biolégica del
anticuerpo. Este procedimiento se describe con mayor detalle en la patente de EE.UU. N° 6.165.745 de Ward y col.

En otra forma de realizacion, el anticuerpo se modifica para aumentar su semivida biolégica. Son posibles diversos
procedimientos. Por ejemplo, pueden introducirse una o varias de las siguientes mutaciones: Thr252Leu, Thr254Ser,
Thr256Phe, como se describe en la patente de EE.UU. N°6.277.375 de Ward. De manera alternativa, para
aumentar la semivida bioldgica, puede modificarse el anticuerpo dentro de la regiéon Cyi 0 CL para que contenga un
epitopo de unién al receptor de salvamento tomado a partir de dos bucles de un dominio Cyz de una region Fc de
una IgG, como se describe en las patente EE.UU. N° 5.869.046 y 6.121.022 de Presta y col.

En otras formas de realizacion mas, la region Fc se modifica reemplazando por lo menos un resto de aminoacido
con un resto de aminoécido diferente para modificar la funcién o las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo,
véanse las patentes de EE.UU. N° 5.624.821 y 5.648.260, ambas de Winter y col.

En otro ejemplo, pueden reemplazarse uno o varios aminoacidos seleccionados de entre los restos de aminoacidos
329, 331 y 322 con un resto de aminoécido diferente de manera que el anticuerpo quede modificado en la unién de
Ciq y/0 se reduzca o suprima la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Este procedimiento se describe
con mayor detalle en la patente de EE.UU. N° 6.194.551 de Idusogie y col.

En otro ejemplo, se modifican uno o varios restos de aminoacidos dentro de las posiciones de aminoacidos 231 y
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239 para modificar de ese modo la capacidad del anticuerpo para fijar el complemento. Este procedimiento se
describe adicionalmente en el documento WO 94/29351 de Bodmer y col.

En otro ejemplo mas, la regién Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o para aumentar la afinidad del anticuerpo para un
receptor Fcy modificando uno o varios aminoacidos; véase, por ejemplo el documento WO 00/42072 de Presta.
Ademas, se han mapeado los sitios de unién en la IgG1 humana para FcyR1, FcyRIl, FcyRIIl y FcRn y se han
descrito variantes con uniéon mejorada (véase Shields y col., J. Biol. Chem. 276:6591-6604, 2001).

Las formas de realizacién especificas de la presente invencién proporcionan una molécula de anticuerpo tal como se
define de acuerdo con la presente invencion que incluye, como parte de su estructura de inmunoglobulina, la
SEC ID NO: 42. La figura 6 ilustra una comparacion de la secuencia de 1IgG2m4 (como se describe en la patente de
EE.UU. con N°de Publicacion US20070148167 (Al)), que incluye la secuencia de aminoacidos establecida en la
SEC ID NO: 42, con la secuencia de aminoacidos de 1gG1, 1gG2, e IgGA4.

En otra forma de realizacion mas, se modifica la glicosilacién de un anticuerpo. Por ejemplo, puede generarse un
anticuerpo aglicosilado (es decir, el anticuerpo carece de glicosilacion). Puede modificarse la glicosilacién, por
ejemplo para aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tales modificaciones de carbohidratos pueden
lograrse, por ejemplo, modificando uno o varios sitios de glicosilacion dentro de la secuencia del anticuerpo. Por
ejemplo, pueden hacerse una o varias sustituciones de aminoacidos que den como resultado la eliminacién de uno o
varios sitios de glicosilacion del marco de la region variable para eliminar de ese modo la glicosilaciéon en ese sitio.
Este procedimiento se describe con mayor detalle en las patentes de EE.UU. N° 5.714.350 y 6.350.861 de Co y col.

Ademas o de manera alternativa, puede generarse un anticuerpo que tenga un tipo de glicosilacion modificada, tal
como un anticuerpo no fucosilado o un hipofucosilado que tenga cantidades reducidas de restos fucosilo, o un
anticuerpo que tenga un aumento de estructuras bisectadas de GlcNac. Se ha demostrado que tales patrones de
glicosilacion modificados aumentan la capacidad ADCC de los anticuerpos. Tales modificaciones de carbohidratos
pueden lograrse, por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula hospedadora con maquinaria de glicosilacion
modificada. Se han descrito en la técnica células con maquinaria de glicosilacion modificada y pueden utilizarse
como células hospedadoras para expresar anticuerpos recombinantes de la invencién para producir de ese modo un
anticuerpo con glicosilacion modificada.

Otra modificacion de los anticuerpos del presente documento contemplada por la invencién es la pegilacion. Un
anticuerpo puede pegilarse, por ejemplo, para aumentar la semivida biolégica (por ejemplo, en suero) del anticuerpo,
o de una porcién de unién al antigeno del mismo. Para pegilar un anticuerpo, por lo general se hace reaccionar el
anticuerpo con polietilenglicol (PEG), tal como un éster reactivo o un derivado de aldehido de PEG, en condiciones
en las que uno o varios grupos PEG quedan fijados al anticuerpo o al fragmento de anticuerpo. Los procedimientos
de pegilacion de proteinas son conocidos en la técnica y pueden aplicarse a los anticuerpos de la invencion.
Véanse, por ejemplo, el documento EP 0 154 316 de Nishimura y col. y el documento EP 0 401 384 de Ishikawa y
col.

Procedimientos de modificacion de anticuerpos.

Como se ha analizado anteriormente, pueden utilizarse los anticuerpos anti-IL-13Ral que tienen las secuencias de
Vu y VL desveladas en el presente documento para crear nuevos anticuerpos anti-IL-13Ral modificando las
secuencias de Vy y/o V|, o la region o las regiones constantes fijadas a las mismas. Por lo tanto, en otro aspecto de
la invencién, se utilizan las caracteristicas estructurales de un anticuerpo anti-hiL-13Ral de la invencién, por
ejemplo, 4B5, 8B11 o 15F4, para crear anticuerpos anti-hIL-13Ral estructuralmente relacionados que conservan las
propiedades funcionales de los anticuerpos de la invencion, tales como la unién a IL-13Ral humano a través del
dominio 3 de la regién extracelular del receptor, y también la inhibicién de una o varias propiedades funcionales de
hIL-13Ral. Por ejemplo, una o varias regiones CDR de 4B5, 8B11 o 15F4, o mutaciones de las mismas, pueden
combinarse recombinantemente con regiones marco conservadas conocidas y/u otras CDR para crear anticuerpos
anti-IL-13Ral adicionales, obtenidos por ingenieria genética recombinante, de la invencion, como se ha analizado
anteriormente. Otros tipos de modificaciones incluyen las descritas en la seccién anterior. EI material de partida para
el procedimiento de ingenieria genética es una o varias de las secuencias de Vy y/o V_ proporcionadas en el
presente documento, 0 una o varias regiones CDR de las mismas. Para crear el anticuerpo obtenido por ingenieria
genética, no es necesario preparar realmente (es decir, expresar como proteina) un anticuerpo que tenga una o
varias de las secuencias de Vy y/o V. proporcionadas en el presente documento, 0 una o varias regiones CDR de
las mismas. Mas bien, se utiliza como material de partida la informacién contenida en la secuencia o en las
secuencias para crear una secuencia o unas secuencias de "segunda generacion" derivadas de la secuencia o de
las secuencias originales, y a continuacion la secuencia o las secuencias de "segunda generacién" se preparan y se
expresan como una proteina. Pueden utilizarse técnicas convencionales de biologia molecular para preparar y
expresar la secuencia de anticuerpo modificado.

Las propiedades funcionales de los anticuerpos modificados pueden evaluarse utilizando ensayos convencionales
disponibles en la técnica y/o descritos en el presente documento, tales como los expuestos en los Ejemplos. Se
seleccionan los anticuerpos anti-IL-13Ral que conservan las caracteristicas deseadas como se expone en el
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presente documento.

En determinadas formas de realizacion de los procedimientos de los anticuerpos obtenidos por ingenieria genética
de la invencion, pueden introducirse mutaciones al azar o de manera selectiva a lo largo de toda o parte de una
secuencia del anticuerpo anti-IL-13Ral y los anticuerpos anti-IL-13Ral resultantes modificados pueden cribarse
para determinar la actividad de unién y/u otras propiedades funcionales como se ha descrito en el presente
documento. Se han descrito en la técnica procedimientos mutacionales. Por ejemplo, en el documento
WO 02/092780 de Short se describen procedimientos para crear y cribar mutaciones de anticuerpos utilizando
mutagénesis de saturacidn, ensamblaje sintético por ligacion, o una combinacién de los mismos. De manera
alternativa, en el documento WO 03/074679 de Lazar y col.,, se describen procedimientos para utilizar
procedimientos computacionales de cribado para optimizar las propiedades fisicoquimicas de los anticuerpos.

Generacion de anticuerpos monoclonales de la invencion.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién pueden producirse mediante una variedad de técnicas, que
incluyen la metodologia convencional para anticuerpos monoclonales, por ejemplo, la técnica de hibridacién de
células somaticas convencional de Kohler y Milstein, Nature 256:495, 1975. Aunque por lo general resultan
preferentes los procedimientos de hibridacion de células somaticas, en principio, pueden emplearse otras técnicas
para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo, la transformacion viral u oncogénica de linfocitos B.

El sistema animal preferente por lo general para preparar hibridomas es el sistema murino. La produccion de
hibridomas en el raton es un procedimiento bien establecido. Las técnicas y los protocolos de inmunizacion para el
aislamiento de esplenocitos inmunizados para la fusion son conocidos en la técnica. Las parejas de fusién (por
ejemplo, células de mieloma murino) y los procedimientos de fusion también son conocidos.

Los anticuerpos quiméricos, humanizados o primatizados de la presente invencidon pueden prepararse en base a la
secuencia de un anticuerpo monoclonal murino preparado utilizando la biologia molecular convencional y
generalmente de acuerdo con la descripcion del presente documento. EI ADN que codifica las inmunoglobulinas de
cadena pesada y ligera puede obtenerse a partir del hibridoma murino de interés y obtenerse por ingenieria genética
para que contenga secuencias de inmunoglobulina no murinas (por ejemplo, humanas) utilizando técnicas
convencionales de biologia molecular. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las regiones variables
murinas puede unirse a regiones constantes humanas utilizando procedimientos conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. N°4.816.567 de Cabilly y col.) Para crear un anticuerpo humanizado, pueden
insertarse regiones CDR murinas en un marco humano utilizando procedimientos conocidos en la técnica (véanse,
por ejemplo, la patente de EE.UU. N°5.225.539 de Winter, y las patentes de EE.UU. N°5.530.101; 5.585.089;
5.693.762 y 6.180.370 de Queen y col.). De forma similar, para crear un anticuerpo primatizado, pueden insertarse
regiones CDR murinas en un marco de primate utilizando procedimientos conocidos en la técnica (véanse, por
ejemplo, los documentos WO 93/02108 y WO 99/55369).

De manera alternativa, puede crearse un anticuerpo humanizado mediante un procedimiento de "recubrimiento”. Un
analisis estadistico de las regiones variables de la cadena pesada y ligera de las inmunoglobulinas humana y murina
Unicas puso de manifiesto que los patrones precisos de los restos expuestos son diferentes en los anticuerpos
humanos y murinos, y la mayoria de las posiciones de superficie individuales tienen una fuerte preferencia por un
pequefio nimero de restos diferentes (véase Padlan y col., Mol. Immunol. 28:489-498, 1991 y Pedersen y col., J.
Mol. Biol. 235:959-973, 1994). Por lo tanto, es posible reducir la inmunogenicidad de un Fv no humano
reemplazando los restos expuestos en sus regiones marco conservadas que difieren de aquellos que se encuentran
habitualmente en los anticuerpos humanos. Dado que la antigenicidad de las proteinas puede correlacionarse con la
accesibilidad a la superficie, la sustitucion de los restos de la superficie puede ser suficiente para hacer que la regién
variable del ratén sea "invisible" para el sistema inmunolégico humano (véanse también Mark y col., Handbook of
Experimental Pharmacology vol. 113: The pharmacology of monoclonal Antibodies, Springer-Verlag, pags. 105-134,
1994, y la patente de EE.UU. N°6.797.492). Este procedimiento de humanizacion se denomina "recubrimiento”,
porque solo se modifica la superficie del anticuerpo; los restos de soporte permanecen intactos.

Ademas, en el documento WO 2004/006955 se describen procedimientos para humanizar anticuerpos, en base a la
seleccién de secuencias marco de la region variable de genes de anticuerpos humanos comparando los tipos de
estructura canonica de CDR para las secuencias de CDR de la regién variable de un anticuerpo no humano con los
tipos de estructura candnica de CDR para las CDR correspondientes de una biblioteca de secuencias de anticuerpos
humanos, por ejemplo, segmentos de genes de anticuerpos de la linea germinal. Las regiones variables de los
anticuerpos humanos que tienen tipos de estructura canénica de CDR similares a las CDR no humanas forman un
subconjunto de miembros de secuencias de anticuerpos humanos a partir del que pueden seleccionarse las
secuencias de estructura humana. Los miembros del subconjunto pueden clasificarse adicionalmente por la similitud
de los aminoacidos entre las secuencias de CDR humanas y no humanas. En el procedimiento del documento
WO 2004/006955, se seleccionan las secuencias humanas en los primeros puestos para proporcionar las
secuencias marco para construir un anticuerpo quimérico que reemplace funcionalmente las secuencias de CDR
humanas con sus equivalentes CDR no humanas utilizando los marcos humanos de los miembros del subconjunto
seleccionado, proporcionando de ese modo un anticuerpo humanizado de alta afinidad y baja inmunogenicidad sin
necesidad de comparar las secuencias marco entre los anticuerpos no humanos y humanos. También se desvelan
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los anticuerpos quiméricos generados de acuerdo con el procedimiento.

En una forma de realizacion especifica, los anticuerpos de la presente invencion son anticuerpos monoclonales
humanos. Tales anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra IL-13Ral pueden generarse utilizando ratones
transgénicos o transcromosémicos que portan partes del sistema inmunolégico humano en lugar del sistema del
raton. Estos ratones transgénicos y transcromosoémicos incluyen los ratones denominados en el presente documento
ratones HUMAb® y ratones KM, respectivamente, y se denominan colectivamente en el presente documento
"ratones de Ig humana".

El raton HUMAb® (Medarex, Inc.) contiene minilocus de genes de inmunoglobulinas humanas que codifican las
secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada (U1 y y) y ligera kK humanas sin reordenar, junto con las mutaciones
diana que inactivan los locus de la cadena u y k (véase, por ejemplo, Lonberg, y col., Nature 368(6474):856-859,
1994). Por consiguiente, los ratones que presentan una expresion reducida de k o IgM de ratén, y en respuesta a la
inmunizacion, los transgenes de la cadena pesada y ligera humanas introducidos experimentan conmutacion de
clase y mutacion somatica para generar anticuerpos monoclonales IgGk humanos de alta afinidad (Lonberg y col.,
1994, supra; revisado en Lonberg, Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101, 1994; Lonberg y Huszar,
Intern. Rev. Immunol. 13:65-93, 1995, y Harding y Lonberg, Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546, 1995). La
preparacion y el uso de Ratones HUMAb®, y las modificaciones genémicas llevadas a cabo por tales ratones, se
describen adicionalmente en Taylor y col., Nucleic Acids Research 20:6287-6295, 1992; Chen y col., International
Immunology 5:647-656, 1993; Tuaillon y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724, 1993; Choi y col., Nature
Genetics 4:117-123, 1993; Chen y col., EMBO J. 12:821-830, 1993; Tuaillon y col., J. Immunol. 152:2912-2920,
1994; Taylor y col., International Immunology 6:579-591, 1994; y Fishwild y col., Nature Biotechnology 14:845-851,
1996. Véanse adicionalmente, las patentes de EE.UU N° 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650;
5.877.397; 5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; y 5.770.429; todas de Lonberg y Kay; la patente de EE.UU N° 5.545807
de Surani y col.; los documentos WO 92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 y
WO 99/45962, todos de Lonberg y Kay; y el documento WO 01/14424 de Korman y col.

En otra forma de realizacién, los anticuerpos humanos de la invencion pueden generarse utilizando un ratéon que
porta secuencias de inmunoglobulina humana en los transgenes y transcromosomas, tales como un ratén que porta
un transgen de la cadena pesada humana y un transcromosoma de la cadena ligera humana. Tales ratones,
denominados en el presente documento “ratones KM", se describen en detalle en el documento WO 02/43478 de
Ishida y col.

Alun mas, estan disponibles en la técnica sistemas animales transgénicos alternativos que expresan genes de
inmunoglobulina humana y que pueden utilizarse para generar los anticuerpos anti-IL-13Ral de la invencion. Por
ejemplo, puede utilizarse un sistema transgénico alternativo denominado XenoMouser® (Abgenix, Inc.); tales
ratones se describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N° 5.939.598; 6.075.181; 6.114.598; 6.150.584 y
6.162.963 de Kucherlapati y col.

Ademas, estan disponibles en la técnica sistemas animales transcromosémicos alternativos que expresan genes de
inmunoglobulina humana y que pueden utilizarse para generar los anticuerpos anti-IL-13Ral de la invencion. Por
ejemplo, pueden utilizarse ratones que portan un transcromosoma de la cadena pesada humana y un
transcromosoma de la cadena ligera humana, denominados "ratones TC"; tales ratones se describen en Tomizuka y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727, 2000. Ademas, se han descrito en la técnica vacas que portan
transcromosomas de la cadena pesada y ligera humanas (Kuroiwa y col., Nature Biotechnology 20:889-894, 2002) y
pueden utilizarse para generar los anticuerpos anti-IL-13Ral de la invencion.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién también pueden prepararse utilizando procedimientos de
presentacién en fagos para el cribado de genotecas de inmunoglobulinas humanas. Tales procedimientos de
presentacion en fagos para aislar anticuerpos humanos estan establecidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. N° 5.223.409; 5.403.484; y 5.571.698 de Ladner y col; las patentes de EE.UU. N° 5.427.908 y
5.580.717 de Dower y col; las patentes de EE.UU. N° 5.969.108 y 6.172.197 de McCafferty y col.; y las patentes de
EE.UU. N°5.885.793 ; 6.521.404; 6.544.731; 6.555.313; 6.582.915 y 6.593.081 de Griffiths y col.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién también pueden prepararse utilizando ratones SCID en los
que se han reconstituido células inmunitarias humanas de manera que pueda generarse una respuesta de
anticuerpos humanos tras la inmunizacién. Tales ratones se describen, por ejemplo, en las patentes de
EE.UU. N°5.476.996 y 5.698.767 de Wilson y col.

Caracterizacion de la union del anticuerpo al antigeno.

Los anticuerpos de la invenciéon pueden someterse a ensayo para determinar la unién a IL-13Ral, y para determinar
la union a través del dominio 3 de la region extracelular del receptor, mediante, por ejemplo ELISA convencional. De
manera similar, también puede utilizarse un ensayo de ELISA para cribar los hibridomas que muestran reactividad
positiva con IL-13Ral.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-hIL-13Ral seleccionados compiten con los anticuerpos 4B5,
8B11 o 15F4, puede biotinilarse cada anticuerpo utilizando procedimientos convencionales. Pueden realizarse
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estudios de competicién utilizando anticuerpos monoclonales no marcados y anticuerpos monoclonales biotinilados
utilizando placas ELISA recubiertas con IL-13Ral como se describe en los Ejemplos. Puede detectarse la union del
AcMo biotinilado con una sonda de estreptavidina-fosfatasa alcalina. También pueden utilizarse experimentos
basados en BIACORE™ para determinar la competicion entre anticuerpos por la unién a hiL-13Ral.

De forma similar, pueden utilizarse ensayos basados en ELISA para determinar si una mutacion por sustitucion en
un péptido que incluye el dominio 3 de hiIL-13Ral de los restos de Val-Phe-Tyr-Val-Gln (SEC ID NO: 44) que
corresponden a las posiciones 248-252 de la SEC ID NO: 1 con los restos de lle-Leu-Glu-Val-Glu (SEC ID NO: 45)
conduce a una pérdida de la unién entre un anticuerpo anti-IL-13Ral y el péptido hiL-13Ral mutante resultante en
comparacion con la union entre dicho anticuerpo y el péptido hiL-13Ra1l sin dichas sustituciones. Puede utilizarse el
mismo procedimiento para determinar si la sustitucion de otros segmentos de la SEC ID NO: 1 modifican la union del
anticuerpo al anti-IL-13 Ral.

También pueden utilizarse ensayos basados en ELISA para determinar si una mutacién por sustitucién en un
péptido que incluye el dominio 3 de hiL-13Ral de cualquiera de: el resto de fenilalanina que corresponde a la
posicion 249 de la SEC ID NO: 1 con un resto de alanina ; el resto de tirosina que corresponde a la posicion 250 de
la SECID NO: 1 con un resto de alanina; o el resto de glutamina que corresponde a la posicién 252 de la
SEC ID NO: 1 con un resto de alanina; conduce a una pérdida de la unién entre dicho anticuerpo y el péptido
hIL-13Ral mutante resultante en comparacién con la unién entre dicho anticuerpo y el péptido hiL-13Ral sin dichas
sustituciones.

Los expertos en la materia determinaran facilmente los péptidos hIL-13Ral adecuados para su uso en tales
ensayos, e incluyen fragmentos de hiL-13Ral de longitud completa, por ejemplo la region extracelular del receptor o
el dominio 3 de la region extracelular del receptor que puede fusionarse a otros péptidos, por ejemplo para su
presentacion en fagos.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos purificados, pueden realizarse ensayos de ELISA de isotipo utilizando
reactivos especificos para los anticuerpos de un isotipo en concreto.

Inmunoconjugados.

En otro aspecto, la presente divulgacién presenta un anticuerpo anti-IL-13Ral, o un fragmento del mismo, conjugado
con un resto terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un inmunosupresor) o una radiotoxina.
Tales conjugados se denominan en el presente documento "inmunoconjugados”. Los inmunoconjugados y los
procedimientos de formacion de los mismos son bien conocidos en la técnica.

Para un andlisis adicional de los tipos de citotoxinas, engarces y procedimientos para conjugar agentes terapéuticos
con anticuerpos, véanse también Saito y col., Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215, 2003; Trail y col., Cancer Immunol.
Immunother. 52:328-337, 2003; Payne, Cancer Cell 3:207-212, 2003; Allen, Nat. Rev. Cancer 2:750-763, 2002;
Pastan y Kreitman, Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091, 2002; Senter y Springer, Adv. Drug Deliv. Rev.
53:247-264, 2001.

Moléculas biespecificas.

En otro aspecto, la presente divulgacion presenta moléculas biespecificas que contienen un anticuerpo
anti-IL-13Ral de la invencion. Un anticuerpo de la invencion puede derivatizarse o ligarse a otra molécula funcional,
por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, otro anticuerpo o ligando para un receptor) para generar una
molécula biespecifica que se une a por lo menos dos moléculas diana o sitios de union diferentes. El anticuerpo de
la invencion puede de hecho derivatizarse o unirse a mas de otra molécula funcional para generar moléculas
multiespecificas que se unen a mas de dos moléculas diana y/o sitios de union diferentes; tales moléculas
multiespecificas también pretenden ser abarcadas por la expresién "molécula biespecifica" tal como se utiliza en el
presente documento.

