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DESCRIPCION
Moléculas de anticuerpo que tienen especificidad por la IL-6 humana

La presente invencion se refiere a moléculas de anticuerpo que tienen especificidad por determinantes antigénicos
de la IL-6. La presente invencion se refiere también a los usos terapéuticos de las moléculas de anticuerpo y a
métodos para producir las moléculas de anticuerpo.

La IL-6 es una citoquina multifuncional pleiotrépica producida por una variedad de tipos de células. Originalmente se
identifico como un factor de diferenciaciéon de linfocitos B (BSF-2) que inducia la mutacion final de linfocitos B en
células que producian anticuerpos (Hirano et al., 1986 Nature 324, 73-76). Se ha mostrado que la IL-6 tiene una
funcién central en la regulaciéon inmunitaria, inflamaciéon, hematopoyesis y oncogénesis. Dentro del sistema
inmunitario, la IL-6 induce la produccion de anticuerpos de linfocitos B aumentando la cantidad de inmunoglobulina
policlonal. También induce la expresion del receptor de interleuquina-2 (IL-2) en linfocitos T (Nomo et al., 1987,
Immunol. letters, 15, 3, 249-253) y promueve la produccion de IL-2 en linfocitos T activados induciendo asi tanto el
crecimiento como la diferenciacion de linfocitos T citotéxicos (Okada et al., 1988 J. Immunol., 141, 5, 1543-1549).
También se sabe que la IL-6 determina la diferenciacion de monocitos en macréfagos (Chomarat P et al., 2000
Nature Immunol.,6, 510-514).

La funcion de la IL-6 no esta restringida a la respuesta inmunitaria ya que actia en la hematopoyesis,
trombopoyesis, formacion de osteoclastos, produccion de respuesta hepatica en fase aguda que da como resultado
el aumento de la proteina C reactiva (CRP) y proteina amiloide sérica (SAA). Se sabe que es un factor de
crecimiento para queratinocitos epidérmicos, células mesangiales renales, mieloma y células plasmacitoides
(Grossman et al., 1989 Prot. Natl. Acad. Sci., 86, (16) 6367-6371; Horii et al., 1989, J. Immunol., 143, 12, 3949-3955;
Kawano et al., 1988, Nature 332, 6159, 83-85). La IL-6 es producida por una amplia variedad de tipos de células
incluyendo monocitos/macrofagos, fibroblastos, queratinocitos epidérmicos, células endoteliales vasculares, células
mensagiales renales, células gliales, condrocitos, linfocitos T y B y algunas células tumorales (Akira et al., 1990,
FASEB J., 4, 11, 2860-2867). Excepto por las células tumorales que producen de forma constitutiva IL-6, las células
normales no expresan IL-6 salvo que se estimulen de forma adecuada.

La IL-6 es una glicoproteina, una molécula de 184 aminoacidos con un peso molecular de 21 a 28 kD dependiendo
de las modificaciones postraduccionales. Las variantes de corte y empalme alternativas se encuentran en algunos
tipos de células (Kishimoto et al., 1995, Blood, 86, 4, 1243-1254). El complejo del receptor de IL-6 (IL-6R) esta
compuesto de dos proteinas de membrana de diferente funcionalidad, una cadena de unién especifica a IL-6 de 80
kD (gp80) y una cadena de transduccion de sefial de 130 kD (gp130). Aunque la IL-6 no puede unirse directamente
a gp130, se puede unir al IL-6R para generar un complejo ternario de alta afinidad de IL-6/IL-6R/gp130. El IL-6R se
une a la IL-6 con baja afinidad, sin embargo el IL-6R no tiene un dominio de transduccion de sefial intracelular, por
consiguiente, esta union sola no conduce a la activacion celular. De forma similar, la expresion de superficie celular
del IL-6R no significa que la célula responda a la estimulacion por la IL-6. La escision proteolitica conduce a la
liberacion de IL-6R soluble (sIL-6R; sgp80) que se puede unir a la IL-6 en la circulacién y aumentar la semivida de la
IL-6. Para la activacion celular, la IL-6 primero se une a la célula unida al IL-6R o sIL-6R; el complejo heterodimero
IL-6/IL-6R se asocia entonces con la glicoproteina de superficie celular gp130. El heterocomplejo tripartito resultante
se une a otro IL-6/IL-6R/gp130 y resulta la transduccion de sefiales (Bravo y Heath 2000, EMBO J., 19, (11), 2399-
2411; Boulanger et al., 2003, Science, 300, 5628, 2101-2104), de modo que tanto el IL-6R unido a célula como el
soluble contribuyen a la activacion celular. La sefalizacion de IL-6 a través del IL-6R unido a célula se ha
denominado sefializaciéon cis, mientras que la activacion celular a través de IL-6R soluble se ha descrito como
sefializacion trans . Las células que expresan gp130 pero no IL-6R pueden ser estimuladas por la IL-6 a través del
sIL-6R.