Moléculas de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a moléculas de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos de la
invencion. Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado de células, o en forma
parcialmente purificada o practicamente pura. Un acido nucleico se "aisla" o se "hace practicamente puro" cuando se
purifica de otros componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo, otras proteinas o acidos nucleicos
celulares, mediante técnicas convencionales, que incluyen el tratamiento alcalino/SDS, bandeo con CsCl,
cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otros bien conocidos en la técnica. Véase, Ausubel y
col., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, Nueva York, 1987. Un acido
nucleico de la invencién puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede contener 0 no secuencias intrénicas. En una
forma de realizacion especifica, el acido nucleico es una molécula de ADNc.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden obtenerse mediante técnicas convencionales de biologia molecular.
Para los anticuerpos expresados por hibridomas (por ejemplo, hibridomas preparados a partir de ratones
transgénicos que portan genes de inmunoglobulina humana como se describe adicionalmente en el presente

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2388567 T3

documento), los ADNc que codifican las cadenas ligera y pesada del anticuerpo generado por el hibridoma pueden
obtenerse mediante técnicas convencionales de clonacion de ADNc o amplificacion mediante PCR. Para los
anticuerpos obtenidos a partir de una genoteca de inmunoglobulinas (por ejemplo, utilizando técnicas de
presentacion en fagos), pueden recuperarse los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo a partir de la biblioteca.

Las moléculas de acidos nucleicos especificas de la invencion son aquellas que codifican las secuencias de V4 y/o
V. de los anticuerpos monoclonales 4B5, 8B11 o 15F4. Las secuencias de ADN que codifican las secuencias de Vy
de 4B5, 8B11 o 15F4 se muestran en las SEC ID NO: 21, 25 y 29, respectivamente. En la SEC ID NO: 33 se
muestra una secuencia de ADN que codifica la secuencia de V. de 15F4.

Otras moléculas de acidos nucleicos de la divulgacion son aquellas que codifican las CDR de las secuencias de Vy y
V. de los anticuerpos monoclonales 4B5, 8B11 o 15F4.

También se incluyen en la presente divulgacion los acidos nucleicos con secuencias de nucledtidos que son
idénticas en por lo menos aproximadamente el 90% y mas preferentemente idénticas en por lo menos
aproximadamente el 95% a las secuencias de nucleétidos descritas el presente documento, y cuyas secuencias de
nucleétidos codifican los anticuerpos de la presente invencion. Los procedimientos de comparacion de secuencias
para determinar la identidad son conocidos para los expertos en la materia e incluyen aquellos analizados en el
presente documento.

La referencia a "idénticas en por lo menos aproximadamente el 90%" incluye idénticas por lo menos en
aproximadamente el 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100%.

Una vez que se obtienen los fragmentos de ADN que codifican los segmentos Vy y Vi, estos fragmentos de ADN
pueden manipularse adicionalmente mediante técnicas convencionales de ADN recombinante, por ejemplo para
convertir los genes de la region variable en genes de la cadena del anticuerpo de longitud completa, en genes de
fragmentos Fab o en un gen de scFv. La regién constante de la cadena pesada puede ser una region constante de
IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD, y en las formas de realizacion especificas es una regiéon constante de
IgG1 0 IgG4 o un derivado de la misma. Para un gen de la cadena pesada de fragmento Fab, el ADN que codifica Vu
puede unirse operativamente a otra molécula de ADN que codifica sélo la region constante Cy; de la cadena pesada.

La divulgacion proporciona adicionalmente acidos nucleicos que se hibridan al complemento o a los complementos
de los acidos nucleicos desvelados (por ejemplo, acidos nucleicos con una secuencia de nucledtidos como se
representa en las Figuras 2, 3, 4 6 5) en condiciones de hibridacion concretas, y que codifican moléculas de
anticuerpos que se unen a hlL-13Ral a través del dominio 3 de la region extracelular de la cadena del receptor y
que inhiben la sefializacion de IL-13 (es decir, los anticuerpos de la presente invencion). Los procedimientos para la
hibridacién de acidos nucleicos son bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Ausubel, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1-6.3.6, 1989. Como se define en el presente documento, unas
condiciones de hibridacién moderadamente rigurosas utilizan una solucion de prelavado que contiene 5X cloruro
sédico/citrato sodico (SSC), SDS al 0,5% p/v, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), tampdn de hibridacién de aproximadamente
formamida al 50% v/v, 6X SSC, y una temperatura de hibridacion de 55C (u otras soluciones de hibridaci 6n
similares, tales como una que contiene aproximadamente formamida al 50% v/v, con una temperatura de hibridacion
de 42<T), y condiciones de lavado de 60C, en 0.5X SSC, SDS al 0,1% p/v. Una condicion de hibridacion rigurosa
es, por ejemplo, 6X SSC a 45T, seguido de uno o varios lavados en 0,1 x SSC, SDS al 0,2% a 68T. Ademas, un
experto en la materia puede manipular las condiciones de lavado y/o de hibridacién para aumentar o disminuir el
rigor de la hibridacién de manera que los acidos nucleicos que comprenden las secuencias de nucleétidos que son
idénticas entre si en por lo menos el 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 6 99% permanezcan por lo general hibridadas
entre si. Los parametros basicos que influyen en la eleccién de las condiciones de hibridacion y la guia para la
elaboracion de condiciones adecuadas se establecen en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., capitulos 9 y 11, 1989 y en Ausubel y col. (eds.),
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., secciones 2.10 y 6.3-6.4, 1995), y pueden ser
determinados facilmente por los expertos en la materia en base a, por ejemplo, la longitud y/o la composicion del
ADN.

Por consiguiente, en otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo anti-hlL-13Ral que incluye un
dominio variable de la cadena ligera con una secuencia de aminoacidos que esta codificada por una secuencia de
nucleétidos que se hibrida en condiciones moderadamente rigurosas al complemento de una secuencia de
nucleétidos de la SEC ID NO: 33, y/o un dominio variable de la cadena pesada con una secuencia de aminoacidos
que esta codificada por una secuencia de nucleétidos que se hibrida en condiciones moderadamente rigurosas al
complemento de una secuencia de nucledétidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID NO: 21, 25y 29.
En una forma de realizacion, dicho dominio variable de la cadena ligera incluye una secuencia de aminoacidos que
esta codificada por una secuencia de nucleétidos que se hibrida en condiciones rigurosas al complemento de una
secuencia de nucleétidos de la SEC ID NO: 33, y/o dicho dominio variable de la cadena pesada con una secuencia
de aminoéacidos que esta codificada por una secuencia de nucle6tidos que se hibrida en condiciones rigurosas al
complemento de una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID NO: 21, 25y 29.

Las formas de realizacion especificas de la presente divulgacion abarcan los acidos nucleicos que codifican las
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moléculas de anticuerpos que poseen las manipulaciones en la regiéon Fc que dan como resultado la union reducida
a los receptores FcyR o Clq en parte del anticuerpo. Una forma de realizacién especifica de la presente divulgacién
es un acido nucleico aislado que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO: 43.

Produccién de los anticuerpos monoclonales de la invencién.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona vectores que incluyen acidos nucleicos que codifican un
anticuerpo de la presente invencion. Los vectores de acuerdo con la presente invencion incluyen, pero no se limitan
a, plasmidos y otras construcciones (por ejemplo, fagos o fagémidos) adecuadas para la expresién del péptido
deseado al nivel apropiado para el fin pretendido.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula o células hospedadoras que albergan los acidos
nucleicos que codifican un anticuerpo de la presente invencién. Por lo general, la célula hospedadora albergara un
vector de expresién como se ha descrito en el presente documento.

Los anticuerpos de la invencion pueden producirse en una célula hospedadora utilizando, por ejemplo, una
combinacion de técnicas de ADN recombinante y de transfeccién de genes como es bien conocido en la técnica (por
ejemplo, Morrison Science 229:1202, 1985).

Por ejemplo, para expresar los anticuerpos, o los fragmentos de anticuerpo de los mismos, puede obtenerse ADN
que codifica las cadenas ligera y pesada parciales o de longitud completa, mediante técnicas convencionales de
biologia molecular (por ejemplo, amplificacion mediante PCR o clonacion de ADNc utilizando un hibridoma que
exprese el anticuerpo de interés) y puede insertarse el ADN en vectores de expresién de manera que los genes
queden unidos operativamente a secuencias de control de la transcripcion y de la traduccion. En este contexto, la
expresion "unido operativamente" pretende significar que un gen de anticuerpo se liga en un vector de manera que
las secuencias de control de la transcripcién y de la traduccién dentro del vector sirvan para su funcion prevista de
regulacion de la transcripcion y de la traduccién del gen de anticuerpo. El vector de expresion y las secuencias de
control de la expresion se eligen para que sean compatibles con la célula de expresién hospedadora utilizada. El gen
de la cadena ligera del anticuerpo y el gen de la cadena pesada del anticuerpo pueden insertarse en vectores
diferentes 0, mas generalmente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion. Los genes de
anticuerpos se insertan en el vector de expresién mediante procedimientos convencionales (por ejemplo, la ligacién
de los sitios de restriccion complementarios en el vector y el fragmento de gen de anticuerpo, o la ligacién de los
extremos romos si no hay presentes sitios de restriccion). Las regiones variables de la cadena ligera y pesada de los
anticuerpos descritos en el presente documento pueden utilizarse para crear genes de anticuerpos de longitud
completa de cualquier isotipo de anticuerpo insertandolos en vectores de expresion que ya codifican las regiones
constante de la cadena pesada y constante de la cadena ligera del isotipo deseado, de manera que el segmento Vy
quede unido operativamente al segmento o segmentos Cy dentro del vector y el segmento V. quede unido
operativamente al segmento C_ dentro del vector. Ademas o de manera alternativa, el vector de expresién
recombinante puede codificar un péptido sefial que facilite la secrecion de la cadena de anticuerpo a partir de una
célula hospedadora. El gen de la cadena de anticuerpo puede clonarse en el vector de manera que el péptido sefial
guede unido en fase al extremo amino terminal del gen de la cadena de anticuerpo. El péptido sefial puede ser un
péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido sefial heterélogo (es decir, un péptido de sefial de una proteina
no-inmunoglobulina).

Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo, los vectores de expresion recombinantes de la invencién portan
secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de la cadena del anticuerpo en una célula
hospedadora. La expresion "secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de
control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién) que controlan la transcripcién o la traduccion de los
genes de la cadena del anticuerpo. Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel, Gene
Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA, 1990. Los expertos en la
materia entenderan que el disefio del vector de expresion, que incluye la seleccion de secuencias reguladoras,
puede depender de factores tales como la eleccién de la célula hospedadora a transformar, el nivel de expresion de
la proteina deseada, etc. Las secuencias reguladoras especificas para la expresion en células hospedadoras de
mamiferos incluyen elementos virales que dirigen altos niveles de expresién de proteinas en las células de
mamiferos, tales como promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV), virus de simio 40 (SV40),
adenovirus (por ejemplo, el promotor tardio principal del adenovirus (AdMLP)), y polioma. De manera alternativa,
pueden utilizarse secuencias reguladoras no virales, tales como el promotor de la ubiquitina o el promotor de la
beta-globina.

Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo y de las secuencias reguladoras, los vectores de expresion
recombinantes de la invencién pueden portar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la
replicacién del vector en las células hospedadoras (por ejemplo, origenes de replicacién) y genes marcadores
seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion de las células hospedadoras en las que se ha
introducido el vector (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N°© 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de
Axel y col.) Por ejemplo, por lo general el gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como
G418, higromicina 0 metotrexato, en una célula hospedadora en la que se ha introducido el vector. Genes
marcadores seleccionables especificos incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para uso en células
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hospedadoras dhfr con seleccion/amplificacién con metotrexato) y el gen neo (para la seleccién de G418).

Para la expresion de las cadenas ligera y pesada, el vector o los vectores de expresion que codifican las cadenas
pesada y ligera se transfectan en una célula hospedadora mediante técnicas convencionales. Las diversas formas
del término "transfeccion" pretenden abarcar una amplia variedad de técnicas comUnmente utilizadas para la
introduccion de ADN ex6geno en una célula hospedadora procariota o eucariota, por ejemplo, electroporacion,
precipitacion con calcio-fosfato, transfeccion con DEAE-dextrano y similares. Aunque es posible expresar los
anticuerpos de la invencion en células hospedadoras procariotas o0 eucariotas, por lo general resulta preferente la
expresion de los anticuerpos en células eucariotas, y en células hospedadoras de mamifero, porque es mas
probable que tales células eucariotas, y en concreto las células de mamiferos, ensamblen y secreten un anticuerpo
inmunolégicamente activo y correctamente plegado, que las células procariotas.

Las células hospedadoras de mamifero especificas para expresar los anticuerpos recombinantes de la invencion
incluyen células de ovario de hamster chino (CHO) (que incluyen células DHFR-CHO, descritas en Natl. Acad. Sci.
USA 77:4216-4220, 1980, utilizadas con un marcador seleccionable DHFR, por ejemplo, como se describe en
Kaufman y Sharp, Mol. Biol. 159:601-621, 1982), células de mieloma NSO, células COS y células SP2. En concreto,
para su uso con células de mieloma NSO, otro sistema de expresion especifico es el sistema de expresion del gen
GS desvelado en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338.841. Cuando los vectores de expresién
recombinantes que codifican los genes de anticuerpos se introducen en las células hospedadoras, los anticuerpos
son producidos por cultivo de las células hospedadoras durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
expresion del anticuerpo en las células hospedadoras o la secrecién del anticuerpo en el medio de cultivo en el que
se cultivan las células hospedadoras. Los anticuerpos pueden recuperarse de las células y/o del medio de cultivo
utilizando procedimientos convencionales de purificaciéon de proteinas.

Por consiguiente, en otro aspecto, la divulgacién proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo de la
invencion por cultivo de células hospedadoras que albergan los acidos nucleicos que codifican un anticuerpo de la
invencioén. Dicho procedimiento puede implicar adicionalmente la purificacion del anticuerpo.

Identificacion de los anticuerpos que se unen a través del dominio 3.

En otro aspecto, la divulgacidon proporciona procedimientos para identificar anticuerpos capaces de unirse a
hIL-13Ral a través del dominio 3 de la regién extracelular del receptor.

En un aspecto, el procedimiento implica someter a ensayo anticuerpos para determinar la unién a péptidos que
incluyen el dominio 1, el domino 2 o el dominio 3 de la regidn extracelular de hiL-13Ral. Pueden seleccionarse
anticuerpos que se unen al péptido que incluye el dominio 3 pero que muestran escasa 0 ninguna unién a los
dominios 1 o 2 de la region extracelular del receptor.

En otro aspecto del procedimiento implica someter a ensayo anticuerpos que se unen a la region extracelular del
receptor para determinar la unién a los dominios 1y 2 del receptor. Pueden seleccionarse los anticuerpos que no se
unen a los dominios 1 y 2 como los que se unen potencialmente al dominio 3.

La union, o su ausencia, a péptidos, que incluye los diversos dominios, puede determinarse facilmente mediante
procedimientos convencionales; véase, por ejemplo, el Ejemplo 3.

Los péptidos que incluyen uno o dos dominios de la regién extracelular de hiL-13Ral y que carecen del otro dominio
o dominios de la region extracelular de hiL-13Ral (es decir, las formas truncadas de la regiéon extracelular de
hiL-13Ral) resultan Utiles en tales procedimientos. Por ejemplo, un péptido que incluye el dominio 3, pero que
carecen de los dominios 1 y 2, puede resultar util en los procedimientos, como puede serlo un péptido que incluye
los dominios 1y 2, pero que carece del dominio 3.

Las formas truncadas de la regién extracelular de hiL-13Ral pueden fusionarse a otras secuencias para mejorar el
rendimiento del procedimiento, por ejemplo para facilitar la purificacion, la inmovilizaciéon, la deteccion o la
presentacion. La presentacion de los péptidos, que incluye los dominios pertinentes en el fago también es un
procedimiento (til para su uso en estos procedimientos; véase, por ejemplo, el Ejemplo 3.

La regién extracelular de hiL-13Ral corresponde a los aminoacidos 1 a 317 de la SEC ID NO: 1. De acuerdo con la
presente invencion, el dominio 1 de la regién extracelular de hiL-13Ral corresponde a los aminoacidos 1 a 100 de la
SEC ID NO: 1; el dominio 2 corresponde a los aminoacidos 101 a 200 de la SECID NO: 1; y el dominio 3
corresponde a los aminoacidos 201 a 317 de la SECID NO: 1 (SEC ID NO: 37). Los expertos en la materia
entenderan que existe un margen de apreciacion con respecto a los restos de aminoacidos precisos incluidos en los
extremos de los dominios.

Por consiguiente, la divulgacién proporciona un péptido que incluye: (a) el dominio 1 de la regién extracelular de
hiL-13Ral; (b) el dominio 2 de la regién extracelular de hiL-13Ral; (c) el dominio 3 de la regién extracelular de
hiL-13Ra1l; o (d) los dominios 2 y 3 de la region extracelular de hiL-13Ral; en el que en cada caso dicho péptido no
contiene otros dominios de la regién extracelular de hiL-13Ral.
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En una forma de realizacion especifica, la divulgacién proporciona un péptido que incluye: (a) los aminoacidos 1 a
100 de la SEC ID NO: 1; (b) los aminoacidos 101 a 200 de la SEC ID NO: 1; (c) los aminoacidos 201 a 317 de la
SEC ID NO: 1; o (d) los aminoacidos 1 a 200 de la SEC ID NO: 1; en el que en cada caso el péptido no contiene
otros dominios de la region extracelular de hiL-13Ral.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona acidos nucleicos que codifican tales formas truncadas de la region
extracelular de hIL-13Ral. Por consiguiente, en otro aspecto, la invencién proporciona acidos nucleicos que
codifican un péptido que incluye: (a) el dominio 1 de la regién extracelular de hiL-13Ral; (b) el dominio 2 de la regién
extracelular de hlL-13Ral; (c) el dominio 3 de la regidn extracelular de hiL-13Ral; o (d) los dominios 2 y 3 de la
region extracelular de hiL-13Ral; en el que en cada caso dicho péptido no contiene otros dominios de la region
extracelular de hiL-13Ral.

En una forma de realizacion concreta, la divulgacion proporciona acidos nucleicos que codifican un péptido que
incluye: (a) los aminoéacidos 1 a 100 de la SEC ID NO: 1; (b) los aminoacidos 101 a 200 de la SEC ID NO: 1; (c) los
aminoacidos 201 a 317 de la SEC ID NO: 1; o (d) los aminoacidos 1 a 200 de la SEC ID NO: 1; en el que en cada
caso el péptido no contiene otros dominios de la region extracelular de hiL-13Ral.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona vectores que incluyen dicho acido nucleico que codifica formas
truncadas de la region extracelular de hiL-13Ral. Los vectores de acuerdo con la presente divulgacion incluyen,
pero no se limitan a, plasmidos y otras construcciones (por ejemplo, fago o fagémido) adecuadas para la expresion
del péptido deseado al nivel apropiado para la finalidad prevista; véase, por ejemplo, Sambrook y Russell, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual: 3% Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Para la mayoria de los fines de
clonacion, pueden utilizarse vectores de ADN. Los vectores tipicos incluyen plasmidos, virus modificados,
bacteriéfagos, césmidos, cromosomas artificiales de levadura, y otras formas de ADN episomal o integrado. Esta
dentro de la competencia del experto en la materia determinar un vector apropiado para una transferencia de genes
concreta, la generacién de un péptido recombinante, o cualquier otro uso. En formas de realizacion especificas,
ademas de un gen recombinante, el vector puede contener también un origen de replicacién para la replicacién
autonoma en una célula hospedadora, secuencias reguladoras apropiadas, tales como un promotor, una secuencia
de terminacion, una secuencia de poliadenilacion, una secuencia potenciadora, un marcador seleccionable, un
numero limitado de sitios enzimaticos de restriccion utiles, otras secuencias segun resulte apropiado y el potencial
para alto nimero de copias. Ejemplos de vectores de expresion para la produccion de péptidos son bien conocidos
en la técnica. Si se desea, puede integrarse un acido nucleico que codifica un péptido de interés en el cromosoma
hospedador utilizando técnicas bien conocidas en la técnica. El acido nucleico puede expresarse también en
plasmidos mantenidos episomalmente o incorporados en un cromosoma artificial. Puede emplearse cualquier
técnica disponible para el experto en la materia para introducir el acido nucleico en la célula hospedadora. Los
procedimientos de subclonacién de moléculas de acidos nucleicos de interés en vectores de expresion, la
transformacion o la transfeccion de células hospedadoras con tales vectores y los procedimientos para generar
proteina practicamente pura que comprende las etapas de introducir el vector de expresién respectivo en una célula
hospedadora, y cultivar la célula hospedadora en condiciones apropiadas, son bien conocidos. El péptido asi
producido puede recogerse de las células hospedadoras de las maneras convencionales. Las técnicas adecuadas
para la introduccién de acido nucleico en las células de interés dependeran del tipo de célula que se utilice. Las
técnicas generales incluyen, pero no se limitan a, la transfeccion con fosfato calcico, DEAE-dextrano,
electroporacidn, transfeccion mediada por liposomas y transduccién utilizando virus apropiados para la linea celular
de interés (por ejemplo, retrovirus, vaccinia, baculovirus, o bacteriéfagos).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una célula o células aisladas que albergan acidos nucleicos,
que codifican las formas truncadas del receptor desvelado como se ha descrito. Puede utilizarse una variedad de
lineas celulares diferentes para la produccion recombinante de tales péptidos, que incluyen pero no se limitan a las
obtenidas a partir de organismos procariotas (por ejemplo, E. coli, Bacillus y Streptomyces) y a partir de eucariotas
(por ejemplo, levadura, insectos, y mamiferos). Las células vegetales, incluyendo las plantas transgénicas, y las
células animales, incluyendo los animales transgénicos (distintos de los seres humanos), que comprenden el acido
nucleico desvelado en el presente documento también se contemplan como parte de la presente divulgacion.

Composiciones y composiciones farmacéuticas.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién, por ejemplo, una composicion farmacéutica,
que contiene una o una combinacién de anticuerpos monoclonales de la presente invencion, formulados junto con
por lo menos un componente adicional. Tales composiciones pueden incluir uno o una combinacion de (por ejemplo,
dos o mas) anticuerpos, o inmunoconjugados o moléculas biespecificas de la invencion diferentes. Por ejemplo, una
composicion farmacéutica de la invencion puede incluir una combinacion de anticuerpos (o0 inmunoconjugados o
moléculas biespecificas) que se unen a epitopos diferentes en el antigeno diana o que tienen actividades
complementarias.

Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion, y para su uso de acuerdo con
la presente invencién, pueden incluir, ademas del principio activo, vehiculos, diluyentes y/o excipientes
farmacéuticamente aceptables. La naturaleza precisa del vehiculo o de otro material dependera de la via de
administracion, que puede ser oral o por inyeccién, por ejemplo, intravenosa.
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Los vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen cualquiera de y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes utilizados para
ajustar la tonicidad, tampones, agentes quelantes, y agentes retardantes de la absorcion y similares. El uso de tales
medios y agentes para las sustancias farmacéuticas activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en
que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. En las composiciones también pueden incorporarse principios activos complementarios.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando sean
solubles en agua) y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones inyectables estériles. Deben
ser estables en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y deben preservarse contra la accién contaminante
de los microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o0 medio de dilucién que
comprenda, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y
similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales. Puede mantenerse la fluidez adecuada, por
ejemplo, utilizando tensioactivos. La prevenciéon de la accién de microorganismos puede conseguirse mediante
diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico,
tirmerosal y similares. En muchos casos, resultard preferente incluir agentes para ajustar la tonicidad, por ejemplo,
azucares o cloruro sédico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede conseguirse mediante
el uso en las composiciones de agentes que retardan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y
gelatina. Las composiciones también pueden incluir tampones y agentes quelantes.

Las soluciones estériles inyectables se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad necesaria en el
disolvente apropiado con el principio activo y opcionalmente otros principios activos segun resulte necesario,
seguido de esterilizacién por filtracion u otros medios de esterilizaciéon apropiados. En el caso de polvos estériles
para la preparaciéon de soluciones inyectables estériles, los procedimientos de preparacion adecuados incluyen el
secado al vacio y la técnica de liofilizacion que producen un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente
adicional deseado.

La cantidad de compuesto activo en tales compaosiciones terapéuticamente Utiles es tal que se obtenga una dosis
adecuada.

Las pautas posoldgicas se ajustan para proporcionar la respuesta deseada optima (por ejemplo, una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse un Unico bolo, pueden administrarse varias dosis divididas a lo largo
del tiempo o puede reducirse 0 aumentarse la dosis proporcionalmente segun venga indicado por las exigencias de
la situacion terapéutica. Resulta especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de
dosificacién unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad de dosificacion. Forma de dosificacion unitaria tal
como se utliza en el presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como
dosificaciones unitarias para los sujetos a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto
activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico necesario.
Las especificaciones para las formas de dosificacion unitaria de la invencion vienen impuestas por y dependen
directamente de las caracteristicas Unicas del compuesto activo y del efecto terapéutico concreto a conseguir.

Para la administracion del anticuerpo, la dosis oscila entre aproximadamente 0,01 y 100 mg/kg, y mas habitualmente
entre 0,05 y 25 mg/kg del peso corporal del hospedador. Por ejemplo las dosis pueden ser de 0,3 mg/kg de peso
corporal, 1 mg/kg de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso
corporal o estar en el intervalo comprendido entre 1-10 mg/kg. Un régimen de tratamiento ejemplar puede implicar la
administraciéon una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro
semanas, 0 una vez al mes.

En algunos procedimientos, se administran de manera simultdnea dos o mas anticuerpos monoclonales con
diferentes especificidades de unién, en cuyo caso la dosis de cada anticuerpo administrado se encuentra dentro de
los intervalos indicados.

De manera alternativa, el anticuerpo puede administrarse como una formulaciéon de liberacién sostenida, en cuyo
caso se necesita una administracion menos frecuente. Las dosis y la frecuencia varian dependiendo de la semivida
del anticuerpo en el paciente. Las dosis y la frecuencia de administracién pueden variar dependiendo de si el
tratamiento es profilactico o terapéutico. En las aplicaciones profilacticas, se administra una dosis relativamente baja
a intervalos relativamente poco frecuentes durante un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes contindan
recibiendo tratamiento durante el resto de sus vidas. En las aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosis
relativamente alta a intervalos relativamente cortos hasta que la progresién de la enfermedad se reduce o finaliza, y
preferentemente hasta que el paciente muestra una mejoria parcial o completa de los sintomas de la enfermedad.
Posteriormente, puede administrarse al paciente un régimen profilactico.

Los niveles de dosificacion reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden variarse con el fin de obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para lograr la
respuesta terapéutica deseada para un paciente, una composicién y un modo de administracién concreto, sin que
resulte toxico para el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores
farmacocinéticos que incluye la actividad de las composiciones concretas de la presente invencion empleadas, la via
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de administracion, el tiempo de administracién, la velocidad de excrecion del compuesto concreto que se esta
empleando, la duracion del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con
las composiciones concretas empleadas, la edad, el sexo, el peso, el estado, la salud general y la historia médica
previa del paciente a tratar, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

Una composicion de la presente invencion puede administrarse a través de una o varias vias de administracion
utilizando uno o varios de una variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Como entendera el experto en la
materia, la via y/o el modo de administracién variardn en funcion de los resultados deseados. Las vias de
administracion especificas para los anticuerpos de la presente invencidon incluyen las vias intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea u otras vias de administracién parenterales, por ejemplo por
infusion.

De manera alternativa, un anticuerpo de la invencion puede administrarse por una via de administraciéon no
parenteral, tal como una via topica, epidérmica o a través de las mucosas, por ejemplo, por via intranasal, oral,
vaginal, rectal, sublingual o tépica.

Los compuestos activos pueden prepararse con vehiculos que protegeran el compuesto contra una liberacion
rapida, tal como una formulacién de liberacion controlada, que incluye implantes, parches transdérmicos, y sistemas
de administracion microencapsulados. Pueden utilizarse polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como
etileno-acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Muchos
procedimientos para la preparaciéon de tales formulaciones estan patentados o son generalmente conocidos por los
expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, Robinson,
ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Las composiciones terapéuticas pueden administrarse con los dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, en una forma de realizacion especifica, una composicion terapéutica de la invencion puede administrarse
con un dispositivo de inyeccion hipodérmica sin aguja, tales como los dispositivos desvelados en las patentes de
EE.UU. N°5.399.163; 5.383.851; 5.312.335; 5.064.413; 4.941.880; 4.790.824; 6 4.596.556.

Usos y procedimientos de la invencion.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse en los procedimientos para inhibir la sefalizacion
mediada por IL-13Ral poniendo en contacto una célula que expresa IL-13Ral con un anticuerpo de la presente
invencion en condiciones que permitan que dicho anticuerpo se una a IL-13Ral. Las formas de realizacion
especificas de la presente invencion incluyen tales procedimientos en los que la célula es una célula humana.

Los anticuerpos de la presente invencidon pueden utilizarse en procedimientos de diagnéstico o tratamiento en
sujetos humanos o animales.

Por ejemplo, estas moléculas pueden administrarse a un sujeto para tratar o prevenir una variedad de trastornos y
enfermedades relacionadas con la IL-13. El término "sujeto", tal como se utiliza en el presente documento, pretende
incluir a los seres humanos y, cuando el anticuerpo presenta reactividad cruzada apropiada, a los animales no
humanos. Los animales no humanos pueden incluir a los primates no humanos. Los procedimientos son
especialmente adecuados para el tratamiento de pacientes humanos que tienen un trastorno o una enfermedad
relacionada con la IL-13. Cuando se administran anticuerpos contra IL-13Ral junto con otro agente, los dos pueden
administrarse en cualquier orden o de manera simultanea.

Por consiguiente, en un aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad o trastorno
relacionado con la IL-13 en un sujeto que necesita tratamiento administrando al sujeto una cantidad eficaz de un
anticuerpo de la presente invencién, o una composicion, que incluya dicho anticuerpo. Se habla de una enfermedad
0 un trastorno "relacionado con la IL-13" si los signos o sintomas de una enfermedad o un trastorno de este tipo
estan mediados por la expresién, la actividad o la mutacion de la IL-13, que incluye casos en los que la expresion o
la actividad de la IL-13 se encuentra elevada o reducida en comparaciéon con un sujeto normal o sano. En el
presente documento se desvelan ejemplos de enfermedades o trastornos relacionados con la IL-13.

Los términos "tratar" y "tratamiento", tal como se utilizan en el presente documento, se refieren al tratamiento
terapéutico y pueden incluir medidas profilacticas o preventivas. Por ejemplo, el tratamiento puede dar como
resultado una reduccion de la gravedad y/o de la frecuencia de los sintomas de una enfermedad o un trastorno
asociado a la IL-13, la eliminacion de los sintomas y/o la causa subyacente de una enfermedad o un trastorno
asociado a la IL-13, o la prevencion de la aparicidon de sintomas y/o su causa subyacente. Por lo tanto, el tratamiento
no puede dar como resultado una "cura", sino mas bien una mejoria de los sintomas. El tratamiento incluye la
inhibicion de la sefializacion mediada por IL-13Ral en un sujeto que presenta una enfermedad o un trastorno
relacionado con la IL-13 administrando al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo de la presente invencion, o
una composicién que incluya un anticuerpo de este tipo.

La expresion "cantidad eficaz", tal como se utiliza en el presente documento, significa una cantidad suficiente de un
agente que proporciona el efecto o resultado terapéutico o fisioldgico deseado, o inhibe la actividad de IL-13Ral. A
veces pueden manifestarse reacciones adversas, por ejemplo, efectos secundarios, junto con el efecto terapéutico
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deseado; por tanto, un facultativo sopesa los beneficios potenciales frente a los riesgos potenciales para determinar
lo que es una "cantidad eficaz" apropiada. La cantidad exacta de agente necesaria puede variar de un sujeto a otro,
dependiendo de factores tales como la especie, la edad y el estado general del sujeto, el modo de administracion y
similares. Por lo tanto, puede que no sea posible especificar una "cantidad eficaz" exacta. Sin embargo, una
cantidad eficaz apropiada en cualquier caso individual puede ser faciimente determinada por la persona capacitada
en la técnica en base a factores tales como el tamafio del sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto, y la
composicion o la via de administracién concreta seleccionada.

También se contemplan procedimientos para utilizar un anticuerpo de la presente invencién en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de trastornos y enfermedades relacionadas con la IL-13.

En otro aspecto, la invencion proporciona procedimientos para detectar la presencia de IL-13Ral (por ejemplo,
IL-13Ral humano) en una muestra, o medir la cantidad de IL-13Ral, poniendo en contacto la muestra, y una
muestra de control, con un anticuerpo de la invencion en condiciones que permitan la formacién de un complejo
entre el anticuerpo e IL-13Ral. A continuacion, se detecta la formacién de un complejo en el que una diferencia en
la formacién del complejo entre la muestra en comparacion con la muestra de control es indicativa de la presencia
de IL-13Ral en la muestra.

Dentro de la divulgacion también se encuentra un kit que incluye una composicion (por ejemplo, un anticuerpo, un
inmunoconjugado y una molécula biespecifica) de la invencién e instrucciones para su uso. El kit puede contener
adicionalmente por lo menos un reactivo adicional, o uno o varios anticuerpos adicionales de la invencion (por
ejemplo, un anticuerpo que tiene una actividad complementaria que se une a un epitopo en el antigeno diana distinta
del primer anticuerpo). Los kits incluyen por lo general una etiqueta que indica el uso previsto del contenido del kit. El
término "etiqueta” incluye cualquier material escrito o grabado suministrado en o con el kit, 0 que acompafia al kit de
otro modo.

Los ejemplos de trastornos y enfermedades relacionadas con la IL-13 en las que los anticuerpos de la invencion
pueden utilizarse incluyen, pero no se limitan a, el asma, la EPOC, la dermatitis atépica, la rinitis alérgica, la
eosinofilia esofagica, el linfoma de Hodgkin, la enfermedad intestinal inflamatoria, la psoriasis, la artritis psoriasica o
la fibrosis. En una forma de realizacién especifica, el trastorno o la enfermedad relacionada con la IL-13 es el asma.
En el presente documento se proporciona informacién adicional acerca de los trastornos y las enfermedades
relacionadas con la IL-13.

El asma es una enfermedad pulmonar crénica, causada por la inflamacién de las vias respiratorias inferiores y se
caracteriza por problemas respiratorios recurrentes. Las vias respiratorias de los pacientes son sensibles y se
hinchan o inflaman hasta cierto punto todo el tiempo, incluso cuando no hay sintomas. La inflamacién da como
resultado el estrechamiento de las vias respiratorias y reduce el flujo de aire dentro y fuera de los pulmones,
dificultando la respiracion y conduciendo a sibilancias, opresion en el pecho y tos. El asma se desencadena por
hipersensibilidad frente a alérgenos (por ejemplo, acaros del polvo, polen, moho), irritantes (por ejemplo, humo,
vapores, olores fuertes), infecciones respiratorias, el ejercicio y el clima seco. Los desencadenantes irritan las vias
respiratorias y el revestimiento de las vias respiratorias se hincha para estar ain mas inflamadas, a continuacion el
moco obstruye las vias respiratorias y los musculos alrededor de las vias respiratorias se tensan hasta que la
respiracion se vuelve dificil y estresante, y aparecen los sintomas del asma.

Existen pruebas sélidas a partir de modelos animales y de pacientes de que la inflamaciéon asmatica y otras
patologias son activadas por respuestas Th2 desreguladas a los aeroalérgenos y a otros estimulos (Busse y col.,
Am. J. Resp. Crit. Care Med. 1995 152(1):388-393). En concreto, se cree que la IL-13 es la citocina efectora mas
importante que conduce a una variedad de respuestas celulares en el pulmén, que incluyen la hiperreactividad de
las vias respiratorias, la eosinofilia, la metaplasia de células caliciformes y la hipersecrecién de moco.

El gen que codifica la IL-13 se encuentra en el cromosoma 5g31. Esta regiéon también contiene genes que codifican
la IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 y GM-CSF, y se ha relacionado con el asma. Las variantes genéticas de la IL-13 que estan
asociadas con el asma y la atopia se han encontrado en el promotor y en las regiones codificadoras (Vercelli, Curr.
Opin. Allergy Clin. Immunol. 2(5):389-393, 2002). Los datos de estudio funcionales estan disponibles para la variante
codificadora, GIn130 IL-13 (denominada en el presente documento Q130 IL-13). El polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) +2044 G a A encontrado en el cuarto exdn, da como resultado una sustitucién de una arginina con
una glutamina en la posicién 130 (Q130 IL-13). Se ha descubierto que esta variante se asocia con el asma, el
aumento de los niveles de IgE y la dermatitis atépica en las poblaciones de Japén y Europa. Se cree que Q130 IL-13
tiene una estabilidad mejorada en comparacion con la IL-13 natural. También tiene una afinidad ligeramente inferior
por el receptor sefiuelo IL-13Ra2 y en consonancia con estas observaciones, se encontraron medianas de los
niveles de IL-13 en suero mas altas en los pacientes homocigoéticos para la variante de Q130 IL-13 en comparacion
con los pacientes no homocigéticos. Estos resultados indican que Q130 IL-13 podria influir en las concentraciones
locales y sistémicas de IL-13 (Kazuhiko y col., J. Allergy Clin. Immunol. 109(6):980-987, 2002).

Se han medido niveles elevados de IL-13 en pacientes asmaticos atopicos y no atopicos. En un estudio, se midieron

niveles medios de IL-13 en suero de 50 pug/ml en pacientes asmaticos en comparacion con 8 ug/ml en pacientes
control normales (Lee y col., J. Asthma 38(8):665-671, 2001). También se han medido niveles de IL-13 aumentados
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en plasma, liquido de lavado broncoalveolar, muestras de biopsia pulmonar y esputo (J Allergy Clin. Immunol
114(5):1106-1109, 2004; Kroegel y col.,, Eur Respir. J. 9(5):899-904, 1996; Huang y col.,, J. Immunol.
155(5):2688-2694, 1995; Humbert y col., J. Allergy Clin. Immunol. 99(5):657-665, 1997).

Una serie de estudios ha definido un papel efector fundamental de la IL-13 para conducir a una patologia en
modelos de ratén, agudo y cronico, de asma alérgica. Se han utilizado el receptor de IL-13 de alta afinidad
(IL-13Ra2) o anticuerpos policlonales anti-IL-13 para neutralizar la bioactividad de la IL-13 de ratdon en estos
modelos. El bloqueo de IL-13 en el momento de la exposicion al alérgeno inhibia completamente la hiperreactividad
de las vias respiratorias inducida por OVA, la eosinofilia y la metaplasia de células caliciformes. En cambio, la
administracion del anticuerpo contra IL-4 después de la sensibilizacién y durante la fase de exposicion al alérgeno
sélo reducia parcialmente el fenotipo asmatico. Por lo tanto, aunque la IL-4 y la IL-13 exdgenas son capaces de
inducir un fenotipo similar al asma, la actividad efectora para la IL-13 parece ser superior a la de la IL-4. Estos datos
sugieren un papel primordial para la IL-4 en la induccién de inmunidad (especialmente para el desarrollo y
reclutamiento de linfocitos Th2 hacia las vias respiratorias, y la produccion de IgE), mientras que se cree que la IL-13
esta involucrada principalmente en diversos resultados efectores, que incluyen la hiperreactividad de las vias
respiratorias, la sobreproduccion de moco y la inflamacién celular (Wills-Karp y col., Science 282:2258-2261, 1998;
Grunig y col., Science 282:2261-2263, 1998; Taube y col., J. Immunol. 169:6482-6489, 2002; Blease y col., J.
Immunol 166(8):5219-5224, 2001).

En experimentos complementarios, los niveles de IL-13 en pulmén se han visto elevados por la sobre-expresion en
un ratén transgénico o por instilacién de la proteina IL-13 en la trAquea de ratones naturales. En ambos escenarios,
se indujeron caracteristicas similares al asma; hiperreactividad de las vias respiratorias no especifica a la
estimulacion colinérgica, eosinofilia pulmonar, hiperplasia de las células epiteliales, metaplasia de las células
mucosas, fibrosis subepitelial, obstrucciéon de las vias respiratorias y cristales similares a los de Charcot-Leyden.
Ademas, se descubrié que la IL-13 era un potente estimulador de las metaloproteinasas de la matriz y de las
proteasas catepsina del pulmén, lo que daba lugar a cambios enfisematosos y metaplasia mucosa. Por lo tanto, la
IL-13 puede ser una molécula efectora importante en el asma y en los fenotipos de la EPOC (Zhu y col., J. Clin.
Invest. 103(6):779-788, 1999; Zheng y col., J. Clin. Invest. 106(9):1081-1093, 2000).

Estos datos indican que la actividad de la IL-13 es necesaria y suficiente para producir varias de las caracteristicas
clinicas y patolégicas mas importantes del asma alérgica en modelos animales validados.

La EPOC es un término genérico que abarca diversos sindromes clinicos que incluyen el enfisema y la bronquitis
cronica. Los sintomas son similares al asma y la EPOC puede tratarse con los mismos farmacos. La EPOC se
caracteriza por una obstruccion crénica, progresiva y en gran medida irreversible, del flujo de aire. Se desconoce la
contribucién del individuo a la evolucion de la enfermedad, pero se cree que fumar cigarrillos da lugar al 90% de los
casos. Los sintomas incluyen tos, bronquitis cronica, dificultad para respirar e infecciones respiratorias. En ultima
instancia la enfermedad dara lugar a una discapacidad severa y a la muerte. La bronquitis crénica se diagnostica en
pacientes con antecedentes de tos o produccién de esputo casi todos los dias durante al menos 3 meses durante 2
aflos consecutivos sin ninguna otra explicacion. El enfisema del pulmén se caracteriza por una dilatacion
permanente y anormal de los espacios aéreos y la destruccion de las paredes alveolares.

Se ha sugerido que la IL-13 desempefia un papel en el desarrollo de la EPOC. Los fumadores humanos que
desarrollan EPOC tienen muchos tipos de células inflamatorias (neutréfilos, macrofagos, eosindfilos) en el
parénquima pulmonar. La IL-13 es una citocina Th2 proinflamatoria, por lo tanto, para elaborar un modelo de la
progresion del enfisema, Zheng y col., 1999, supra, dirigieron la sobre-expresion de IL-13 al epitelio de las vias
respiratorias en ratones transgénicos para IL-13. Estos animales desarrollaron enfisema e inflamacion del
parénquima pulmonar y de las vias respiratorias. También desarrollaron la metaplasia mucosa que recuerda la
bronquitis crénica.

Se ha informado que también el polimorfismo del promotor de la IL-13 (-1055 C a T) que se asocia con el asma
alérgica tiene una mayor frecuencia en pacientes con EPOC en comparacion con los controles sanos. Esto implica
que el polimorfismo del promotor de la IL-13 tiene un papel funcional para un mayor riesgo de desarrollar EPOC
(Kraan y col., Genes and Immunity 3:436-439, 2002). Ademas, se observé un mayor nimero de células positivas
para IL-13 e IL-4 en los fumadores con bronquitis crénica en comparacion con los fumadores asintomaticos (Miotto y
col., Eur. Resp. J. 22:602-608, 2003). Sin embargo, en un estudio reciente para evaluar el nivel de expresion de
IL-13 en los pulmones de pacientes con enfisema grave, no se encontrdé una asociacion entre los niveles de la IL-13
y la enfermedad (Boutten y col., Thorax 59:850-854, 2004).

La IL-13 también se ha visto implicada en trastornos atépicos tales como la rinitis atépica y la dermatitis atopica. La
rinitis alérgica es la enfermedad at6pica mas comun en los Estados Unidos y se estima que afecta hasta a un 25%
de los adultos y a mas del 40% de los nifios. Existe una estrecha relacion entre la rinitis alérgica y el asma. Ambas
afecciones comparten una inmunopatologia y una fisiopatologia comunes; tienen procesos inmunolégicos similares
en los que los eosindfilos y los linfocitos Th2 del tejido nasal y bronquial desempefian un papel. Se cree que la
produccién excesiva de citocinas Th2, especialmente IL-4 e IL-5, es fundamental en la patogénesis de la
enfermedad alérgica. La IL-13 comparte varias caracteristicas y funciones efectoras con la IL-4 y esto, junto con la
superposicion funcional del uso del receptor de la IL-4 y de la IL-13, los componentes de la sefializacion intracelular,
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y la organizacion genética, proporciona pruebas convincentes (aunque indirectas) del papel de la IL-13 en la
promocién o el mantenimiento de la hipersensibilidad inmediata en el ser humano in vivo. Esto ha sido corroborado
por Liy col. (Li y col., J Immunol 161:7007, 1998) quienes demostraron que los sujetos atépicos con rinitis alérgica
estacional presentaban respuestas de la IL-13 significativamente mas fuertes en respuesta a la activacion
dependiente de antigeno pero no policlonal.

La dermatitis atdpica es una enfermedad de la piel comun, crénica, recurrente, inflamatoria muy pruriginosa. La piel
lesionada de pacientes con dermatitis atdépica se caracteriza histolégicamente por un infiltrado inflamatorio de
linfocitos T, que durante las fases agudas se asocia con un predominio de la expresion de IL-4, IL-5 e IL-13 (Simon y
col., J Allergy Clin Immunol 114:887, 2004; Hamid y col., J Allergy Clin Immunol 98:225, 1996). Ademas, Tazawa y
col.,, Arch Derm Res 296:459, 2004, han demostrado que el ARNm de IL-13 (pero no de IL-4) esta regulado
positivamente de manera significativa en las lesiones cutaneas subaguda y crénica de pacientes con dermatitis
atopica. La frecuencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ circulantes que expresan IL-13 también estd aumentada
significativamente en estos pacientes (Aleksza y col., British J Dermatol 147; 1135, 2002). Se cree que este aumento
de la actividad de IL-13 da como resultado niveles elevados de IgE en suero, contribuyendo de ese modo a la
patogénesis de la dermatitis atépica. Ademas, el aumento de la produccién de la IL-13 por los linfocitos T CD4+
neonatales es un marcador Util para identificar los recién nacidos con alto riesgo de desarrollar posteriormente
enfermedades alérgicas, especialmente dermatitis atdpica (Oshima y col., Pediatr Res 51:195, 2002). Simon y col.,
2004 supra, proporcionaron pruebas adicionales de la importancia de la IL-13 en la etiologia de la dermatitis atépica;
el tratamiento tépico con pomada de tacrolimus (un farmaco inmunosupresor que inhibe las vias de sefalizacién
intracelular para la produccion de citocinas) dio como resultado una mejoria clinica e histoldgica significativa de las
lesiones de la piel atépica acompafiada de unas reducciones significativas de la expresion local de citocinas Th2,
incluyendo IL-13. Ademas, se ha demostrado que IL-13Ral se sobreexpresa en los queratinocitos suprabasales en
la piel de pacientes con dermatitis atopica, e IL-13 era capaz de regular positivamente el ARNm de IL-13Ral in vitro
(Wongpiyabovorn y col., J Dermatol Science 33:31, 2003).