Los anticuerpos murinos neutralizantes contra IL-6 humana se sabe que pueden interferir con la unién de la IL-6
humana al IL-6R (sitio 1) o a gp130 (sitios 2 y 3) (Kalai et al., 1997, Eur. J. Biochem. 249, 690-700; Brakenhoff et al.,
1990, Journal of Immunology, 145, 561-568; Wendling et al., 1993, Journal of Rheumatology, 29,259-262).

La patente de EE.UU. n°® 5.856.135 describen anticuerpos humanos remodelados contra IL-6 humana que bloquean
la unién de la IL-6 al IL-6R. Estos anticuerpos se obtuvieron de un anticuerpo monoclonal de ratén SK2 en el que se
trasplantan regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la regién variable del anticuerpo de ratén
SK2 a las regiones variables de un anticuerpo humano.

También son conocidos auto-anticuerpos humanos neutralizantes contra IL-6 (Hansen et al, Eur. J. Immunol.,
1995,25, 348-354).

Se ha descrito un anticuerpo quimérico murino/humano anti-IL6 del sitio | en el documento W02004039826 para
usar en terapia.

Un anticuerpo monoclonal humanizado anti-receptor de IL-6 humana esta en ensayos clinicos en fase Ill para el
tratamiento de la artritis reumatoide (Kishimoto, 2005, Annu. Rev. Immunol. 23:1-21). También se ha informado que
el mismo anticuerpo es eficaz en el estudio en fase Il de la enfermedad de Crohn. La eficacia también se ha
demostrado tanto con los anticuerpos anti-IL-6 como los anti-IL-6R en la enfermedad similar a lupus en ratones
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NZB/W F1 (Fink et al., 1994 J. Clin. Invest. 94, 585; Mihara et al.,1998, Clin. Exp. Immunol. 112,397). Un anticuerpo
neutralizante contra el receptor de IL-6 murino suprimia la colitis en un modelo de transferencia adoptiva de
enfermedad (Yamamoto et al., 2000 Journal of Immunology, 164, 4878; Atreya et al., 2000 Nature Med 6, 583). El
ultimo estudio también demostraba eficacia con un anticuerpo anti-receptor en el modelo de ratéon con genes de IL-
10 inactivados y en el modelo de TNBS de inflamacion del intestino.

Los autores de la invencién ahora han identificado un anticuerpo anti-IL-6 neutralizante de alta afinidad que es
particularmente eficaz in vivo, por ejemplo, en el modelo in vivo descrito en la presente memoria, en particular un
anticuerpo neutralizante que tiene especificidad para la IL-6 humana, que tiene una cadena pesada que comprende
la secuencia gH13 dada en la SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera que comprende la secuencia gL10 dada en la
SEQ ID NO: 13.

Los restos de los dominios variables de anticuerpo se numeran convencionalmente segun un sistema creado por
Kabat et al. Este sistema esta descrito por Kabat et al., 1987, en Sequences of proteins of Immunological Interest,
US Department of Health and Human Services, NIH, USA (de aqui en adelante "Kabat et al. (cita anterior)").Este
sistema de numeracién se usa en la presente memoria descriptiva excepto cuando se indica otra cosa.