Estos datos indican en conjunto que las intervenciones dirigidas a IL-13 pueden proporcionar un procedimiento
eficaz para el tratamiento de la enfermedad alérgica humana.

La acumulacion de eosindfilos en el eséfago es un problema médico comUn en pacientes con diversas
enfermedades, que incluyen la enfermedad por reflujo gastroesofagico, la esofagitis eosinofilica, la gastroenteritis
eosinofilica, y las infecciones parasitarias. La eosinofilia esofagica se asocia con respuestas alérgicas, y la
exposicion repetida de ratones a aeroalergenos establecid una conexion entre la inflamacién alérgica de las vias
respiratorias y la eosinofilia esofagica. Se cree que los linfocitos Th2 inducen la inflamacién asociada a la eosinofilia
a través de la secrecién de una serie de citocinas que incluyen la IL-4 y la IL-13, que activan las vias efectoras e
inflamatorias tanto directa como indirectamente. La IL-13 parece ser especialmente importante, ya que es producida
en grandes cantidades por los linfocitos Th2 y regula mdltiples funciones de la enfermedad alérgica (por ejemplo, la
produccién de IgE, la sobreproduccion de moco, la supervivencia y el reclutamiento de eosindfilos, y la
hiperreactividad de las vias respiratorias. Los eosinofilos pueden generar IL-13 funcionalmente activa después de la
exposicion a GM-CSF y/o IL-5 in vitro, ex vivo, y en condiciones in vivo en las respuestas inflamatorias eosinofilicas
(Schmid-Grendelmeier, J Immunology, 169:1021-1027, 2002). La IL-13 administrada al pulmén de ratones naturales,
deficientes para IL-5, eotaxina-1 o STAT-6 por administracion intratraqueal, establecié que la inflamacién pulmonar,
desencadenada por la IL-13, esta asociada con el desarrollo de la eosindfilia esofagica (Mishra y col., Gastroenterol;
125:1419, 2003). En conjunto, estos datos proporcionan pruebas del papel de la IL-13 en la eosincfilia esofagica.

Otra area de interés importante esta dirigir la IL-13 o los receptores de IL-13 para inhibir el crecimiento de
determinados tipos de tumores. Se cree que las defensas del hospedador mediadas por linfocitos T de tipo 1
intervienen en el rechazo de tumores in vivo de manera 6ptima, y la desviacion a una respuesta de tipo Th2 puede
contribuir a bloguear el rechazo del tumor y/o a promover la recurrencia del tumor (Kobayashi y col, J. Immunol 160.:
5869, 1998). Varios estudios en animales utilizando lineas de células tumorales trasplantables apoyan esta idea,
demostrando que STATS6, IL-4 e IL-13 (producidas en parte por las células NKT) eran capaces de inhibir el rechazo
del tumor (Terabe y col, Nat. Immunol. 1:515, 2000; Kacha y col, J. Immunol. 165:6024-28, 2000;
Ostrand-Rosenberg y col., J. Immunol. 165:6015, 2000). Se creia que la potente actividad antitumoral en ausencia
de STAT6 era debida a la mejora de la produccion de IFNy especifico del tumor y la actividad de CTL. Ademas, se
ha demostrado que la pérdida de células NKT reduce la produccion de IL-13 con un aumento concomitante de la
recurrencia del tumor, lo que indica que la IL-13, producida en parte por las células NKT es importante para la
inmunovigilancia (Terabe y col., 2000 supra). Como tal, estos hallazgos sugieren que los inhibidores de la IL-13
pueden ser eficaces como agentes inmunoterapéuticos contra el cancer al interferir con el papel regulador negativo
que la IL-13 desempefia en la regulacién negativa de las respuestas inmunitarias contra las células tumorales.

Ademas de estimular las defensas antitumorales asociadas a los Th de tipo 1, los inhibidores de la IL-13 también
pueden ser capaces de bloquear el crecimiento de las células tumorales de forma mas directa. Por ejemplo, en la
leucemia linfocitica crénica de linfocitos B (LLC-B) y en la enfermedad de Hodgkin, la IL-13 o bien bloquea la
apoptosis o promueve la proliferacion de células tumorales (Chaouchi y col., Blood 87:1022, 1996; Kapp y col., J.
Exp Med. 189:1939, 1999). La LLC-B es una enfermedad clinicamente heterogénea que se origina en los linfocitos B
qgue implica un defecto en la apoptosis de las células leucémicas. Se cree que la IL-13 no actia como factor de
crecimiento directo sino que protege a las células tumorales de la apoptosis espontanea in vitro (Chaouchi y col.,
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1996 supra; Lai y col., J. Immunol 162:78, 1999) y puede contribuir a la LLC-B al evitar la muerte de las células
neoplasicas.

La enfermedad de Hodgkin es un tipo de linfoma que afecta principalmente a adultos jévenes y que supone
aproximadamente 7.500 casos al afio en los Estados Unidos. El cancer se caracteriza por la presencia de células
Hodgkin/Reed-Sternberg (H/RS) multinucleadas grandes. En una gran mayoria de los casos, la poblacién de células
malignas surge a partir de linfocitos B. Varias lineas celulares derivadas de la enfermedad de Hodgkin, asi como el
tejido de ganglios linfaticos obtenidos de pacientes con linfoma de Hodgkin, sobreexpresan IL-13 y/o receptores de
IL-13 (Kapp y col., 1999 supra; Billard y col., Eur Cytokine Netw 8:19, 1997; Skinnider y col., Blood 97:250, 2001;
Oshima y col., Cell Immunol 211:37, 2001). Se ha demostrado que la neutralizacién de los antagonistas de la IL-13 o
de AcMo anti-IL-13 inhibe la proliferacion de célula H/RS de una manera dependiente de dosis (Kapp y col., 1999
supra; Oshima y col., 2001 supra). De manera similar, la administracion del receptor sefiuelo IL-13Ra2 soluble a
ratones NOD/SCID con una linea celular derivada de la enfermedad de Hodgkin implantada retrasaba la aparicion y
el crecimiento del tumor, y mejoraba la supervivencia, lo que demuestra que la neutralizacion de la IL-13 puede
suprimir el crecimiento del linfoma de Hodgkin in vitro e in vivo (Trieu y col., Cancer Research 64:3271, 2004). En
conjunto, estos estudios indican que la IL-13 estimula la proliferacién de células H/RS de forma autocrina (Kapp, y
col., 1999 supra; Oshima y col., Histopathology 38:368, 2001).

Por lo tanto, la neutralizacion de la IL-13 representa un tratamiento atractivo y eficaz para la enfermedad de Hodgkin
y otros canceres asociados a los linfocitos B al inhibir el crecimiento de células tumorales al tiempo que potencian
las defensas antitumorales.

Es posible que la IL-13 desempefie un papel en la patogénesis de la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell). La
enfermedad intestinal inflamatoria incluye una serie de enfermedades clinicamente clasificadas como colitis
ulcerativa, enfermedad de Crohn y colitis indeterminada. Su principal manifestacion es la inflamacién intestinal
cronica debida a una respuesta inmunitaria exagerada con un desequilibrio de la activacion de los linfocitos Thl y
Th2 en la mucosa intestinal. Esto ha sido demostrado en modelos animales de la enfermedad de Crohn (Bamias y
col., Gastroenterol 128:657, 2005) y de la colitis ulcerosa (Heller y col., Immunity 17:629, 2002). La neutralizacion de
IL-13 por administracion de IL-13Ra2-Fc evitaba la colitis en un modelo Th2 murino de colitis ulcerosa humana
(Heller y col., 2002 supra). Ademas, la produccion de IL-13 rapidamente suplanta la de IL-4 en este modelo, y la
produccion de IL-13 puede ser inducida por estimulaciéon de las células NKT, lo que sugiere que el dafio tisular
puede ser resultado de la actividad toxica de la IL-13 en las células del epitelio. Hay algunos datos en humanos que
apoyan estos hallazgos: la frecuencia de muestras de biopsia rectal positivas para IL-13 de pacientes con colitis
ulcerosa era significativamente mayor que la de los sujetos de control, inflamatoria y no inflamatoria, y se observo
una tasa de expresién de IL-4 e IL-13 mas alta en la colitis ulcerosa aguda que en la no aguda (Inoue y col., Am J
Gastroenterol 94:2441, 1999). Ademas, Akido y col., caracterizaron la actividad inmunitaria en la tdnica muscular a
partir de segmentos intestinales de los pacientes con enfermedad de Crohn y descubrieron que la IL-4 y la IL-13
intervenian en la hipercontractilidad de las células del musculo liso intestinal a través de una via de STAT6. Los
autores concluyeron que esta via puede contribuir a la hipercontractilidad de los musculos intestinales en la
enfermedad de Crohn (Akiho y col., Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 288:619, 2005). Por lo tanto, un
antagonista de la IL-13 puede proporcionar un procedimiento para detener o retardar la progresion de la Ell.

La psoriasis es una enfermedad crénica de la piel caracterizada por la hiperproliferacion de los queratinocitos y un
infiltrado celular inmunolégico, que incluye linfocitos T activados, que produce diversas citocinas que pueden influir
en el fenotipo de los queratinocitos epidérmicos. CDw60 es una molécula que contiene carbohidratos que es
regulada positivamente en la superficie de los queratinocitos basales y suprabasales psoriasicos de la piel
psoriasica. Se ha demostrado que la IL-4 y la IL-13 secretadas de linfocitos T derivados de lesiones psoriasicas
regulan positivamente con fuerza la expresion de CDw60 en los queratinocitos (Skov y col., Am J Pathol 15:675,
1997), mientras que el interferon gamma bloqueaba la induccion de la CDw60 mediada por IL-4/1L-13 en
queratinocitos cultivados (Huang y col., J Invest Dermatol 116:305, 2001). Por lo tanto, se cree que la expresion de
CDw60 en los queratinocitos epidérmicos psoriasicos es inducida por lo menos en parte por la IL-13 secretada por
los linfocitos T activados dentro de la lesién. Ademas, IL-13Ral e IL-4Ra son expresados de manera diferente en las
biopsias de piel de pacientes con y sin psoriasis (Cancino-Diaz y col.,, J Invest Dermatol 119:1114, 2002;
Wongpiyabovorn y col., 2003 supra), y los experimentos in vitro demostraron que la IL-13 (pero no la IL-4) podria
regular positivamente la expresion de IL-13Ral (Wongpiyabovorn y col., 2003 supra). Dado que la IL-13 tiene efecto
sobre una variedad de tipos de células, estos estudios sugieren que el receptor de la IL-13 puede desempefiar un
papel en el proceso inflamatorio temprano de la psoriasis.

La artritis psoriasica se caracteriza por una sinovitis que es mediada por citocinas proinflamatorias vy
antiinflamatorias. El papel de la IL-13 en diversas formas de artritis ha sido objeto de un creciente interés. Spadaro y
col., Ann Rheum Dis 61:174, 2002 han observado niveles significativamente mas altos de IL-13 en el liquido sinovial
de pacientes con artritis psoriasica y artritis reumatoide que en pacientes con osteoartritis. Ademas, los niveles de
IL-13 en el liquido sinovial fueron significativamente mas altos que en el suero en pacientes con artritis psoriasica, y
la relacion de IL-13 en el liquido sinovial/suero fue notablemente mayor en el grupo con artritis psoriasica que en el
grupo con artritis reumatoide, lo que sugiere un posible papel de la IL-13 producida localmente en el tejido sinovial
de pacientes con artritis psoriasica.
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La enfermedad del injerto contra el hospedador aguda es una causa importante de morbilidad y mortalidad después
de un trasplante de células madre y se relaciona directamente con el grado de incompatibilidad del antigeno
leucocitario humano (HLA) entre donante y receptor. Jordan y col. identificaron por primera vez la IL-13 como una
citocina Th2 tipica que se produce abundantemente durante las MLR no emparentadas, no coincidentes (reaccion
mixta de linfocitos; un ensayo in vitro para afinar la seleccién de donante después de la tipificacion HLA inicial)
(Jordan y col., J Immunol Methods 260:1, 2002). El mismo grupo demostré posteriormente que la produccion de
IL-13 por los linfocitos T del donante es un factor predictivo de la enfermedad del injerto contra el hospedador aguda
(@GVHD) que sigue al trasplante de células madre de un donante no emparentado (Jordan y col., Blood 2004;
103:717). Todos los pacientes con aGVHD grave de grado lll después del trasplante de células madre tenian
donantes que producian respuestas de la IL-13 muy altas antes del trasplante, lo que demuestra una conexién
significativa entre los niveles de IL-13 y aGVHD y el aumento de la posibilidad de que la IL-13 pueda ser
directamente responsable de parte de la patologia asociada a la aGVHD. Por consiguiente, una terapia basada en el
bloqueo especifico de la IL-13 puede resultar Util para el tratamiento de la aGVHD después del trasplante de células
madre.

La nefropatia diabética es una de las principales causas de enfermedad renal terminal en el mundo occidental.
Aungue la incidencia de la nefropatia debida a la diabetes de tipo 1 esta disminuyendo, la diabetes mellitus de tipo 2
es hoy en dia la causa Unica mas comun de insuficiencia renal en los EE.UU., Japén y Europa. Ademas, este grupo
de pacientes tiene un prondstico muy pobre en cuanto a la didlisis de mantenimiento debido a una mortalidad
extremadamente alta causada por eventos cardiovasculares. Ahora esta cada vez mas claro que los cambios
hemodinamicos, metabdlicos y estructurales estan entrelazados, y se han identificado diversas enzimas, factores de
transcripcion y factores de crecimiento que desempefian un papel en la patogénesis de esta enfermedad. En
concreto, el TGF-$ es importante en el desarrollo de la hipertrofia renal y la acumulacion de los componentes de la
matriz extracelular, y se considera la citocina fundamental en la mediacion de la formacién de colageno en el rifion
(Cooper, Diabetologia 44:1957, 2001; Wolf, Eur J Olin Invest 34 (12):785, 2004). En la nefropatia diabética
experimental y humana la bioactividad de TGF-1 esta aumentada y la administracion de anticuerpos TGF-31 a un
ratén diabético condujo a la mejora de la funcién renal y a la reduccion de la acumulacion de matriz extracelular.
Recientemente se demostré que la IL-13, en un modelo de ratdn transgénico de fibrosis pulmonar, produce sus
efectos, por lo menos en parte, regulando la produccion y la activacion de la deposicién de TGF-B1 y colageno (Lee
y col., J. Exp. Med. 194:809, 2001; Zhu y col., 1999 supra), estableciendo de ese modo una conexién funcional
directa entre la IL-13 y TGF-B. Por consiguiente, puede preverse un papel similar para la IL-13 en la regulacion de la
actividad de TGF-B1 en el rifion diabético y las intervenciones dirigidas a IL-13 podrian tener potencialmente un
papel en la gestidn de la nefropatia diabética.

La fibrosis pulmonar es una afeccion de cicatrizacion inadecuada y perjudicial de los pulmones, que conduce a la
discapacidad y con frecuencia a la muerte. El término abarca una variedad de afecciones diferentes con distintas
etiologias, patologias y respuestas al tratamiento. En algunos casos la causa de la fibrosis esta identificada. Las
causas incluyen: material profibrético inhalado tal como amianto o silicio, o polvo de metales duros; material organico
inhalado para el que el paciente tiene una respuesta inmunolégica idiosincrasica que conduce a la fibrosis (por
ejemplo, el pulmon de granjero), farmacos, como nitrofurantoina, amiodarona y metotrexato; y una asociaciéon con
una enfermedad inflamatoria sistémica, tal como la esclerosis sistémica o la artritis reumatoide.

Sin embargo, en muchos casos la causa o la afeccién subyacente no esté identificada. A muchos de estos pacientes
se les diagnostica fibrosis pulmonar idiopatica (FPI). Esta es una afeccion relativamente rara (prevalencia
20/100.000). El diagndstico se basa en la ausencia de una causa identificada junto con determinadas caracteristicas
radiolégicas e histolégicas, especialmente panal de abeja en la TC o en una biopsia de pulmon. La enfermedad se
observa habitualmente en pacientes de edad avanzada (> 50) y, a menudo sigue un curso inexorable de deterioro
pulmonar progresivo que conduce a la muerte, con la mediana de supervivencia citada como 2 a 5 afios. Ademas,
los pacientes experimentan una desagradable falta de aire que avanza durante meses o0 afios. Esta restringe
inicialmente la actividad fisica, pero en la fase terminal, que puede durar varios meses, el paciente se encuentra sin
aliento incluso en reposo y depende ademas del oxigeno.

En la actualidad no existe ningun tratamiento satisfactorio para esta enfermedad. Por lo general, el tratamiento
actual adopta la forma de corticosteroides e inmunosupresores tales como azatioprina. Sin embargo, los
corticosteroides pueden ser ineficaces en muchos de los pacientes y sus efectos secundarios pueden empeorar la
situacion. Existen muchos tratamientos potenciales bajo investigacién, que incluyen el interferon gamma, que ha
mostrado tendencia a mejorar la supervivencia en un gran estudio reciente, y la perfenidona.

Existen pruebas de que la IL-13 y las citocinas asociadas con el fenotipo Th2 estan implicadas en el proceso de
fibrosis en la reparacion de tejidos (Wynn, Nat. Rev. Immunol. 4:583-594, 2004; Jakubzick y col., Am. J. Pathol.
164(6):1989-2001, 2004; Jakubzick y col., Immunol. Res. 30(3):339-349, 2004; Jakubzick y col., J. Clin. Pathol.
57:477-486, 2004). La IL-13 y la IL-4 han sido implicadas en una variedad de afecciones fibréticas. La fibrosis
hepatica inducida por Schistosoma parece ser dependiente de IL-13 y existen pruebas limitadas de que la IL-13 esté
implicada en la patogénesis de la esclerodermia (Hasegawa y col., J. Rheumatol. 24:328-332, 1997; Riccieri y col.,
Clin. Rheumatol. 22:102-106, 2003).

En cuanto a la fibrosis pulmonar, los estudios in vitro han demostrado que la IL-13 promueve un fenotipo fibrogénico.
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Los estudios en animales han mostrado niveles elevados de expresion de IL-13 en modelos de fibrosis inducida
artificialmente, y que la fibrosis puede reducirse por eliminacion de la IL-13.

La IL-13 promueve un fenotipo profibrotico. A nivel celular, existen varios mecanismos por los cuales la IL-13 puede
promover la fibrosis. Las vias de sefializacién y la importancia de estos diversos mecanismos no estan bien
definidas.

Existen pruebas de que la IL-13 actta sobre los fibroblastos, tanto para promover la produccion de colageno como
para inhibir su degradacion, favoreciendo asi un fenotipo fibrético. Los fibroblastos de la piel poseen receptores de
IL-13 y la exposicién de fibroblastos de piel cultivados a IL-13 conduce a la regulacién positiva de la generacion de
colageno (Oriente y col., J. Pharmacol. Exp. Ther. 292:988-994, 2000). La IL-4 también tiene un efecto similar, pero
mas transitorio. Una linea celular de fibroblastos de pulmén humano (ICIG7) expresa el receptor de la IL-4 de tipo Il
(Jinnin y col., J. Biol. Chem 279:41783-41791, 2004). La exposicion de estas células a IL-13 promueve la secrecion
de una variedad de mediadores profibréticos y de la inflamacién: GM-CSF, G-CSF, integrina betal de VCAM
(Doucet y col., Int. Immunol. 10(10):1421-1433, 1998).

La IL-13 inhibe la produccion de proteinas metaloproteinasas de la matriz 1 y 3 inducidas por IL-1 por los fibroblastos
de la piel que tienden a reducir la degradacién de la matriz EC (Oriente y col., 2000, supra). La IL-13 actta de forma
sinérgica con el TGF-B en fibroblastos humanos obtenidos por biopsia de las vias respiratorias asmaticas para
promover la expresion del inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1 (TIMP-1). La degradacién de la matriz
extracelular es efectuada por las metaloproteinasas de la matriz, que son inhibidas por el TIMP-1. Esta accion de la
IL-13 tiende asi a reducir la degradacién de la matriz (Zhou y col.,, Am. J. Physiol. Cell Physiol. 288:C435-C442,
2005).

La sobreexpresion de IL-13 en ratones transgénicos conduce a la fibrosis subepitelial, la hipertrofia de las células
epiteliales, la hiperplasia de células caliciformes, la deposicion de cristales (quitinasa acida de mamiferos), la
hiperreactividad de las vias respiratorias, la fibrosis intersticial, la hipertrofia de células de tipo 2 y la acumulacion de
surfactante (Zhu y col., 1999 supra).

Las diferentes cepas de ratones tienen diferentes susceptibilidades a la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina.
Los ratones C57B1/6J, que son susceptibles, presentan una rapida regulacion positiva de la IL-13, IL-13Ra e IL-4
(asi como TGFR, TNFRa y receptores de la IL-1) en respuesta a la bleomicina. Los ratones BALB/c, que no son
susceptibles, no muestran regulacion positiva de la IL-13.

Belperio y col., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 27:419-427, 2002, estudiaron la expresion y el papel de la IL-13, la IL-4
y la quimiocina CC C10 en un modelo de ratén de fibrosis inducida por bleomicina. Los niveles de IL-13 y de IL-4 en
tejido pulmonar aumentaron en respuesta a la bleomicina. La neutralizacion previa de la IL-13 utilizando anticuerpos
policlonales anti-IL-13 redujo de manera significativa la fibrosis pulmonar en respuesta a la bleomicina segun la
evaluacion de los niveles de hidroxiprolina en pulmén. A pesar del aumento de la expresion de IL-4 en el mismo
modelo, la neutralizacién de la IL-4 no tuvo ningun efecto sobre la fibrosis pulmonar.

En otro modelo de fibrosis pulmonar aguda inducida por FITC en el ratén BALB/c, la ausencia de IL-13 (en los
knock out), pero no de IL-4, conferia proteccion contra la fibrosis pulmonar. No existe proteccion afadida de
knock out de IL-4 en los knock out para IL-13 (Kolodsick y col., J. Immunol. 172:4068-4076, 2004). El efecto
protector de la ausencia de IL-13 no se debe a una diferencia en el reclutamiento de células al interior del pulmén en
todos los knock out y los numeros de células totales BALB/c reclutados son similares, por lo que el componente
inflamatorio inicial parece ser el no afectado. El reclutamiento de eosindfilos es menor en los knock out para IL-4 y
para IL-13 en comparacion con los ratones BALB/c, pero puesto que los IL-4" no estaban protegidos contra la
fibrosis esto no puede explicar la diferencia de la fibrosis. Tal vez sorprendentemente, no hubo diferencias en los
niveles de citocinas entre IL-13"* y ” incluyendo para IL-10, MCP-1, interferén gamma, TGF-f1. Ademas, se aislo el
mismo nimero de fibroblastos a partir de pulmones de animales diferentes después de la FITC, pero en los ratones
IL-13" la produccion de colageno se redujo. Esto indica que la pérdida de IL-13 no esta simplemente evitando la
respuesta inflamatoria, sino que mas bien esta teniendo un papel antifibrético mas especifico. Se ha sugerido que la
IL-13 podria ejercer su efecto fibrético a través de TGF-B1 (Lee y col., 2001 supra). Sin embargo, en este modelo
con FITC, la expresion de TGF-B1 no se redujo en ratones knock out para IL-13.

Puede esperarse que la interleucina-4 ejerza un efecto similar al de la IL-13 ya que ambas acttan a través del
mismo receptor. IL-4 esta regulada positivamente de manera significativa en los pulmones de ratones con fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina (Gharaee-Kermani y col., Cytokine 2001 15:138-147). Sin embargo, al comparar la
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en ratones C57BL6/J que sobreexpresan IL-4, en los knock out para IL-4 y
en los naturales, Izbicki y col., Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol 283(5):L1110-L1116, 2002, no se encontraron
pruebas de que la IL-4 estuviera implicada en la fibrosis pulmonar. La fibrosis no se encontraba reducida en los
knock out para IL-4, y los ratones que sobreexpresaban IL-4 presentaban niveles aumentados de fibrosis.

Los niveles de citocinas en BAL de IL-13 estan significativamente elevados en pacientes con una variedad de formas
de fibrosis pulmonar, aunque con una considerable variabilidad. La expresion de la IL-13 esta aumentada
positivamente de manera significativa en los macréfagos alveolares obtenidos de pacientes con fibrosis pulmonar.
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La evidencia clinica mas sélida proviene de la investigacién en la Universidad de Michigan. Jakubzick y sus colegas
han estudiado la expresion génica de IL-13 y de IL-4 y sus receptores en biopsias pulmonares quirtrgicas de
pacientes con fibrosis pulmonar. La expresion génica de IL-13 es marcadamente superior en las muestras de
pulmén afectadas por FPI que en los pulmones de pacientes normales o con otras afecciones pulmonares fibréticas.
Los fibroblastos cultivados de pacientes con FPI/NIU muestran una expresion aumentada del receptor de la IL-13 y
de la IL-4, en comparacion con el tejido y los fibroblastos obtenidos de biopsias de pacientes con pulmones
normales o con otras formas de fibrosis pulmonar. En concreto, los focos fibroblasticos, que son presumiblemente el
epicentro de actividad de la enfermedad, se tifien con especial intensidad para estos receptores (Jakubzick y col., J.
Immunol 171:2684-2693, 2003; Jakubzick y col., Am. J. Pathol. 162:1475-1486, 2003; Jakubzick y col., 2004 supra;
Jakubzick y col., 2004 supra; Jakubzick y col., 2004 supra).

Existen pruebas in vitro fiables de que las citocinas Th2 en general, y la IL-13 en concreto, promueven un fenotipo
profibrético. Se ha demostrado en por lo menos dos modelos animales que puede reducirse la fibrosis quimicamente
inducida por eliminacion de la IL-13 (ya sea en knock out para el gen o mediante anticuerpos anti-1L-13). Algunas
pruebas indican que la IL-13 es mas importante en la estimulacion de la fibrosis pulmonar que la IL-4. La evidencia
clinica para el papel de la IL-13 en la fibrosis pulmonar sugiere que la IL-13 y sus receptores no se encuentran
regulados negativamente en los pulmones de pacientes con FPI.

Un cuerpo de datos creciente sugiere un papel importante para las terapias basadas en antagonistas de la IL-13
para el tratamiento de una variedad de afecciones fibréticas, que incluyen la fibrosis hepatica inducida por
esquistosomiasis, y diversas formas de fibrosis pulmonar (por ejemplo, la FPI, la esclerodermia).

Los experimentos en los que se inhibieron la IL-4 y la IL-13 identificaron de forma independiente la IL-13 como la
citocina efectora dominante de la fibrosis en varios modelos (Chiaramonte y col., J. Clin. Invest. 104:777-785, 1999;
Blease y col., 2001 supra; Kumar y col., Clin. Exp. Allergy 32:1104, 2002). En la esquistosomiasis, aunque la
respuesta inflamatoria inducida por el huevo no se vio afectada por el bloqueo de la IL-13, la deposicion de colageno
disminuyé en mas del 85% en animales con infeccion cronica (Chiaramonte y col., 1999 supra; Chiaramonte y col.,
Hepatology 34:273, 2001) a pesar de la produccién continua y no disminuida de IL-4.

Terapia génica.

Los anticuerpos anti-hIL-13Ral de la divulgacién también pueden administrarse a un sujeto en un procedimiento de
terapia génica. En un procedimiento de terapia génica, las células de un sujeto se transforman con acidos nucleicos
qgue codifican los anticuerpos de la invencion. Los sujetos que albergan los acidos nucleicos produciran a
continuacion las moléculas de anticuerpos endégenamente. Previamente, Alvarez, y col., Clinical Cancer Research
6:3081-3087, 2000, introdujeron anticuerpos anti-ErbB2 monocatenarios en los sujetos utilizando un procedimiento
de terapia génica. Los procedimientos desvelados por Alvarez, y col.,, pueden adaptarse facilmente para la
introduccion en un sujeto de acidos nucleicos que codifican un anticuerpo anti-hiL-13Ral de la invencion.

Aunque pueden introducirse en un sujeto acidos nucleicos que codifican cualquier molécula de anticuerpo o
polipéptido de la invencién, en las formas de realizacién concretas, la molécula de anticuerpo es un anticuerpo
monocatenario humano.

Los acidos nucleicos pueden introducirse en las células de un sujeto por cualquier medio conocido en la técnica. En
las formas de realizacion concretas, los acidos nucleicos se introducen como parte de un vector viral. Algunos
ejemplos de virus especificos a partir de los cuales pueden derivarse los vectores son los lentivirus, virus del herpes,
adenovirus, virus adenoasociados, virus vaccinia, baculovirus, alfavirus, virus de la gripe, y otros virus
recombinantes con tropismo celular deseable.

Diversas empresas producen comercialmente vectores virales, que incluyen, pero no se limitan en modo alguno a,
AVIGEN, Inc. (Alameda, CA; vectores AAV), Cell Genesys (Foster City, CA; vectores retrovirales, adenovirales,
lentivirales y vectores AAV), CLONTECH (vectores retrovirales y baculovirales), Genovo, Inc. (Sharon Hill, PA;
vectores AAV y adenovirales), GENVEC (vectores adenovirales), IntroGene (Leiden, Paises Bajos; vectores
adenovirales), Molecular Medicine (vectores retrovirus, adenovirales, AAV, y vectores virales del herpes), Norgen
(vectores adenovirales), Oxford BioMedica (Oxford, Reino Unido; vectores lentivirales), y Transgene (Estrasburgo,
Francia; vectores adenovirales, vaccinia, retrovirales y lentivirales).

Los procedimientos para construir y utilizar vectores virales son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Miller y
col., BioTechniques 7:980-990, 1992). En las formas de realizacion especificas, los vectores virales son defectuosos
para la replicacién, es decir, son incapaces de replicarse de manera auténoma, y por lo tanto no son infecciosos en
la célula diana. Preferentemente, el virus de replicacién defectuosa puede ser un virus minimo, es decir, que
conserva solamente las secuencias de su genoma que son necesarias para la encapsidacion del genoma para
producir particulas virales. También pueden utilizarse virus defectuosos, que carecen totalmente o casi totalmente
de genes virales. El uso de vectores virales defectuosos hace posible su transferencia a las células en una zona
especifica localizada, sin preocuparse de que el vector pueda infectar otras células. Por lo tanto, puede marcarse
especificamente un tejido concreto.

Ejemplos de vectores que comprenden secuencias de ADN de virus atenuados o defectuosos incluyen, pero no se
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limitan a, un vector del virus del herpes defectuoso (Kanno y col., Cancer Gen. Ther. 6:147-154, 1999; Kaplitt y col.,
J. Neurosci. Meth. 71:125-132, 1997 y Kaplitt y col., J. Neuro Onc. 19:137-147, 1994).

Los adenovirus son virus de ADN eucaridtico que pueden ser modificados para suministrar de manera eficaz un
acido nucleico de la invencién a una variedad de tipos de células. Los vectores de adenovirus atenuados, tales como
el vector descrito por Strafford-Perricaudet y col., J. Clin. Invest. 90:626-630, 1992, resultan deseables en algunos
casos. Se han descrito diversos vectores adenovirales minimos y adenovirus de replicacién defectuosa
(W094/26914, WO094/28938, W094/28152, W094/12649, WO095/02697 y WO96/22378). Los adenovirus
recombinantes de replicacion defectuosa de acuerdo con la invencion pueden prepararse mediante cualquier técnica
conocida para un experto en la materia (Levrero y col., Gene 101:195, 1991; EP 185573; Graham, EMBO J. 3:2917,
1984; Graham y col., J. Gen. Virol. 36:59, 1977).

Los virus adenoasociados (AAV) son virus de ADN de tamafio relativamente pequefio que pueden integrarse, de
manera estable y especifica del sitio, en el genoma de las células que infectan. Son capaces de infectar un amplio
espectro de células sin inducir ningin efecto sobre el crecimiento, la morfologia o la diferenciaciéon celular, y no
parecen estar implicados en patologias humanas. Se ha descrito el uso de vectores derivados de los AAV para
transferir genes in vitro e in vivo (véase Daly, y col.,, Gene Ther. 8:1343-1346, 2001, Larson y col., Adv. Exp. Med.
Bio. 489:45-57, 2001, los documentos WO 91/18088 y WO 93/09239; las patentes de EE.UU. N°4.797.368 y
5.139.941 y el documento EP 488528B1).

En otra forma de realizacién, el gen puede introducirse en un vector retroviral, por ejemplo, como se describe en las
patente de EE.UU. N° 5.399.346, 4.650.764, 4.980.289 y 5.124.263; Mann y col., Cell 33:153, 1983; Markowitz y col.,
J. Virol., 62:1120, 1988; los documentos EP 453242 y EP 178220. Los retrovirus son virus de integracion que
infectan células en division.

Puede utilizarse vectores lentivirales como agentes para el suministro directo y la expresion sostenida de acidos
nucleicos que codifican una molécula de anticuerpo de la invencién en varios tipos de tejidos, que incluyen cerebro,
retina, musculo, higado y sangre. Los vectores pueden transducir de manera eficaz células en division y que no
estan en divisién en estos tejidos, y mantener la expresion a largo plazo de la molécula de anticuerpo. Para una
revision, véanse Zufferey y col., J. Virol. 72:9873-80, 1998 y Kafri y col., Curr. Opin. Mol. Ther. 3:316-326, 2001. Las
lineas celulares de empaquetamiento lentivirales estan disponibles y son conocidas generalmente en la técnica.
Facilitan la produccién de altos titulos de vectores lentivirales para la terapia génica. Un ejemplo es una linea celular
de empaquetamiento de lentivirus del pseudotipo VSV-G inducible por tetraciclina que puede generar particulas
virales con titulos superiores a 10° UI/ml durante por lo menos 3 a 4 dias; véase Kafri y col., J. Virol. 73:576-584,
1999. El vector producido por la linea celular inducible puede concentrarse segln resulte necesario para una
transduccion eficaz de células que no estan en division in vitro e in vivo.

El virus Sindbis de miembro del género alfavirus y ha sido estudiado ampliamente desde su descubrimiento en
diversas partes del mundo a partir de 1953. La transduccion de genes en base a alfavirus, especialmente el virus
Sindbis, ha sido bien estudiado in vitro (Microbiol. Rev., 58:491-562, 1994; Bredenbeek y col., J. Virol,
67:6439-6446, 1993; ljima y col., Int. J. Cancer 80:110-118, 1999 y Sawai y col., Biochim. Biophyr. Res. Comm.
248:315-323, 1998). Muchas de las propiedades de los vectores alfavirales los convierten en una alternativa
deseable a otros sistemas de vectores derivados de virus en desarrollo, que incluyen la obtencion rapida por
ingenieria genética de construcciones de expresion, la produccion de altos titulos de reservas de particulas
infecciosas, la infeccion de células que no se estan dividiendo, y los altos niveles de expresién (Strauss y col., 1994
supra). Se ha descrito el uso de virus Sindbis para la terapia génica. (Wabhlfors y col., Gene. Ther. 7:472-480, 2000 y
Lundstrom, J. Recep. Sig. Transduct. Res. 19(1-4):673-686, 1999).

En otra forma de realizacion, puede introducirse en las células un vector por lipofeccién o con otros agentes que
facilitan la transfeccion (péptidos, polimeros, etc.). Pueden utilizarse lipidos catidnicos sintéticos para preparar
liposomas para la transfeccién in vivo e in vitro de un gen que codifica un marcador (Feigner y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84:7413-7417, 1987 y Wang y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7851-7855, 1987). En los documentos
WO 95/18863 y WO 96/17823, y en la patente de EE.UU. N°5.459.127 se describen composiciones y compuesto s
de lipidos Utiles para la transferencia de acidos nucleicos.

También es posible introducir el vector in vivo como un plasmido de ADN desnudo. Los vectores de ADN desnudo
para la terapia génica pueden introducirse en las células hospedadoras deseadas mediante procedimientos
conocidos en la técnica, por ejemplo, electroporacion, microinyeccion, fusién celular, DEAE-dextrano, precipitacion
con fosfato célcico, el uso de una pistola de genes, o el uso de un transportador de vectores de ADN (véase, por
ejemplo, Wilson y col., J. Biol. Chem. 267:963-967, 1992; Williams y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2726-2730,
1991). También pueden utilizarse procedimientos de suministro de ADN mediado por receptores (Wu y col., J. Biol.
Chem. 263:14621-14624, 1988). Las patentes de EE.UU. N°5.580.859 y 5.589.466 desvelan el suministro de
secuencias de ADN exdgeno, libres de agentes que facilitan la transfeccion, en un mamifero. Recientemente se ha
descrito una técnica de transferencia de ADN in vivo de alta eficiencia a voltaje relativamente bajo, denominada
electrotransferencia (Vilquin y col., Gene Ther. 8:1097, 2001; Payen y col., Exp. Hematol. 29:295-300, 2001; Mir,
Bioelectrochemistry 53:1-10, 2001; documentos WO 99/01157, WO 99/01158 y WO 99/01175).
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Las composiciones farmacéuticas adecuadas para tales procedimientos de terapia génica y que incluyen los acidos
nucleicos que codifican un anticuerpo anti-hlL-13Ral de la invencién se encuentran dentro de la divulgacion.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como
limitativos.

Ejemplo 1: Produccién y purificacion de una proteina recombinante basada en la regidon extracelular de
IL-13Ra1 humano

Se transfectd, en células CHO, un vector de expresion pEFBOS-S-FLAG® que incorporaba un ADNc que codifica la
mayor parte de la region extracelular (ECR) de IL-13Ral humano (es decir, los aminoacidos nimero 3 a 317 de la
SEC ID NO: 1) con una fusion FLAG®-marcador y una secuencia sefial de IL-3, para una expresion estable
utilizando procedimientos convencionales. Se purificd la proteina de fusibn marcada con FLAG® en el extremo
N-terminal que incluia la mayor parte de la region extracelular de IL-13Ral humano (denominada "hIL-13Ral.ECR")
(SEC ID NO: 28) a partir de medios de cultivo acondicionados por el clon de células CHO. La proteina purificada se
concentré y se desal6é posteriormente en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), Tween™ 20 al 0,02% vlv,
seguido de esterilizacion mediante filtracion. La recuperacion tipica fue de 0,4 mg de proteina por litro de medio
acondicionado. La proteina se almacend6 a -80T hast a que fuera necesario.

Ejemplo 2: Generacion de lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales humanos
anti-IL-13Ra1 humano

Inmunizacién de ratones transgénicos. Se inmunizaron ratones transgénicos machos y hembras de las cepas HCo7,
HCo012 y HCo7xHCo12 (ratones HUMAB™, Medarex, EE.UU.) con hiL-13Ral.ECR del Ejemplo 1. Para la primera
inmunizacién, se emulsionaron 20-50 ug de hiL-13Ral.ECR en adyuvante completo de Freund (CFA) y se
administré por via intraperitoneal (i.p.). Para un minimo de dos y un maximo de tres inmunizaciones i.p. posteriores,
se emulsionaron 20-50 pg de hiL-13Ral.ECR en adyuvante incompleto de Freund (IFA). Después de la segunda o
tercera inmunizacion con hiL-13Ral.ECR en IFA, se tomaron muestras de suero (plexo retro-orbital) y se sometieron
a ensayo para la determinacion de anticuerpos humanos contra hiL-13Ral.ECR mediante ELISA (véase mas
adelante). Para la generacion de hibridomas se seleccionaron ratones de alta respuesta (titulos séricos
generalmente > 1:3.200). En algunos casos, los animales no utilizados para la generacion de hibridomas en este
momento recibieron inmunizaciones i.p. adicionales con 20-50 pug de hiL-13Ral.ECR en PBS. El suero de estos
animales fue sometido a ensayo nuevamente para la determinacion de anticuerpos humanos contra hiL-13Ral.ECR
mediante ELISA y los ratones de alta respuesta se utilizaron para la generacion de hibridomas. Se reforzé a los
ratones seleccionados para la generacion de hibridomas por via intravenosa con 20-50 pg de hiL-13Ral.ECR 3 a 4
dias antes de la fusién de células de bazo.

ELISA especifico de antigeno. Se evalu6 el liquido sobrenadante de los cultivos de hibridomas (SNF) o el suero de
ratén para la determinacién de los AcMo capaces de unirse al hIL-13Ral.ECR unido a la placa utilizando un formato
de ELISA convencional que incluia el recubrimiento de placas MAXISORP™ de 96 pocillos de fondo plano (NUNC,
Invitro Technologies, #439454) con 50 ul de una solucién que contenia 2,5 pg/ml de hiL-13Ral.ECR diluido en PBS,
durante toda la noche a 4T. Después de lavarse dos veces con PBS, se bloquearon las placas con leche
descremada al 2% p/v en PBS (tampon de bloqueo, 200 pl/pocillo) durante 1 hora a 37C y posteriormente se
lavaron dos veces con PBS que contenia Tween™ 20 al 0,1% v/v (tampdn de lavado). Se afiadieron cincuenta pl de
SNF de hibridoma de ensayo o suero de ratén por pocillo y se incuban las placas a temperatura ambiente durante 1
hora. Se lavaron las placas tres veces. Los AcMo humanos unidos se detectaron utilizando un reactivo secundario
anti-lgG humana conjugada con HRP diluido 1:1.000 en PBS que contenia leche en polvo desnatada al 1% p/v y
Tween™ 20 al 0,1% v/v (50 ul/pocillo, 1 hora a temperatura ambiente). Se lavaron las placas tres veces, se
desarrollaron con sustrato TMB, y se leyeron a OD 450 nm.

Generacion de hibridomas. Se sacrificaron los ratones de alta respuesta seleccionados y se recogieron el bazo y los
ganglios linfaticos pertinentes. La fusién de células de los ganglios linfaticos y del bazo con la pareja de fusién
SP2/0 y la posterior seleccion de hibridomas con HAT (hipoxantina/aminopterina/timidina) (GIBCO, #21060-017) se
realizé de acuerdo con los procedimientos convencionales (Antibodies: A Laboratory Manual: Harlow y Lane. Cold
Spring Harbor Laboratory Press). En resumen, se preparé medio para el cultivo de células después de haberse
completado la fusion. El medio fue medio libre de suero para el cultivo de hibridomas (HSFM) (GIBCO-BRL,
#12045-084) con SFV de IgG ultra baja (SFB) al 5% (GIBCO-BRL, #16250-078), GLUTAMAX™-1 2 mM
(GIBCO-BRL, #35050-061), 50 U/50 ug/ml de penicilina/estreptomicina (GIBCO-BRL, #15070-063) y HAT 1x. Todos
los medios se calentaron a 37<C. Se recogieron las c élulas SP2/0O y se realiz6 un recuento de células viables. Las
células Utiles estaban sanas, se dividian activamente y estaban en fase logaritmica. A este respecto, la viabilidad fue
> 95%. Se cultivaron las células SP2/O en HSFM/SFV de IgG ultra baja al 5% antes de la fusion, y se fraccionaron
1:2 6 1:3 el dia antes de la fusién.

El dia de la fusion, se sacrificaron los animales y se extrajeron inmediatamente los bazos (y, de ser necesario, los
ganglios linfaticos) y se colocaron en medio estéril (modificacién Dulbecco del medio de Eagles (GIBCO-BRL,
#11995-073) o DME) en hielo.
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Se prepard una Unica suspensién de células a partir del bazo, y se lavé dos veces (1.800 rpm durante 7 minutos) en
DME, siendo el segundo lavado en caliente. Posteriormente, las células SP2/O se lavaron tres veces (1.500 rpm, 7
minutos) con DME caliente para eliminar todos los restos de suero.

Las células SP2/0O (108) para un bazo de ratén se utilizaron en 2 fusiones separadas. Las células SP2/0 y las
células de bazo se agruparon en el mismo tubo y se centrifugaron a 2.100 rpm (400 g) durante 5 minutos. Se elimin6
todo el DME, dejando so6lo un sedimento celular combinado.

Se colocaron las células en un bloque de calentamiento a 37C y se afiadid, gota a gota, 1 ml de PEG calie nte al
sedimento celular durante 1 minuto mientras se agitaba el precipitado suavemente con la pipeta. El sedimento se
agitdé suavemente durante otro minuto y se afiadid, gota a gota, 1 ml de DME caliente durante 1 minuto con
agitacion. Se afiadié otro ml mas de DME durante 1 minuto seguido de 20 ml de DME durante 5 minutos, con
agitacion. Se centrifugaron las células durante 5 minutos a 1.500 rpm y se eliminé el sobrenadante. Las células se
resuspendieron suavemente en medio de cultivo y se sembraron a razén de 0,2 ml por pocillo en medio HAT. Las
placas se alimentaron eliminando aproximadamente 0,1 ml de cada pocillo y sustituyéndolos con medio HAT fresco
cada 3 0 4 dias.

Se examind el crecimiento de los hibridomas a los 7-10 dias, con cribado a los 10-14 dias después de la fusién. Para
realizar el cribado para determinar la produccién de anticuerpo, se eliminaron 100 pul de sobrenadante de cada
pocillo para el ensayo. Los positivos se transfirieron a pocillos de 1 ml é 2 ml y, a continuacién, se expandieron
gradualmente a placas de 6 pocillos. Los hibridomas no eran clonales en esta etapa. Después de 14 dias en medio
HAT, los hibridomas se cultivaron en HT (GIBCO-BRL, #11067-030) (HSFM, SFV de IgG ultra baja al 5%, 10 ng/ml
de rhiL-6 (R&D Systems, #206-1L-050) y HT) durante aproximadamente 2 semanas, en esa ocasion sin HT.

Cultivo de hibridomas. Los hibridomas que dieron positivo en los cribados de ELISA de confirmacion primarios y de
seguimiento se clonaron por dilucion limite. Los pocillos de dilucién limite que contenian colonias individuales se
cribaron mediante ELISA y se seleccion6 un pocillo positivo para la expansion y las rondas adicionales de clonacién
por dilucion limite hasta que el 100% de los pocillos dieron positivo.