Las designaciones de los residuos de Kabat no siempre se corresponden directamente con la numeracion lineal de
los residuos de aminoacidos. La secuencia lineal real de aminoacidos puede contener menos aminoacidos o
aminoacidos adicionales que los de la numeracién estricta de Kabat que corresponde a un acortamiento de un
componente estructural o a una inserciébn en un componente estructural, ya sea region armazén o region
determinante de la complementariedad (CDR), de la estructura del dominio variable basico. La numeracion correcta
de Kabat de los restos se puede determinar para un anticuerpo dado por alineamiento de los restos de homologia en
la secuencia del anticuerpo con una secuencia "estandar" numerada segun Kabat.

Las CDR del dominio variable de cadena pesada estan localizadas en los restos 31-35 (CDR-H1), restos 50-65
(CDR-H2) y restos 95-102 (CDR-H3) segun la numeracion de Kabat. Sin embargo, segun Chothia (Chothia, C. y
Lesk, A.M. J. Mol. Biol., 196, 901-917 (1987)), el bucle equivalente a la CDR-H1 se extiende del resto 26 al resto 32.
Por lo tanto, "CDR-H1", como se usa en la presente memoria, comprende los restos 26 a 35, descrito por una
combinacion del sistema de numeracion de Kabat y la definicion de bucle topoldgico de Chothia.

Las CDR del dominio variable de cadena ligera estan localizadas en los restos 24-34 (CDR-L1), restos 50-56 (CDR-
L2) y restos 89-97 (CDR-L3) segun el sistema de numeracion de Kabat.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "anticuerpo neutralizante" describe un anticuerpo que es capaz
de neutralizar la actividad de sefalizacion biolégica de la IL-6, por ejemplo, bloqueando la unién de la IL-6 al
receptor gp130.

Los anticuerpos para usar en la presente invencién se pueden obtener usando cualquier método adecuado conocido
en la técnica. El polipéptido de IL-6 o las células que expresan el polipéptido, se pueden usar para producir
anticuerpos que reconocen especificamente la IL-6. El polipéptido de IL-6 puede ser el polipéptido "maduro” o un
fragmento biolégicamente activo o derivados del mismo. Preferiblemente, el polipéptido de IL-6 es el polipéptido
maduro. Los polipéptidos de IL-6 pueden prepararse mediante procedimientos muy conocidos en la técnica a partir
de células huesped modificadas genéticamente que comprendan sistemas de expresion, o pueden recuperarse a
partir de fuentes bioldgicas naturales. En la presente solicitud, el término "polipéptidos” incluye péptidos, polipéptidos
y proteinas. Estos términos se utilizan de modo intercambiable, a menos que se indique lo contrario. El polipéptido
de IL-6 en algunos casos, puede ser parte de una proteina mayor tal como una proteina de fusion, por ejemplo,
fusionada con un marcador de afinidad. Los anticuerpos generados contra el polipéptido de IL-6 se pueden obtener,
cuando es necesaria la inmunizacion de un animal, por administracion de los polipéptidos a un animal,
preferiblemente un animal no humano, usando protocolos bien conocidos y rutinarios, véase, por ejemplo, Handbook
of Experimental Immunology, D. M. Weir (ed.), Vol 4, Blackwell Scientific Publishers, Oxford, England, 1986).
Pueden inmunizarse muchos animales de sangre caliente, tales como conejos, ratones, ratas, ovejas, vacas o
cerdos. Sin embargo, en general se prefieren los ratones, conejos, cerdos y ratas.

Los anticuerpos para usar en la presente invencion incluyen anticuerpos enteros y fragmentos o derivados de los
mismos funcionalmente activos, y pueden ser, pero no se limitan a anticuerpos monoclonales, humanizados,
totalmente humanos o quiméricos.

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales por cualquier método conocido en la técnica, tal como la técnica de
hibridoma (Kohler y Milstein, 1975, Nature, 256:495-497), la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de linfocito B
humano (Kozbor et al., 1983, Immunology Today, 4:72), y la técnica de hibridoma-EBV (Cole et al., Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, p. 77-96, Alan R. Liss, Inc., 1985).