Para la produccion de liquido sobrenadante (SNF) para la purificacion de anticuerpos se expandieron los hibridomas
en matraces T de 175 cm? (FALCON, #3028) o botellas de cultivo rotatorias (900 sz) (Corning, #430849). Los
medios utilizados para la generacion de los hibridomas SNF fue HSFM complementado con SFV de IgG ultra baja al
5%, glutamina 2 mM y 50 U/50 pg/ml de penicilina/estreptomicina. Se dejaron crecer los hibridomas hasta la
confluencia y se recogieron los medios por centrifugacién aproximadamente 5-10 dias mas tarde, cuando > 90% de
las células estaban muertas. Todos los medios acondicionados se filtraron utilizando un aparato de filtracion
STERICUP™ (MILLIPORE, #SCGPU11RE) (0,45 um) antes de la purificacién del AcMo.

Produccion de los AcMo purificados. Los anticuerpos monoclonales se purificaron a partir de SNF utilizando una
estrategia convencional basada en la cromatografia de afinidad con proteina A.

Ejemplo 3: Identificacion de los anticuerpos monoclonales anti-IL-13Ra1 humano que se unen al dominio 3
de IL-13Ra1 humano.

Se prevé que la region extracelular de IL-13Ral se componga de 3 dominios globulares de fibronectina de tipo 11,
cada uno de aproximadamente 100 aminoacidos de longitud (Arima y col., supra). El dominio de fibronectina de tipo
Il amino-terminal (denominado en el presente documento dominio 1 o D1) es seguido de otros dos dominios de
fibronectina de tipo Il (denominados en el presente documento dominio 2 y dominio 3, o D2 y D3 respectivamente)
gue comprenden un modulo de homologia del receptor de citocina (Wells y de Vos, 1996 supra). Para predecir los
limites de secuencia de cada uno de estos dominios de fibronectina de tipo Ill, se alinearon las secuencias maduras
de las regiones extracelulares de hiL-13Ral y hiL-4Ra. La region extracelular de aproximadamente 200 restos de
hiL-4Ra se compone de un médulo de homologia del receptor de citocina, correspondiente a D2 y D3 de IL-13Ral,
pero no contiene ninglin dominio cadena arriba correspondiente a D1. Por consiguiente, se tomo el primer resto de
hiL-4Ra maduro para definir el limite entre D1 y D2 en la secuencia de hiL-13Ral alineada. A continuacion, se utilizd
el limite entre los dos dominios de fibronectina de tipo Il en IL-4Ra, como se deduce a partir de la estructura
cristalina (Hage et. Al, 1999 supra), para definir el limite entre D2 y D3 en la secuencia de IL-13Ral alineada. Por
consiguiente, D1 de ECR de hIL-13Ral corresponde a los aminoacidos 1 a 100 de la SEC ID NO: 1, D2 a los
aminoéacidos 101 a 200, y D3 a los aminoacidos 201 a 317.

Se construyeron las construcciones codificando (i) toda la regién extracelular de IL-13Ral (es decir, D1-D3), (ii)
D2-D3, (iii) D1, (iv) D2 y (v) D3; en cada caso el fragmento pertinente de la region extracelular se fusioné a través del
extremo C-terminal a un fragmento de la proteina del gen 3 (aminoacidos 249-406) generalmente de acuerdo con el
procedimiento descrito por Lowman y col., Biochem, 30:10832-8, 1991. A continuacion, estos fragmentos diferentes
de la region extracelular de hiL-13Ral se presentaron en la superficie del bacteri6fago M13 y se sometieron a
ensayo para determinar su capacidad de unioén a los AcMo.

Las preparaciones de fagos que presentaban cada una de estas 5 construcciones se sometieron a ensayo mediante
ELISA para determinar la unién a los AcMo inmovilizados en placas de 96 pocillos. En resumen, los AcMo se
adsorbieron pasivamente sobre placas MAXISORP™de 96 pocillos (NUNC) después de la incubacion durante toda
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la noche de 100 pl/pocillo de 10 pg/ml de AcMo anti-IL-13Ral en PBS. Se descartaron las soluciones de
recubrimiento, se bloquearon las placas por incubacién con una solucién de leche descremada en polvo durante 1
hora a temperatura ambiente (5% p/v en PBS; tamp6n de blogueo), y a continuacién se lavaron con PBS que
contenia Tween™ 20 al 0,1% v/v (tampon de lavado). Los sobrenadantes de E. coli, que contenian fagos que
presentaban fragmentos de IL-13Ral, se diluyeron con tampon de bloqueo (0,25 volimenes), y se afiadieron a
pocillos recubiertos con AcMo (100 pl). Después de la incubacién a temperatura ambiente durante 2 horas, se
lavaron las placas 3 veces, y el fago unido se marcé con anticuerpo policlonal IgG anti M13 conjugado con HRP
(AMERSHAM Biosciences), y se detecté afiadiendo sustrato TMB (KPL Inc.). El desarrollo de color del TMB se
interrumpié afiadiendo acido sulfdrico acuoso 2 M, y se midi6 la absorbancia a 450 nm.

Resultados. A partir de la agrupacion de anticuerpos que proporcionaban resultados positivos en el ELISA, se
seleccionaron los AcMo que presentaban una fuerte unioén a las preparaciones de fagos que contenian D3 (es decir,
(i), (ii) y (v) anteriormente indicados). El anticuerpo murino 1D9 que se presenta en el documento WO 03/080675 y
depositado en la ECACC bajo el nimero de referencia de deposito: 03032101 s6lo se unia a preparaciones de fagos
gue contenian D2 al igual que algunos otros anticuerpos de la agrupacién obtenida a partir de la utilizacién de los
ratones transgénicos, que incluye un anticuerpo identificado como 8B4. Los AcMo seleccionados que presentaban
una fuerte unién a D3 incluian los anticuerpos identificados como 4B5, 4E2, 7D12, 8B11 y 15F4. Los hibridomas que
expresan anticuerpos se denominan con los mismos nombres que los anticuerpos, o cuando se ha hecho un
deposito con la ATCC mediante la designacion de depdsito pertinente. En la Tabla 3 se enumeran los hibridomas
depositados.

TABLA 3

AcMo | Designacion de Deposito de la ATCC para el hibridoma

4B5 PTA-6931
8B11 PTA-6936
15F4 PTA-6935

Ejemplo 4: Andlisis de la afinidad de los anticuerpos monoclonales anti-IL-13Ra1 humano por IL-13Ra1
humano

Estudios basados en BIACORE™. Se inmoviliz6 IL-13Ral.ECR humano (40 pg/ml en acetato sédico 20 mM, pH 4,2)
del Ejemplo 1 sobre una microplaca detectora (CM5, Biosensor, Suecia) utilizando la quimica NHS/EDC
convencional de acuerdo con las instrucciones del fabricante a un valor de inmovilizacién establecido de, por
ejemplo, 1.000 RU. Se utilizé6 etanolamina (1,0 M), pH 8,0 para inactivar los ésteres activos residuales tras la
inmovilizacion de hiL-13Ral.ECR.

Se realizd por duplicado el andlisis de la unién de los AcMo de ensayo (intervalo de concentracion de 1,4 nM a
150 nM, diluciones dobles) al hiL-13Ral.ECR inmovilizado. Los sensogramas generados se ajustaron a un modelo
de unién al ligando bivalente para obtener de manera simultanea las tasas de asociacion (ka) y de disociacion (Kq) y
se utilizaron para determinar la afinidad de union (Kp, software Biaevaluation, BIACORE™, Suecia).

Resultados. En la Tabla 4 se presentan los ejemplos de las afinidades de union de los AcMo humanos
anti-IL-13Ral.

TABLA 4

AcMo Afinidad (Kp)

4B5 | ~485pM (n = 2)

8B11 | ~288pM (n = 2)

15F4 | ~2,17nM (n = 2)

Ejemplo 5: Analisis de la unién de los anticuerpos monoclonales anti-IL-13Ra1 humano a IL-13Ra1 de
Macaco cynomolgus y raton

Se cloné un ADNc que codificaba el IL-13Ral de macaco cynomolgus (cylL-13Ral) mediante PCR utilizando ARNm
extraido de bazo y médula 6sea de cynomolgus. La secuencia madura estaba altamente conservada entre el
IL-13Ral humano y de cynomolgus con una identidad de aminoacidos de aproximadamente el 97% (véase el N° de
acceso del GENBANK AAP78901).
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Para la produccién de la proteina IL-13Ral.ECR de cynomolgus purificada, se clon6 un ADNc que codificaba
IL-13Ral1.ECR de cynomolgus (aminoacidos 9 a 325 con N° de acceso del GENBANK AAP78901 o aminoacidos 1 a
317 de la SEC ID NO: 2) en el vector pEFBOS-S-FLAG® para la expresién como una proteina de fusion marcada
con FLAG® en el extremo N-terminal basicamente como se ha descrito anteriormente para la hiL-13Ral.ECR.

También se expreso IL-13Ral.ECR de raton (aminoacidos 27 a 344 con N°de acces o del GENBANK 009030 o los
aminoacidos 1 a 318 de la SEC ID NO: 3) y se purific6 como una proteina de fusion marcada con FLAG® en el
extremo N-terminal (mIL-13Ral.ECR) basicamente como se ha descrito anteriormente.

Se evalué la reactividad cruzada potencial de los AcMo generados contra hiL-13Ral.ECR con IL-13Ral.ECR de
ratén y de cynomolgus mediante un procedimiento basado en BIACORE™. Las IL-13Ral.ECR humana, de ratén, y
de cynomolgus purificadas se inmovilizaron individualmente a tres canales de una microplaca detectora (CM5,
BIACORE™, Suecia) utilizando la quimica de inmovilizacion convencional. Se evaluaron los anticuerpos
monoclonales (intervalo de concentracion de 312,5nM a 125 pM) para determinar la unién a los receptores de
manera simultanea a un caudal de 15 pl/minuto. El andlisis de la afinidad de los AcMo se realizé6 como se ha descrito
en el Ejemplo 4 anteriormente indicado.

Resultados. De manera algo sorprendente, dado el grado de identidad de secuencias entre el receptor humano y el
de cynomolgus, una serie de AcMo presentaron una unién diferencial significativa (Tabla 5). Por ejemplo, el AcMo
8B11 mostrdé escasa union, de haberla, al receptor de cynomolgus. Por el contrario, otros AcMo tales como el AcMo
de ratén, 1D9, se unia por igual a los receptores humanos y de cynomolgus, mientras que el AcMo 8B4 parecia
mostrar cierta preferencia por el receptor de cynomolgus. Los AcMo 4B5, 8B11 y 15F4 mostraron una union
insignificante a los receptores de raton.

TABLA 5
Afinidad (Kp) nM
AcMo
IL13Ra.ECR de cynomolgus | IL13Ra.ECR humano
8B11 850 ~0,288
8B4 0,59 4,6
1D9 0,247 0,207

Ejemplo 6: Analisis de la capacidad de los anticuerpos monoclonales anti-IL-13Ra1 humano para inhibir las
respuestas celulares mediadas por IL-13 e IL-4

Ensayo de eotaxina de fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF). Se ha demostrado que las células NHDF
producen eotaxina en respuesta a IL-13 y los AcMo dirigidos contra el IL-13Ral pueden inhibir esta respuesta.

Se cultivaron células NHDF (Cambrex, #CC-2509) en medio FGM (Cambrex, #CC3132), complementado con los
aditivos recomendados de acuerdo a las instrucciones del fabricante (medio completo). Se transfirieron las células
1:3 6 1:5 una vez por semana y se monitorizaron para determinar la capacidad de respuesta a la IL-13 antes de su
uso. Para evaluar la actividad antagonista de los AcMo especificos para hiL-13Ral, se resuspendieron las células a
una concentracion de 2x10°/ml en medio completo que contenia 20 ng/ml de PMA (SIGMA, #P8139) y 20 pug/ml de
polimixina (SIGMA, #P4932) y se sembraron en placas de fondo plano de 96 pocillos (COSTAR, #3595) a una
concentracion de 1x10° células/pocillo. Se afiadieron a las células titulos de anticuerpos y se incubaron durante 30
minutos, a 37C con CO; al 5% en aire humidificado. A continuacién se afiadié IL-13 recombinante (humana o de
primate no humano) a las placas a una concentracion final de 30 ng/ml y se incubaron durante toda la noche a 37C
con CO; al 5% en aire humidificado. Para los ensayos inducidos por IL-4, se afiadié a las placas IL-4 recombinante
(PHARMINGEN) a una concentracion final de 0,5 ng/ml en lugar de la IL-13. A continuacion, se eliminaron los
sobrenadantes y se sometieron a ensayo para determinar el contenido eotaxina mediante ELISA.

Protocolo de ELISA para eotaxina. Se recubrieron placas IMMULON®-4 (DYNATECH, #3855) con 4 pug/ml de
anticuerpo anti-eotaxina humana de ratén (R&D Systems, MAB320) en PBS (INVITROGEN, #14190-144), durante
toda la noche a 4C. Se bloquearon las placas (200 pl/pocillo, TBS complementado con BSA al 1% y Tween 20™ al
0,05%) durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron tres veces (tampén de lavado, TBS mas Tween 20™ al
0,05%). Se afadi6 SNF de ensayo de células NHDF (50 pl/pocillo), se incubaron las placas durante 2 horas a
temperatura ambiente y posteriormente se lavaron tres veces. Se afiadio anticuerpo anti-eotaxina humana biotinilado
(R&D Systems, BAF320) a 200 ng/ml en tampon de bloqueo, 60 ml/paocillo, y se incubaron las placas durante 1 hora
a temperatura ambiente. Se lavaron las placas tres veces y se afiadié estreptavidina-europio (#1244-360, Wallac),
100 ng/ml en tampon de europio (100 pl/pocillo). Se incubaron las placas durante 20 minutos a temperatura
ambiente y se lavaron tres veces. Se afiadié soluciéon de contraste (#12244-105, Wallac), 150 pl/pocillo, y se
incubaron las placas 1 hora a temperatura ambiente. El andlisis se llevé a cabo a través de fluorescencia retardada
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utilizando un lector de placas VICTOR (PERKIN ELMER). Se utilizé eotaxina humana recombinante (R&D Systems,
#320-EO) para establecer una curva de calibracion. Los resultados de este analisis indicaban que el valor ECsg del
anticuerpo monoclonal 8B11 era de 21 pg/ml contra la IL-13 y de 2,9 pg/ml contra la IL-4.

Ensayo de fosforilacion de STAT6 Inducida por IL-13/IL-4 de NHDF. La fosforilacién de STAT6 (pSTAT6) es un
elemento esencial de la transduccién de sefales de IL-13/IL-4 y se produce a los pocos minutos de la dimerizacién
del receptor. Los AcMo especificos de IL-13Ral pueden bloquear la fosforilacion de STAT6 en respuesta a IL-13 y/o
IL-4.

De esta manera, se sembraron 2x10° células NHDF en 50 pl de medio RPMI (#22400-071, INVITROGEN) en placas
de PCR de polipropileno con fondo en V de 96 pocillos (#1442-9596, USA scientific), y se afadieron AcMo
anti-IL-13R a la concentracién necesaria en 25 pl. Se incubaron las placas durante 30 minutos a 4C. Se afiadié
hIL-13 (100 ng/ml) o hiL-4 (PHARMINGEN) (0,5 ng/ml) recombinante en 25 pl y se calentaron las placas a 37C en
una maquina de PCR durante 20 minutos. Después de 20 minutos, se afiadié un volumen igual de tampén de lisis
2X (HEPES 100 mM, NaCl 200 mM, Triton™ al 2% v/v X100, NaF 100 mM, DTT 10 mM, inhibidores de la proteasa)
y se midi6 la pSTAT6 mediante ELISA.

Protocolo de ELISA para STAT6. Se recubrieron placas IMMULON®-4 (#3855, DYNATECH) con STAT6 fosforilado
anti-humano (621995, BD Transduction Labs) a una concentracion de 10 pg/ml en PBS (#14290-144, INVITROGEN)
(50 ul/pocillo) durante toda la noche a 4C. Se bloquearon las placas (200 ul/pocillo, TBS complementado con BSA
al 1% y Tween 20™ al 0,05%) durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron tres veces (tampén de lavado,
TBS mas Tween™ 20 al 0,05% v/v). Se afiadieron los lisados de ensayo a una concentracion de 50 pl/pocillo, se
incubaron las placas durante 2 horas a temperatura ambiente y se lavaron tres veces. Se afiadid biotina-anti-STAT6
(621141BD Transduction Labs, conjugado con biotina en una relacién molar 20:1) a 2 pg/ml en tampén de bloqueo
(60 pl/pacillo) y se incubaron las placas durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron las placas tres veces, se
afnadié estreptavidina-europio (#1244-360, Wallac) a una concentracion de 100 ng/ml en tamp6n de europio
(100 pl/pocillo), y se incubaron las placas durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las placas tres
veces, se afiadié solucién de contraste (#12244-105, Wallac) (150 ul/pocillo), y se incubaron las placas 1 hora a
temperatura ambiente. El andlisis se llevo a cabo a través de fluorescencia retardada utilizando un lector de placas
VICTOR (PERKIN ELMER).

Los resultados de este analisis indicaban que el valor de la CEsg del anticuerpo monoclonal 8B11 era de 7,9 ug/ml
contra la IL-13 y de 5,3 pg/ml contra la IL-4.

Ejemplo 7: Uniéon competitiva de los AcMo a hiL-13Ra1

Estrategia basada en ELISA. Para el analisis de competicién basado en ELISA, la unién del AcMo de ensayo
biotinilado (concentracion de subsaturacion, biotinilado utilizando los procedimientos convencionales) al
hIL-13Ral.ECR unido a la placa, en presencia de un segundo AcMo no marcado de titulacion, se evalué como
sigue. Se recubrieron placas MAXISORP™ de 96 pocillos de fondo plano (NUNC) con 50 ul de una soluciéon que
contenia 2,5 pg/ml de hiL-13Ral.ECR diluido en PBS, durante toda la noche a 4C. Desp ués de lavarse dos veces
en PBS, se bloguearon las placas con leche desnatada al 2% p/v en PBS (tampon de bloqueo, 200 pl/pocillo)
durante 1 hora a 37T, a continuacion se lavaron dos veces mas en PBS, Tween™ 20 al 0,1% v/v (tampén de
lavado). Se afiadieron, por pocillo, cincuenta pl, que contenian AcMo de ensayo biotinilado a una concentracion de
subsaturacién predeterminada y AcMo competidor no marcado de titulacién, y se incubaron las placas a temperatura
ambiente durante 1 hora. Se lavaron las placas tres veces. Los AcMo biotinilados unidos se detectaron utilizando un
reactivo secundario de estreptavidina conjugada con HRP diluido 1:1.000 en PBS, leche desnatada al 1% pl/v,
Tween™ 20 al 0,1% v/v (50 ul), 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron las placas tres veces, se desarrollaron
con sustrato TMB, y se leyé la OD a 450 nm.

Resultados. La union de 4E2 biotinilado se sometié a competiciéon mediante 4E2 no marcado asi como mediante
4B5, 8B11 y 15F4, pero no mediante 8B4. Los AcMo 8B4, y el AcMo de ratén 1D9, compitieron entre si.

Ejemplo 8: Mapeo de epitopos

Mapeo fino de epitopos: andlisis de union del AcMo a proteinas IL-13Ral humano/de raton quiméricas presentadas
en fagos. Se utiliz6 mutagénesis para la seleccion de homdlogo (Cunningham BC y col., Science,
10;243(4896):1330-6 (1989)) para definir adicionalmente los epitopos en hiL-13Ral para la unién a los diferentes
AcMo. Como se ha indicado anteriormente, se sabia que los AcMo no se unen a IL-13Ral murino. Los segmentos
individuales de las secuencias (5 a 9 restos de aminoacidos de longitud) derivados de D3 de la regién extracelular
de IL-13Ral murino (Figura 1) se sustituyeron sistematicamente por toda la secuencia de la regién extracelular de
IL-13Ral humano para producir un conjunto de 11 receptores quiméricos; es decir, cada receptor quimérico incluia
la secuencia de la region extracelular del receptor humano con un segmento de 5 a 9 restos de aminoacidos
sustituidos por el segmento correspondiente de la secuencia de la regién extracelular de ratén; por ejemplo, HM1 es
la region extracelular de IL-13Ral humano con el segmento subrayado del IL-13Ral murino identificado como HM1
en la Figura 1 que sustituye el segmento correspondiente de la regién extracelular del IL-13Ral humano. A
continuacién, se analiz6 cada AcMo contra el panel de proteinas receptoras quiméricas para determinar qué
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receptores mutantes presentaban unién reducida.

Preparacion del panel de proteinas IL-13Ral humano/de ratén y ensayo de ELISA. El panel de 11 proteinas
IL-13Ral quiméricas se presento en el bacteri6fago M13 como fusiones a la proteina de cubierta del gen 3 y se
sometieron a ensayo para determinar la unién a los AcMo anti-IL-13Ral humano. También se sometieron a ensayo
las proteinas receptoras quiméricas para determinar la uniéon al AcMo de referencia 8B4, que se une a D2 de la
region extracelular de IL-13Ral, y cuya unién no se vio por tanto afectada por las mutaciones.

Las preparaciones de fagos que presentaban proteinas IL-13Ral quiméricas se sometieron a ensayo mediante
ELISA para determinar la union a los AcMo inmovilizados. En resumen, los AcMo se adsorbieron pasivamente sobre
placas MAXISORP™ de 96 pocillos (NUNC) después de la incubacion durante toda la noche de 100 pl/pocillo de
2,5 pg/ml de AcMo diluido en tampdn PBS. Se descartaron las soluciones de recubrimiento, se bloguearon las
placas por incubacién con tampon de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente, a continuacion se lavaron una
vez con tampon de lavado. A continuacion, las muestras de fagos sometidas a dilucion seriada con leche
descremada en polvo al 1% p/v en PBS (tampén de dilucién) se transfirieron a placas recubiertas con AcMo
(100 pl/pocillo). Después de la incubacion a temperatura ambiente durante 2 horas, se lavaron las placas 3 veces, y
el fago unido se marcé con anticuerpo policlonal IgG anti M13 conjugado con HRP, y se detecté afiadiendo sustrato
TMB. El desarrollo de color de TMB se interrumpié afiadiendo acido sulfdrico acuoso 2 M, y se midié la absorbancia
a 450 nm.

Analisis de datos. Para cada uno de HM1 a HM11, la dilucién de la reserva de fago que dio como resultado una
sefial de ELISA media maxima para la unién a un AcMo de ensayo dado (CEsp) se dividié por CEso.rer; dando como
resultado la dilucién de la reserva de fago una unién media maxima al AcMo de referencia 8B4. Para cada AcMo
sometido a ensayo, los valores ECso/ECso-rer NO difirieron en mas de 10 veces en las construcciones de receptores
guiméricos, salvo donde las mutaciones parecian disminuir significativamente la unién del receptor al AcMo. Una
disminucion significativa era por lo general mas de una reduccion de 10 veces en la unién entre un anticuerpo y un
receptor quimeérico concreto, en comparacion con la union entre el anticuerpo y otros receptores quiméricos donde
las mutaciones tenian poco o ningln efecto y la unién del anticuerpo fue basicamente equivalente a la observada
para el receptor natural.