Los anticuerpos para usar en la invencién también se pueden generar usando métodos de anticuerpos de un solo
linfocito por clonacion y expresion de los ADNc de la region variable de inmunoglobulina a partir de linfocitos
individuales seleccionados para la produccion de anticuerpos especificos, por ejemplo, por métodos descritos por
Babcook, J. et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(15):7843-78481; documentos W092/02551; W0O2004/051268
y solicitud de patente internacional n® W02004/106377.
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Los anticuerpos humanizados (que incluyen anticuerpos injertados con CDR) son moléculas de anticuerpos de una
especie no humana que tienen una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la especie no
humana y una regiéon armazén de una molécula de inmunoglobulina humana (véase, p. e€j., documentos US
5.585.089; WO091/09967). Se apreciara que puede ser necesario solo transferir restos determinantes de la
especificidad de las CDR en lugar de la CDR entera (véase, por ejemplo, Kashmiri et al., 2005, Methods, 36, 25-34).
Los anticuerpos humanizados pueden comprender ademas opcionalmente uno o mas restos armazon derivados de
la especia no humana de la cual derivan las CDR.

Los anticuerpos quiméricos son aquellos anticuerpos codificados por genes de inmunoglobulinas que se han
modificado genéticamente de forma que los genes de la cadena ligera y pesada estan compuestos por segmentos
de genes de inmunoglobulina que pertenecen a diferentes especies.

Los anticuerpos para usar en la presente invencién también pueden generarse usando varios métodos de
presentacion en fagos conocidos en la técnica e incluyen los descritos por Brinkman et al. (en J. Immunol. Methods,
1995, 182: 41-50), Ames et al. (J. Immunol. Methods, 1995, 184:177-186), Kettleborough et al. (Eur. J. Immunol.
1994, 24:952-958), Persic et al. (Gene, 1997 187 9-18), Burton et al. (Advances in Immunology, 1994, 57:191-280) y
documentos WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO
95/20401; y US 5.698.426; 5.223.409; 5.403.484; 5.580.717; 5.427.908; 5.750.753; 5.821.047; 5.571.698; 5.427.908;
5.516.637; 5.780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108.

Los anticuerpos totalmente humanos son aquellos anticuerpos en los que las regiones variables y las regiones
constantes (cuando estan presentes) tanto de las cadenas pesada como ligera, son todas de origen humano, o
sustancialmente idénticas a secuencias de origen humano, no necesariamente del mismo anticuerpo. Los ejemplos
de anticuerpos totalmente humanos pueden incluir anticuerpos producidos, por ejemplo, por los métodos de
presentacion en fagos anteriores y anticuerpos producidos por ratones, en los que los genes de la parte variable y
constante de inmunoglobulina murina se han sustituido por sus homélogos humanos, p. €j., como se describe en
términos generales en los documentos EP0546073 B1, US 5.545.806, US 5.569.825, US 5.625.126, US 5.633.425,
US 5.661.016, US5.770.429, EP 0438474 B1y EP0463151 B1.

Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana, puede comprender una cadena pesada, en
donde el dominio variable de la cadena pesada comprende al menos una de una CDR que tiene la secuencia dada
en la SEQ ID NO: 5 para CDR-H1, una CDR que tiene una secuencia dada en la SEQ ID NO: 6 para CDR-H2 y una
CDR que tiene una SEQ ID NO: 7 para CDR-H3.

Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana puede comprender una cadena pesada, en
donde al menos dos de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 del dominio variable de la cadena pesada se seleccionan de
los siguientes: la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para CDR-H1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 6 para
CDR-H2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7 para CDR-H3. Por ejemplo, el anticuerpo puede comprender una
cadena pesada en donde la CDR-H1 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 y la CDR-H2 tiene la secuencia
dada en la SEQ ID NO: 6. Alternativamente, el anticuerpo puede comprender una cadena pesada en donde la CDR-
H1 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 y la CDR-H3 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7, o el
anticuerpo puede comprender una cadena pesada en donde la CDR-H2 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 6
y la CDR-H3 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7. Con el fin de evitar dudas, se entiende que estan incluidas
todas las permutaciones.