Resultados. En la Tabla 6 se enumeran las proteinas quiméricas que mostraban una disminucién significativa en la
afinidad de unién al AcMo. La mayoria de las proteinas receptoras quiméricas mantienen alta afinidad de unién a los
AcMo sometidos a ensayo. Se observé una unién reducida para los AcMo a los receptores quiméricos HM5 y HM6.
Las tendencias generales puestas de manifiesto por estos datos indican que uno o varios de los restos de IL-13Ral
humano Val248, Phe249, Tyr250, GIn252, Ala254, Glu257, Pro259 son importantes para la unién por parte de
algunos anticuerpos contra el dominio 3. No se observo reduccién en la unién para el AcMo de referencia 8B4 o el
AcMo murino 1D9.

TABLA 6

AcMo | IL-13Ral quimérico

4B5 | HM5, HM6

4E2 | HM5, HM6

7D12 | HM5, HM6

8B11 | HM5, HM6

15F4 | HM5, HM6

Mapeo fino de epitopos: andlisis de la union del AcMo a mutantes puntuales presentados en fagos de IL-13Ral
humano. Para definir los restos de IL-13Ral especificos que contribuyen a la unién al AcMo, se hicieron
sustituciones de aminoéacidos individuales a la secuencia de la region extracelular de IL-13Ral humano. Las
mutaciones puntuales se hicieron en las regiones donde la secuencia del receptor humano diferia de la de HM5 y
HM®6. Por consiguiente, se prepararon los siguientes 7 mutantes puntuales de la regién extracelular de hiL-13Ral
mediante mutagénesis dirigida: i) Val248Ala, ii) Phe249Ala, iii) Tyr250Ala, iv) GIn252Ala; v) Ala254Asp; vi)
Glu257Ala; vii) Pro259Ala. Los péptidos IL-13Ral mutantes se presentaron en fagos y se sometieron a ensayo
mediante ELISA para determinar la unién a los AcMo de ensayo inmovilizados en placas de 96 pocillos, de acuerdo
con el mismo procedimiento descrito anteriormente para las proteinas quiméricas de humano-raton. También se
evalué el AcMo de referencia 8B4. Los datos de la unién obtenidos mediante ELISA se analizaron de la misma
manera que para las proteinas quiméricas de humano-raton.

Resultados. En la Tabla 7 se muestran las mutaciones puntuales que mostraron una disminucion significativa en la
unién a AcMo.
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TABLA 7

AcMo IL-13Ral mutante

4B5 Phe249Ala; Tyr250Ala; GIn252Ala

4E2 Phe249Ala; Tyr250Ala; GIn252Ala

7D12 | Tyr250Ala; GIn252Ala; Ala254Asp

8B11 | Phe249Ala; Tyr250Ala; GIn252Ala

15F4 | Phe249Ala; Tyr250Ala; GIn252Ala; Ala254Asp

Ejemplo 9: Clonacién y secuenciacion de las regiones variables del anticuerpo humano

Se prepar6 ARN mensajero a partir de células de hibridoma que producian el AcMo y se sometié a transcripcion
inversa utilizando un cebador oligo-dT para producir ADNc. Se utilizaron cebadores de PCR parcialmente
degenerados en base a la secuencia de aminoacidos amino-terminal y el isotipo de anticuerpo para amplificar los
dominios variables de la cadena pesada y ligera maduras e incorporar los sitios de las enzimas de restriccién para la
clonacion. Los productos de la PCR y los clones posteriores se secuenciaron para poner de manifiesto la secuencia
de aminoacidos de las regiones variables de 4B5, 8B11 y 15F4. Cuando la secuencia N-terminal correspondia a la
secuencia del cebador pero diferia de la linea germinal, la secuencia se corrigié a la linea germinal. Para el AcMo
4B5, se identifico un pseudogen para la cadena ligera y se necesitd una secuenciacion adicional.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de 4B5 se muestran en la
Figura 2 y enlas SEC ID NO: 21 y 4, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoéacidos de la region variable de la cadena pesada de 8B11 se muestran en la
Figura 3y enlas SEC ID NO: 25y 8, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de 15F4 se muestran en la
Figura 4 y en las SEC ID NO: 29 y 12, respectivamente. Las secuencias de nucle6tidos y aminoéacidos de la region
variable de la cadena ligera de 15F4 se muestran en la Figura 5y en las SEC ID NO: 33 y 16, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada 4B5 con las secuencias conocidas de la
cadena pesada de la inmunoglobulina de la linea germinal humana demostr6 que esta cadena pesada del
anticuerpo utiliza un segmento Vy 3-30.3 de la linea germinal humana V.

La comparacion de la secuencia de la inmunoglobulina de cadena pesada 8B11 con las secuencias conocidas de la
cadena pesada de la inmunoglobulina de la linea germinal humana demostr6 que esta cadena pesada del
anticuerpo utiliza un segmento Vy de la linea germinal humana Vy 3-30.3.

La comparacion de la secuencia de la inmunoglobulina de cadena pesada 15F4 con las secuencias conocidas de la
cadena pesada de la inmunoglobulina de la linea germinal humana demostr6 que esta cadena pesada del
anticuerpo utiliza un segmento V4 de la linea germinal humana Vy 3-33.

La comparacion de la secuencia de la inmunoglobulina de cadena ligera 15F4 con las secuencias conocidas de la
cadena ligera de la inmunoglobulina de la linea germinal humana demostré que esta cadena ligera del anticuerpo
utiliza un segmento V. de la linea germinal humana V. VKIII A27.
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Pro

Ile

Ser

160

Val

Asn



Ile

Asn

Gln

225

Ser

Gln

val

Lys

Ser

305

Thr

Len

Pro

Asp

Glu

385

Gln

<210>3
<211> 398

<212> PRT

Val

Leu

210

Asn

Gln

Asn

Pro

Thr

290

Gln

Met

Leu

Asp

Thr

370

Glu

Pro

195

Ser

Phe

Thr

Pro

Gly

275

Asn

Glu

Leu

Leu

Pro

355

Leun

Thr

<213> Mus musculus

<400> 3

Leu

Phe

Ile

Glu

Glu

260

Val

Lys=s

Met

Leu

Tyr

340

Gly

His

Asp

Thr

His

Ser

Thr

245

Phe

Leu

Leu

Ser

Ile

325

Leu

Lys

Trp

Ser

ES 2388567 T3

Ser

Asn

Arg

230

His

Glu

Pro

Cys

Ile

310

Val

Lys

Ile

Lys

Val
390

Arg

Gly

215

Cys

Asn

Arg

Asp

Tyr

295

Gly

Pro

Arg

Phe

Lys

375

val

Val
200

Asp

Leu

val

Asn

Thr

280

Glu

Lys

Val

Leu

Lys

360

Tyr

Leu

42

Lys

Leu

Phe

Phe

Val

265

Leu

Asp

Lys

Ile

Lys

345

Glu

Asp

Ile

Pro

His

Tyr

Ser

250

Glu

Asn

Asp

Arg

Val

330

Ile

Met

Ile

Glu

Asp

Val

Glu

235

Val

Asn

Thr

Lys

Asn

315

Ala

Ile

Phe

Tyx

Asn
395

Pro Pro
205

Gln Trp
220

Val Glu

Gln Glu

Thr Ser

Val Arg
285

Leu Trp
300

Ser Thr

Gly Ala

Ile Phe

Gly Asp
365

Glu Lys
380

Leu Lys

His

Glu

Val

Ala

Cys

270

Ile

Ser

Leu

Ile

Pro

350

Gln

Gln

Lys

Ile

Asn

Asn

Lys

255

Phe

Arg

Asn

Tyr

Iie

335

Pro

Asn

Thr

Ala

Lys

Pro

Asn

240

Cys

Met

Val

Trp

Ile

320

Val

Ile

Asp

Lys

Ser
400



Thr

Leu

Asn

Lys

Lys

65

Lys

Pro

Tyr

His

Cys

145

Leu

Val

Leu

Leu

Arg
225

Glu

Cys

Cys

Ile

50

Tle

Pro

Glu

Met

Tyr

130

Glu

Thr

Lys

Thr

Lys

210

Ser

Val

Thr

Thr

35

Ala

Cys

Ser

Ser

Lys

115

Thr

Asn

Lys

Asp

Ser

195

Asn

Arg

Gln

Ile

20

Leu

Pro

Leun

Pro

Ala

100

Leu

Ile

Val

Asn

180

Tyr

Gly

Cys

Pro

Ile

Arg

Glu

Gln

Leu

85

Val

Ser

Tyr

Tyr

Glu

185

Ala

Val

Ala

Leu

ES 2388567 T3

Pro

Trp

Tyr

Thr

Val

70

Val

Thr

Trp

Tyxr

Arg

150

Pro

Gly

Lys

Leu

Thr
230

Val

Thrx

Phe

His

55

Gly

Lys

Glu

Leu

Trp

135

Glu

Ser

Lys

Pro

Leu

215

Tyr

Thr
Trp
Ser
40

Arg
Ser
Lys
Leu
Pro
120
Tyr
Gly
Phe
Ile
Asp
200

Val

Glu

43

Asn

Ser

25

His

Lys

Gln

Cys

Lys

105

Gly

Ser

Gln

Giu

Arg

185

Pro

Gln

Val

Leu

10

Pro

Phe

Glu

Cys

Tle

90

Cys

Arg

Ser

His

His

170

Pro

Pro

Trp

Glu

Ser
Pro
Asp
Glu
Ser
75

Ser
Ile
Asn
Leu
Ile
155
Gln
Ser
His
Lys

vVal
235

Val

Glu

Asp

Leu

60

Ala

Pro

Trp

Thr

Glu

140

Ala

Asn

Cys

Ile

Asn

220

Asn

Ser

Gly

Gln

45

Pro

Asn

Pro

His

Ser

125

Lys

Cys

Val

Lys

Lys

205

Pro

Asn

Val

Ala

30

Gin

Leu

Glu

Glu

Asn

110

Pro

Ser

Ser

Gln

Ile

150

His

Gln

Thr

Glu

15

Ser

Asp

Asp

Ser

Gly

95

Leu

Asp

Arg

Phe

Ile

175

Val

Leu

Asn

Gln

Asn

Pro

Lys

Glu

Glu

80

Asp

Ser

Thr

Gln

Lys

160

Met

Ser

Leu

Phe

Thr
240



10

Asp

Glu

Val

Lys

Gln

305

Leu

Tyr

Gly

His

Asp
385

<210>4
<211>121
<212> PRT

Arg

Ser

Leu

Leu

290

Ser

Thr

Leu

Lys

Trp

370

Ser

His

Asp

Ala

275

Cys

Ile

Ile

Lys

Ile

355

Lys

Val

Asn

Arg

260

Asp

Phe

Gly

Pro

Arg

340

Phe

Lys

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH de 4B?5 sintético

<400> 4

Gln Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Ala Met His Trp

35

Ile

245

Asn

Ala

Asp

Lys

Val

325

Leu

Lys

Tyr

Leu

ES 2388567 T3

Leu

Met

Val

Asp

Glu

310

Phe

Lys

Glu

Asp

Ile
390

Glu

Glu

Tyr

Asn

295

Gln

Val

Ile

Met

Ile

375

Glu

Val Glu Ser

5

Val

Gly

Thr

280

Lys

Asn

Ala

Ile

Phe

360

Tyxr

Asn

Gly

Ser Cys Ala Ala

Glu Glu
250

Thr Ser
265

Val Arg

Leu Trp

Ser Thr

Val Ala

330

Ile Phe

345

Gly Asp

Glu Lys

Len Lys

Asp

Cys

Val

Ser

Phe

315

Val

Pro

Gln

Gln

Lys
395

Lys

Phe

Arg

Asp

300

Tyr

Tle

Pro

Asn

Ser

380

Ala

Cys

Gln

Val

285

Trp

Thr

Ile

Ile

Asp

365

Lys

Ala

Gly Gly Val Val Gln

10

Ser Gly Phe Ile

25

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly

40

44

Phe

Len
45

Gln

Leu

270

Lys

Ser

Thr

Leu

Pro

350

Asp

Glu

Pro

Pro

Ser
30

Glu

Asn
255

Pro

Thr

Glu

Met

Leu

335

Asp

Thr

Glu

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Gly

Asn

Ala

Leu

320

Phe

Pro

Leu

Thr

Arg

Tyr

Leu
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15

20

25

30

35

Thr

Lys
65

Leu

Ala

Gln

<210>5
<211>10
<212> PRT

Ile Ile

50

Gly Arg

Gln Met

Arg Glu

Gly Thr
115

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Thr

Ser

85

Gly

Val

<223> CDR1 de VH de 4BS5 sintético

<400> 5

<210>6
<211>17
<212> PRT

ES 2388567 T3

Asp Gly
55

Ile Ser

70

Leu Arg

His Tyr

Thr Val

Ser

Arg

Val

Tyr

Ser
120

Asp Lys Tyr Tyr
60

Asp Asn Ser Lys
75

Glu Asp Thr Ala
90

Tyr Asn Gly Met
105

Ser

BAla Asp

Lys Thr

Leu Tyr

Asp Val
110

Gly Phe Ile Phe Ser Ser Tyr Ala Met His

1

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de VH de 4B?5 sintético

<400> 6

5

10

Ser Leu

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Trp Gly

Ile Ile Ser Asp Asp Gly Ser Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Leu Lys

1

Gly

<210>7
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> CDR3 de VH de 4BS5 sintético

<400> 7

1

45

10

0

Glu Gly Gly His Tyr Tyr Tyr Asn Gly Met Asp Val
5

15



10

15

20

25

30

<210>8
<211>121
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH de 8B11 sintético

<400> 8
Gln Ile
1

Ser Leu

Ala Met

Thr Ile
50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>9
<211>10
<212> PRT

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR1 de VH de 8B11 sintético

<400> 9

<210> 10
<211>17
<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Val

Ser

Val

Asp

Thr

Ser

85

Gly

Val

ES 2388567 T3

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Tyr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Gly
10

Gly

Lys

Asn

Asp

Asn

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

15

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Val

Asp

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met His

1

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de VH de 8B11 sintético

5

46

10

Pro

Ser

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leun

Tyr

95

Trp

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



10

15

20

25

<400> 10

Ile Ile Ser Asp Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Bla Ser Val Gln

1 5

Gly

<210> 11

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de VH de 8B11 sintético

<400> 11

Glu Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Gly Met Asp Val

1

<210>12

<211>121

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH de 15F4 sintético

<400> 12

ES 2388567 T3

5

47

10

10

15



10

15

20

Gln

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gln

<210>13
<211>10
<212> PRT

Val

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr
115

Leu

Leu

20

Txrp

Trp

Phe

Asn

Ser
100

Met

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Ser

Val

Asp

Thr

Ser

85

Asn

Val

ES 2388567 T3

Glu

Cys

Asp

Ile

70

Leu

Asn

Thr

<223> CDR1 de VH de 15F4 sintético

<400> 13

<210> 14
<211>17
<212> PRT

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Val

Gly

Ala

Ala

40

Serxr

Arg

Val

Tyr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Val
105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Sar

75

Thr

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Asn

Val

Asp

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met His

1

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de VH de 15F4 sintético

<400> 14

5

48

190

Pro Gly
15

Ser Ser
30

Glu Trxp

Val Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Ile Trp
110

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys
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15

20

25

30

ES 2388567 T3

Val Ile Trp Asp Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Glu Val Ser Val Lys

1

Gly

<210> 15
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> CDR3 de VH de 15F4 sintético

<400> 15

<210> 16
<211>108
<212> PRT

10

Asp Ser Asn Asn Trp Tyr Val Gly Val Phe Asp Ile

1

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VL de 15F4 sintético

<400> 16
Glu
1

Glu

Tyr

Ile

Gly
65

Pro

Phe

<210> 17
<211>12
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

FPhe

Gly
100

<213> Secuencia artificial

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Pro

Gln

Sex

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

5

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

49

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Asp

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gin

Ile

10

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

15

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro
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<220>
<223> CDR1 de VL de 15F4 sintético

<400> 17

Arg BAla Ser Gln Ser Val Ser Ser Thr Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de VL de 15F4 sintético

<400> 18

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thx
1 5

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de VL de 15F4 sintético

<400> 19

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Phe Thr
1 5

<210> 20

<211> 324

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hlL-13Ralfa 1.ECR marcado con FLAG en el extremo N-terminal sintético

<400> 20

50



Asp

Thr

Trp

Ser

Arg

65

Ser

Lys

Leu

Pro

His
145

Tyx

Asn

Asn

His

50

Ser

Gln

Cys

Gln

Gly

130

Arg

Lys

Leu

Pro

35

FPhe

Ile

Cys

Ile

Cys

115

Arg

Sex

Asp

Ser

20

Pro

Gly

Glu

Ser

Ser

100

Ile

Asn

Leu

Asp

Val

Glu

Asp

Val

Thr

85

Pro

Trp

Thr

Glu

ES 2388567 T3

Asp

Ser

Gly

Lys

Pro

70

Asn

Pro

His

Ser

Lys
150

Glu

Val

Ala

Gln

55

Leu

Glu

Glu

Asn

Pro

135

Ile

Ser

Glu

Ser

40

Asp

Asn

Ser

Gly

Leu

120

hsp

His

51

Arg

Asn

25

Ser

Lys

Glu

Glu

Asp

105

Ser

Thr

Gln

Thr

10

Leu

Asn

Lys

Arg

Lys

90

Pro

Tyr

Asn

Cys

Glu

Cys

Cys

Ile

1le

75

Pro

Glu

Met

Tyr

Glu
155

Thr

Thr

Ser

Ala

60

Cys

Ser

Ser

Lys

Thr

140

Asn

Gln

Val

Leu

45

Pro

Leu

Ile

Ala

Cys

125

Leu

Ile

Pro

Ile

30

Trp

Glu

Gln

Leu

Val

110

Ser

Tyr

Phe

Pro

15

Trp

Tyr

Thr

Val

Val

95

Thr

Trp

Tyr

Arg

Val

Thr

Phe

Arg

Gly

80

Glu

Glu

Leu

Trp

Glu
160



10

Gly

Ser

Lys

Pro

Tyr

225

Tyr

Tyr

Glu

Asn

Asp

305

Arg

<210>21
<211> 363
<212> ADN

Gln

Phe

Ile

Asp

210

Val

Glu

Val

Asn

Thr

230

Lys

Asn

Tyr

Glu

Lys

185

Pro

Gln

Val

Gln

Thr

275

Val

Leu

Ser

Phe

Gln

180

Pro

Pro

Trp

Glu

Glu

260

Ser

Arg

Trp

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH de 4B?5 sintético

<400> 21

caggttcage tggtggagtc tgggggaggce

tcectgtgecag cctctggatt catcttcagt
ccaggcaagqg ggctggagtg gttgacaatt

gcagactcct tgaagggccg attcaccate

Gly

165

His

Ser

His

Glu

Val

245

Ala

Cys

Ile

Ser

ES 2388567 T3

Cys

Ser

Phe

Ile

Asn

230

Asn

Lys

Phe

Arqg

Asn
310

Ser

Val

Asn

Lys

215

Pro

Asn

Cys

Met

Val

295

Trp

Phe

Gln

Ile

200

Asn

Gln

Ser

Glu

Val

280

Lys

Ser

52

Asp

Ile

185

Val

Leu

Asn

Gln

Asn

265

Pro

Thr

Gln

Leu

1790

Met

Pro

Ser

Phe

Thr

250

Pro

Gly

Asn

Glu

Thr

Val

Leu

Phe

ile

235

Glu

Glu

Val

Lys

Met
315

Lys

Lys.

Thr

His

220

Ser

Thr

Phe

Leu

Leu

300

Ser

Val

Asp

Ser

205

Asn

Arg

His

Glua

Pro

285

Cys

Ile

gtggtccagc ctgggaggtc

agctatgecta tgcactgggt
atatcagatg atggaagcga

tccagagaca attccaagaa

Lys

Asn

190

Arg

Asp

Cys

Asn

Arg

270

Asp

Tyr

Gly

Asp

175

Ala

Val

Asp

Leu

Val

255

Asn

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Leu

Phe

240

Phe

Val

Leu

Asp

Lys
320

cctgagactc

ccgccagget

taaatactac

gacgctgtat

60
120
180

240
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15

20

25

30

35

40

45

ctgcaaatga acagcctgag agttgaggac acggctctat attactgtge gagagagggg

ggacactact attataacgg tatggacgtt ggggccaagg gaccacggtc accgtctect

cag

<210> 22
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2388567 T3

<223> CDR1 de VH de 4B?5 sintético

<400> 22

ggattcatct tcagtagcta tgctatgcac

<210> 23
<211>51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

30

<223> CDR2 de VH de 4B?5 sintético

<400> 23

attatatcag atgatggaag cgataaatac tacgcagact ccttgaaggg ¢

<210> 24
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR3 de VH de 4BS5 sintético

<400> 24

gaggggggac actactatta taacggtatg gacgtt

<210> 25
<211> 363
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH de 8B11 sintético

<400> 25

caaatacagc
toctgtgeaqg
ccaggcaagqg
gcagecteog

ctgcaaatga

ggatactact

tca

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgcagggccg

acagcctgag

attataacqgqg

tgggggaggc

caccttcagt
ggtgacaatt
attcaccatc

agctgaggac

tatggacgtce

36

gtggtccage
agctatgeta
atatcagatg
tccagagaca

acggetgtgt

tggggccaag

53

51

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagcaa
attccaagaa

attactgtge

ggaccacggt

cctgagacte
ccgecagget
taaatactac
gacgctctat
gagagagggg

caccgtctec

300
360

363

60
120
180
240

300

360

363
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ES 2388567 T3

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>CDR1 de VH de BB11 sintético

<400> 26
ggattcacct tcagtagcta tgctatgcac 30

<210> 27

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de VH de BB11 sintético

<400> 27
attatatcag atgatggaag caataaatac tacgcagcct ccgtgcaggg ¢

<210> 28

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de VH de 8B11 sintético

<400> 28
gaggggggat actactatta taacggtatg gacgtc 36

<210> 29

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH de 15F4 sintético

<400> 29

caggtgcagce
tcctgtgcag
ccaggcaagqg
gaagtctecqg
cttcaaatga

aacaactggt

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtyg
tgaagggeceg
acagecctgag

acgtcggtgt

tgggggagge
cacctteage
ggtggcagtt
attcaccatc
agttgaggac

ttttgatatc

gtggtccage
agttatggca
atatgggatg
tcecagagaca
acggctgtgt

tggggccaaqg

tca

<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de VH de 15F4 sintético

54

51

ctgggaggtc

tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtge

ggacaatggt

cctgagacte
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagagatagce

cacegtetet

60

120

180

240

300

360

363
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55

<400> 30

ggattcacct tcagcagtta tggcatgcac

<210> 31
<211>51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2388567 T3

30

<223> CDR2 de VH de 15F4 sintético

<400> 31

gttatatggg atgatggaag taataaatac tatgaagtct ccgtgaaggg c 51

<210> 32
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR3 de VH de 15F4 sintético

<400> 32

gatagcaaca actggtacgt cggtgttttt gatatc 36

<210> 33
<211> 324
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VL de 15F4 sintético

<400> 33
gaaattgtgt
ctecteetgea
cctggecagg
gacaggttca
cctgaagatt

cctgggacea

<210> 34
<211> 36
<212> ADN

tgacgcagte
gggccagtca
ctccecagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aagtggatat

<213> Secuencia artificial

<220>

tccaggcacc
gagtgttagc
cctocatetat
gtctgggaca
ttactgtcag

caaa

<223> CDR1 de VL de 15F4 sintético

400> 34

agggccagtc agagtgttag cagcacctac ttagcc 36

<210> 35
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ctgtctttgt
agcacctact
ggtgcatcca
gacttcactc

cagtatggta

55

ctcocagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

gcotcaccatt

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

cactttegge

60

120

180

240

300

324
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15

20

25

30

ES 2388567 T3

<223> CDR2 de VL de 15F4 sintético

<400> 35
ggtgcatcca gcagggccact 21

<210> 36

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de VL de 15F4 sintético

<400> 36
cagcagtatg gtagctcacc attcact 27

<210> 37

<211>117

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Lys Pro Asp Pro Pro His Ile Lys
1 5

Leu Tyr Val Gln Trp Glu Asn Pro
20

Phe Tyr Glu Val Glu Val Asn Asn
35 40

Phe Tyr Val Gln Glu Ala Lys Cys
50 55

Val Glu BAsn Thr Sex Cys Phe Mer
65 70

Leu Asn Thr Val Arg Ile Arg Val
85

Asp Asp Lys Leu Trp Ser Asn Trp
100

Lys Arg Asn Ser Thr
115

<210> 38

<211> 336

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio Fc de IgG1 sintético

<400> 38

56

Asn

Gln

25

Ser

Glu

Val

Lys

Ser
105

Leu
1¢

Gln

Asn

Pro

Thr
90

Gln

Ser

Phe

Thr

Pro

Gly
75

Asn

Glu

Phe

Ile

Glu

Glu

60

Val

Lys

Met

His

Ser

Thr

45

Phe

Leu

Leu

Ser

Asn

Arg

30

His

Glu

Pxo

Cys

Ile
110

Asp

Cys

Asn

Arg

Asp

Tyr
95

Gly

Asp

Leu

Val

Asn

Thr
80

Glu

Lys



Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

65

Sex

Asn

His

Val

Thr
145

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

130

Pro

Thr

Pro

Val

35

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

115

Leu

Glu

Val

Ser

20

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

100

Pro

Phe

Val

Ser

Ser

Asp

Thx

Tyr

Gln

85

Asp

Pro

Prec

Thr

ES 2388567 T3

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

70

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys
150

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

135

Val

Ser

Thr

Pro

40

Val

Ser

Ile

Ala

Ala

120

Pro

Val

57

Thr

Ser

25

Glu

His

Ser

Cys

Glu

105

Pro

Lys

Val

Lys

10

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

90

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

Val

75

Val

Lys

Leu

Thr

Val
155

Pro

Thr

Thr

Pro

60

Thyr

Asn

Serxr

Leu

Leu

140

Ser

Ser

Ala

Val

45

Ala

Val

His

Cys

Gly

125

Met

His

Val

Ala

30

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

110

Gly

Ile

Glu

Phe

15

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

95

Lys

Pro

Ser

Asp

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

80

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro
160



10

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

225

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

305

Leu

<210> 39
<211> 332
<212> PRT

val
Thr
Val
Cys
210
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
290

Trp

His

Lys

Lys

Leu

195

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

275

Gly

Gln

Asn

Phe

Pro

180

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

260

Pra

Ser

Gln

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

165

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

245

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
325

<223> Dominio Fc de IgG2 sintético

<400> 39

ES 2388567 T3

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

230

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

310

Thr

Tyr

Glu

His

Lys

215

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

295

Val

Gln

Val

Gln

Gln

200

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

280

Tyr

Phe

Lys

Asp

Tyr

185

Asp

Leu

Arg

Lys

Asgp

265

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

170

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

250

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
330

val

Ser

Leu

Ala

Pro

235

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

315

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

220

Gln

Val

Val

Pro

Thr

300

Val

Leu

Val

Tyr

Gly

205

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

285

Val

Met

Ser

His

Arqg

130

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

270

Val

Asp

His

Pro

Asn

175

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

255

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
335

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

240

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

320

Lys

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro

1

5

10

15

Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly

20

58

25

30



Cys

Ser

Ser

65

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

145

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

225

Glu

Phe

Glu

Leu

Gly

S0

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

130

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

210

Gly

Glu

Tyx

Asn

Val

35

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

115

Lys

Val

Tyr

Glu

His

195

Lys

Gln

Met

EFxro

Asn
275

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

100

Pro

Pro

Val

Val

Gln

180

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

260

Tyr

Asp

Thr

Tyr

Gln

85

Asp

Ala

Lys

Val

Asp

165

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

245

Asp

Lys

ES 2388567 T3

Tyr

Ser

Ser

70

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

150

Gly

Asn

Trp

Ero

Glu

230

Asn

Ile

Thr

Phe

Gly

55

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

135

Val

Val

Ser

Leu

Ala

215

Pro

Gln

Ala

Thr

Pro

40

Val

Ser

Thr

Val

Val

120

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

200

Pro

Gln

Val

Val

Pro
280

59

Glu

His

Ser

Cys

Glu

105

Ala

Met

His

Val

Phe

185

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

265

Pro

Pro

Thr

Val

Asn

20

Arg

Gly

Ile

Glu

His

170

Arg

Lys

Glu

Tyx

Leu

254

Met

Val

Phe

Val

15

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

155

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

235

Thr

Glu

Len

Thrx

Pro

60

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

1490

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

220

Leu

Cys

Ser

Asp

Val

45

Ala

val

His

Cys

Val

125

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

205

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
285

Ser

Val

Thr

Lys

Val

110

Fhe

Pro

Val

Thr

Val

190

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

270

Asp

Trp

Leu

Ser

Pro

95

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

175

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

255

Gln

Gly

Asn

Gln

Serx

80

Ser

Cys

Fhe

val

Phe

160

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

240

Gly

Pro

Ser
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Phe Phe Leu Tyr Ser

290

Gly Asn Val Phe Ser

305

Tyr Thr Gln Lys Ser

<210> 40
<211> 333
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

325

<223> Dominio Fc de IgG4 sintético

<400> 40

Leu

1

Leu

Cys

Ser

Ser

65

Ser

Asn

Pro

Phe

Val
145

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

Pro

130

Thr

Thr

Pro

Val

35

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

115

Pro

Cys

Val

Cys

20

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

100

Pro

Lys

Val

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

85

Asp

Ala

Pro

Val

ES 2388567 T3

Lys

Cys

310

Leu

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

70

Thr

Lys

Ero

Lys

Val
1540

Leu. Thr vVal Asp
295

Ser Val Met His

Ser Leu Ser Pro
330

Ala Ser Thr Lys
10

Ser Thr Ser Glu
25

Phe Pro Glu Pro
40

Gly Val His Thr

Leu Ser Ser Val

Tyr Thr Cys Asn
90

Arg Val Glu Ser
105

Glu Phe Leu Gly
120

Asp Thr Leu Met
135

Asp Val Ser Gln

60

Lys

Glu

315

Gly

Gly

Ser

Val

Phe

Val

75

Val

Lys

Gly

Ile

Glu
155

Ser
300

Ala

Lys

Pro

Thr

Thr

Pro

60

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

140

Asp

Arg Trp.Gln Gln

Leu His Asn His

Ser

Ala

Val

45

Ala

Val

His

Gly

Ser

125

Arg

Pro

Val

Ala

30

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

110

Val

Thr

Glu

Phe

15

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

95

Pro

Phe

Pro

val

320

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

80

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln
160



10

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

225

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

305

His

<210>41
<211> 332
<212> PRT

Asn

Arg

Val

Ser

210

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

290

Gly

Tyr

Trp

Glu

Leu

195

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

275

Phe

Asn

Thr

Tyr

Glu

180

His

Lys

Gln

Met

Pro

260

Asn

Leu

Val

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

165

Gln

Gin

Gly

Pro

Thr

245

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
325

ES 2388567 T3

Bsp

Phe

Asp

Leu

Arg

230

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

310

Ser

<223> Dominio Fc de IgG2M4 sintético

<400> 41

Gly

Asn

Trp

Pro

215

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

295

Cys

Leu

Val

Ser

Leu

200

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

280

Leu

Ser

Ser

Glu

Thr

185

Asn

Ser

Gln

Val

Val

265

Pro

Thr

Val

Leu

Val

170

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

250

Glu

Pro

Val

Met

Sér
330

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

235

Leu

Trp

val

Asp

His

315

Leu

Asn

Val

Glu

Lys

220

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

300

Glu

Gly

Ala

Val

Tyr

205

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

285

Ser

Ala

Lys

Lys

Ser

190

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

270

Ser

Arg

Leu

Thr .

175

val

Cys

Ser

Pro

Val

255

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

240

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
320

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro

1

5

10

15

Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly

20

61

25

30



Cys

Ser

Ser

65

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

145

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

225

Glu

Phe

Leu

Gly

50

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

130

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

210

Gly

Giu

Tyr

val

35

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

115

Lys

Val

Tyr

Glu

His

195

Lys

Gln

Met

Pro

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

100

Pro

Pro

Val

Val

Gln

180

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser
260

Asp

Thr

Tyr

Gln

85

Asp

Ala

Lys

Val

Asp

165

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

245

Asp

ES 2388567 T3

Tyr

Ser

Ser

70

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

150

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

230

Asn

Ile

Phe

Gly

55

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

138

Val

Val

Ser

Leu

Sexr

215

Pro

Gln

Ala

Pro

40

Val

Ser

Thr

Val

Val

120

Len

Ser

Glu

Thr

Asn

200

Ser

Gln

Val

Val

62

Glu

His

Ser

Cys

Glu

105

Ala

Met

Gln

Val

Phe

i85

Gly

Ile

Val

Ser

Glu
265

Pro

Thr

Val

Asn

90

Arg

Gly

Iie

Glua

His

170

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

250

Trp

Val

Phe

Val

75

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

155

Asn

val

Glu

Lys

Thr

235

Thr

Glu

Thr

Pro

60

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

140

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

220

Leu

Cys

Ser

val

45

Ala

Val

His

Cys

Val

125

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

205

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

Val

Thr

Lys

Val

110

Phe

Pro

Val

Thr

Val

190

Cys

Ser

Pro

val

Gly
270

Trp

Leu

Ser

Fro

95

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

175

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

255

Gln

Asn

Gln

Ser

80

Ser

Cys

Phe

Val

FPhe

160

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

240

Gly

Pro
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Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser
275 280 285

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
290 295 300

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
305 310 315 320

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 42

<211> 326

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética que contiene dominio Fc de IgG2M4

<400> 42

BAla Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 15

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Thr Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 20 95

Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
100 105 110

Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
115 120 125

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
130 135 140

63
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Val
145

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

225

Gln

Ala

Thr

Leun

Ser

305

Ser

<210>43
<211>978
<212> ADN

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

210

Gln

Val

Val

Pro

Thr

290

Val

Leu

Gln

Val

Fhe

Gly

195

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

215

Val

Met

Ser

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

260

Met

Asp

His

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

ES 2388567 T3

Pro

150

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Val
Thr
Val
Cys
200
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
280
Trp

His

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Gln

Asn

Phe

Pro

170

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

His

<223> Construccion sintética que contiene dominio Fc de IgG2M4

<400> 43

64

Asn

155

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyx
315

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Tyxr

Glu

His

Lys

205

Gln

Met

Pro

Leu
285

Val

Gln

Val

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arq

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Len
320



10

15

20

25

gectecacca
agcacagccg

tggaactcag

ggactctact
tacacctgca
aaatgctgcg
ctgtteccee
gtggtggtyg
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtctcca
cagccoccgaqg
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctecttct
gtcttctecat

tceocctgtcte

<210> 44
<211>5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

agggccceatc
ccetgggetg

gcgcectgac

ccctcagcag
acgtagatca
tggagtgcec
caaaacccaa
acgtgageca
ataatgccaa
tcecteacegt
acaaaggcect
agccacaggt
tgacctgcect
ggcagccdga
tcctectacag
gcteegtgat

cktggtaaa

<223> Péptido sintético

<400> 44

<210> 45
<211>5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 45

<210> 46

<211> 314

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 46
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cgtcttcece
cctggtcaag

cageggegty

cgtggtgacc
caagcccagc
accatgccca
ggacactctce
ggaagaccce
Jgacaaagccg
cctgecaccag
ceegeicecece
gtacacectg

ggtcaaaggc

gaacaactac

caagctaacc

gcatgaggct

ctggcgeccet
gactacttec

cacaccttce

gtgacctcca
aacaccaagg
gcacctccag
atgatctcce
gaggtccagt
cgggaggage
gactggctga
atcgagaaaa
cecceatece
ttctacccca
aagaccacgc
gtggacaaga

ctgcacaace

getecaggag
ccgaaccggt

cggctgtect

gcaactttygg
tggacaagac
tggceggacce
ggacccectga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gegacatcge
ctcccatget
gcaggtggcea

actacacaca

Val Phe Tyr Val Gln

1

5

Ile Leu Glu Val Glu

1

65

5

cacctcegag

gacggtgtecg

acagtcctea

cacgcagace
agttgagcgg
atcagtctte
ggtcacgtgce
cgtggatgge
cacgttecgt
gtacaagtge
aaccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaat

gaagagcctc

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

978



Thr

Leu

Asn

Lys

Lys

65

Lys

Pro

Tyr

His

Cys

145

Leu

Val

Leu

Leu

Arg
225

Glu

Cys

Cys

Ile

50

Ile

Pro

Glu

Met

Tyr

130

Glu

Thr

Lys

Thr

Lys

210

Sexr

Val

Thr

Thr

33

Ala

Cys

Ser

Ser

Lys

115

Thr

Asn

Lys

Asp

Ser

i9s

Asn

Arg

Gln

Ile

20

Leu

Pro

Leu

Pro

Ala

100

Cys

Leu

1le

Val

Asn

180

Tyr

Gly

Cys

Pro

Ile

Arg

Glu

Gln

Leu

85

Val

Ser

Tyr

Tyx

Glu

165

Ala

Val

Ala

Leu
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Pro

Trp

Tyr

Thr

Val

70

Val

Thr

Trp

Tyr

Arg

150

Pre

Gly

Lys

Leu

Thy
230

Val

Thr

Phe

His

55

Gly

Lys

Glu

Leu

Trp

135

Glu

Ser

Pro

Leu
215

Tyr

Thr

Trp

Ser

40

Arg

Ser

Lys

Leu

Pro

120

Tyr

Gly

Phe

Ile

Asp

200

Val

Glu

66

Asn

Ser

25

His

Lys

Gln

Cys

Lys

105

Gly

Ser

Gln

Glu

Arg

185

Pro

Gln

Val

Leu

10

Pro

Phe

Glu

Cys

Ile

90

Cys

Arg

Ser

His

His

170

Pro

Pro

Trp

Glu

Ser

Pro

Asp

Glu

Ser

75

Ser

Ile

Asn

Leu

Ile

155

Gln

Ser

His

Lys

Val
235

Val

Glu

Asp

Leu

60

Ala

Pro

Trp

Thr

Glu

140

Ala

Asn

Cys

Ile

Asn

220

Asn

Ser

Gly

Gln

45

Pro

Asn

Pro

His

Ser

125

Lys

Cys

Val

Lys

Lys

205

Pro

Asn

Val

Ala

30

Gln

Leu

Glu

Glu

Asn

110

Pro

Serx

Ser

Gln

Ile

190

His

Gln

Thr

Glu

15

Ser

Asp

Asp

Ser

Gly

95

Leu

Asp

Arg

Phe

Ile

175

Val

Leu

Asn

Gln

Asn

Pro

Lys

Glu

Glu

80

Asp

Ser

Thr

Gln

Lys

160

Met

Ser

Leu

Phe

Thr
240



Asp Arg

Glu Ser

Val Leu

Lys Leu

290

Gln Ser
305

His

Asp

Ala

275

Cys

Ile

Asn

Arg

260

Asp

Phe

Gly

Ile

245

Asn

Ala

Asp

Lys
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Leu

Met

Val

Asp

Glu
310

Glu

Glu

Tyr

Asn

295

Gln

Val

Gly

Thr

280

Lys

Asn

67

Glu

Thr

265

Val

Leu

Ser

Glu

250

Ser

Arg

Trp

Thr

Asp Lys Cys Gln

Cys Phe Gln Leu
270

Val Arg vVal Lys
285

Ser Asp Trp Ser
300

Asn

255

Pro

Thr

Glu

Ser

Gly

Asn

Ala
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo aislado que:

(i) se une al receptor alfa 1 de la interleucina-13 humana a través de uno o varios de los restos de
aminoacidos 248-252 de dicho receptor,

(i) inhibe la sefializacion de la interleucina-13, y
(i) no presenta reaccion cruzada con el receptor alfa 1 de la interleucina-13 de mono cynomolgus.

2. El anticuerpo aislado segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo comprende una region variable de la
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID NO: 4,
SEC ID NO: 8 y SEC ID NO: 12.

3. El anticuerpo aislado segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo es producido por una linea celular de
hibridoma seleccionada de entre los nimeros de depésito de la ATCC PTA6931, PTA6936 y PTA6935.

4. El anticuerpo aislado segun la reivindicacién 2, que comprende adicionalmente una region constante de la cadena
pesada como se establece en la SEC ID NO: 42.

5. El anticuerpo aislado segun la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo humano.

6. El anticuerpo aislado segin la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo humanizado,
desinmunizado, primatizado o quimérico.

7. El anticuerpo aislado segun la reivindicacion 1, en el que la regién variable de la cadena pesada de dicho
anticuerpo comprende las secuencias de aminoacidos CDR1, CDR2 y CDR3 como se establece en:

(i) las SEC ID NO: 5, 6 y 7, respectivamente;
(ii) las SEC ID NO: 9, 10 y 11, respectivamente; o
(i) las SEC ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente.

8. El anticuerpo segun la reivindicacion 7, en el que las CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena
pesada tienen las secuencias de aminoacidos como se establece en las SEC ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente, y
en el que dicho anticuerpo comprende adicionalmente una region variable de la cadena ligera que tiene las
secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 como se establece en las SEC ID NO: 17, 18 y 19, respectivamente.

9. El anticuerpo segun la reivindicacién 1, en el que la region variable de la cadena pesada y la regién variable de la
cadena ligera de dicho anticuerpo comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en la SEC ID NO: 12 y
en la SEC ID NO: 16, respectivamente, o una secuencia idéntica a las mismas en por lo menos un 90%.

10. El anticuerpo aislado segin la reivindicacion 9, que comprende adicionalmente una regién constante de la
cadena pesada como se establece en la SEC ID NO: 42.

11. El anticuerpo aislado segun la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo compite por la union al receptor alfa 1
de la interleucina-13 humana con un anticuerpo producido por una linea celular de hibridoma seleccionada de entre
los nimeros de deposito de la ATCC PTA6931, PTA6936 y PTA6935.

12. Una composicién que comprende el anticuerpo segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

13. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

14. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 13.
15. Una célula hospedadora que comprende el vector segun la reivindicacion 14.

16. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o la composicién segun la reivindicacion 12
para su uso en el tratamiento del asma, la EPOC, la dermatitis atdpica, la rinitis alérgica, la eosinofilia esofagica, el
linfoma de Hodgkin, la enfermedad intestinal inflamatoria, la psoriasis, la artritis psoriasica o la fibrosis.
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IgGl
IgG2
IgG4
IgG2M4

IgGl
IgG2
IgG4
IgG2M4

IgGl
IgG2
IgG4
IgG2M4

IgGl
1gG2
IgG4
IgG2M4

IgGl
IgG2
IgG4a
IgG2M4

IgGL
IgG2
IgG4
I1gG2M4

IgGl
IgG2
IgG4
IgG2M4
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| --- CH1 COMIENZA AQUI

LVTVSSASTK GPSVFPLAPS

LVTVSSASTK GPSVFPLAPC

LVTVSSASTK GPSVFPLAPC

LVTVSSASTK GPSVFPLAPC
(ENGARCE VH-C1)

SKSTSGGTAA
SRSTSESTAA
SRSTSESTAA
SRSTSESTAA

ALTSGVHTFP
ALTSGVHTFP
ALTSGVHTFP
ALTSGVHTFP

- REGION DE BISAGRA - - | | ----CH2->

DKKAEPKSCD
DKTVERKCC -
DKRVESKYGP
DKTVERKCC -

BUCLE B/C

c321

DWLNGKEYKC
DWLNGKEYKC
DWLNGKEYKC
DWLNGKEYKC

AVLQSSGLYS
AVLQSSGLYS
AVLQSSGLYS
AVLQSSGLYS

LSSVVTVPSS
LSSVVTVTSS
LSSVVTVPSS
LSSVVTIVTSS

p238
KTHTCPPCPA PELLGGPSVF
--VECPPCPA PP-VAGPSVF
---PCPSCPA PEFLGGPSVF
--VECPPCPA PP-VAGPSVF

(BISAGRA INFERIORY)

[P EVKFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQY] R
P EVQFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQ
P EVQFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQ

EVQFNWYVDG VEVHNAKTKP

P329

KVSNKALPAPI] EKTISKAKG
KVSNKGLPAPI] EKTISKTKG
KVSNKGLPSSI] EKTISKAKG
KVSNKGLPSSI] EKTISKTKG

BUCLE F/G

FYPSDIAVEW

LGCLVKDYFP EPVTVSWNSG
LGCLVKDYFP EPVTVSWNSG
LGCLVKDYFP EPVTVSWNSG
LGCLVKDYFP EPVTVSWNSG

C200
SLGTQTYICN VNHKPSNTKV
NFGTQTYTCN VDHKPSNTKV
SLGTKTYTCN VDHKPSNTKV
NFGTQTYTCN VDHKPSNTKV

LFPPKPKDTL
LFPPKPKDTL
LFPPKPKDTL
LFPPKPKDTL

UNION FcRn

N297* T307

VVSVL{IVLHQ
VVSVILTVVHQ
VVSVI{TVLHQ
VVSVLITVLHQ

UNION FcRn

| FR
| R
REEQEF] 'R
BUCLEC'E

|----CH3->

PPSRDELTKN
PPSREEMTKN
PPSQEEMTKN
PPSREEMTKN

QPREPQVYTL
QPREPQVYTL
QPREPQVYTL
QPREPQVYTL

GSFFLYSKLT

QVSLTCLVKG

ESNGQPENNY KTTPPVLDSD

QVSLTCLVKG
QVSLTCLVKG
QVSLTCLVKG

VDKSRWQQGN
VDKSRWQQGN
VDKSRWQEGN
VDKSRWQQGN

FYPSDIAVEW
FYPSDIAVEW
FYPSDIAVEW

ESNGQPENNY
ESNGQPENNY
ESNGQPENNY

KTTPPMLDSD
KTTPPVLDSD
KTTPPMLDSD

GSFFLYSKLT
GSFFLYSRLT
GSFFLYSKLT

H433

HNHY|TOKSL
HNHYTQKSL
HNHYTOKSL

NHYTQKSL
UNION FcRn

VFSCSVMHEA
VFSCSVMHEA
VFSCSVMHEA
VFSCSVMHEA

e ol v

FIG. 6
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SLSPGK*
SLSPGK*
SLSLGK*
SLSPGK*

(SEQ ID NO:38)
(SEQ ID NO:39)
(SEQ ID NO:40)
(SEQ ID NO:41)
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