Se proporciona un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana, que comprende una cadena
pesada, en donde el dominio variable de la cadena pesada comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para
la CDR-H1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 6 para la CDR-H2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7 para la
CDR-H3.

Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana, puede comprender una cadena ligera, en
donde el dominio variable de la cadena ligera comprende al menos una de una CDR que tiene la secuencia dada en
la SEQ ID NO: 8 para CDR-L1, una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 9 para CDR-L2 y una CDR
que tiene una SEQ ID NO: 10 para CDR-L3.

Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana puede comprender una cadena ligera, en
donde al menos dos de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 del dominio variable de la cadena ligera se seleccionan de los
siguientes: la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8 para CDR-L1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 9 para CDR-
L2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10 para CDR-L3. Por ejemplo, el anticuerpo puede comprender una
cadena ligera en donde la CDR-L1 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8 y la CDR-L2 tiene la secuencia dada
en la SEQ ID NO: 9. Alternativamente, el anticuerpo puede comprender una cadena ligera en donde la CDR-L1 tiene
la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8 y la CDR-L3 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10, o el anticuerpo
puede comprender una cadena pesada en donde la CDR-L2 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 9y la CDR-
L3 tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10. Con el fin de evitar dudas, se entiende que estan incluidas todas
las permutaciones.

Se proporciona un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana que comprende una cadena
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ligera, en donde el dominio variable comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8 para la CDR-L1, la secuencia
dada en la SEQ ID NO: 9 para la CDR-L2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10 para la CDR-L3.

Se apreciara que se pueden hacer una o mas sustituciones, adiciones y/o eliminaciones de aminoacidos en las CDR
proporcionadas por la presente invencion sin alterar significativamente la capacidad del anticuerpo para unirse a la
IL-6 y neutralizar la actividad de la IL-6. El efecto de cualesquiera sustituciones, adiciones y/o eliminaciones de
aminoacidos lo puede analizar facilmente el experto en la técnica, por ejemplo usando los métodos descritos en los
ejemplos para determinar la unién y neutralizaciéon de la IL-6. Por consiguiente, en un ejemplo, un anticuerpo que
tiene especificidad por la IL-6 humana comprende una o mas CDR seleccionadas de CDRH-1 (SEQ ID NO: 5),
CDRH-2 (SEQ ID NO: 6), CDRH-3 (SEQ ID NO: 7), CDRL-1 (SEQ ID NO: 8), CDRL-2 (SEQ ID NO: 9) y CDRL-3
(SEQ ID NO: 10) en las que uno o mas aminoacidos en una o mas de las CDR se han sustituido por otro
aminoacido.

Las moléculas de anticuerpo pueden comprender una cadena ligera complementaria o una cadena pesada
complementaria, respectivamente.

El anticuerpo segun la presente invencion comprende una cadena pesada, en donde el dominio variable de la
cadena pesada comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para la CDR-H1, la secuencia dada en la SEQ ID
NO: 6 para la CDR-H2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7 para la CDR-H3, y una cadena ligera, en donde el
dominio variable de la cadena ligera comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8 para la CDR-L1, la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 9 para la CDR-L2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10 para la CDR-L3.

El anticuerpo que tiene especificidad por la IL-6 humana puede comprender una cadena pesada, en donde el
dominio variable de la cadena pesada comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para la CDR-H1, la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 6 para la CDRH-2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7 para la CDRH-3, y una
cadena ligera en donde el dominio variable de la cadena ligera comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8
para la CDR-L1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 9 para la CDR-L2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10
para la CDR-L3, en las que uno o mas aminoacidos en una o mas de las CDR se han sustituido por otro aminoacido.
El anticuerpo puede comprender una cadena pesada, en donde el dominio variable de la cadena pesada comprende
la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 o una secuencia que tiene una identidad o similitud de al menos 70%, 80%,
90%, 95% 0 98% con la misma.

"ldentidad" como se usa en la presente memoria, indica que en cualquier posicién particular de las secuencias
alineadas, el resto de aminoacido es idéntico entre las secuencias. "Similitud", como se usa en la presente memoria,
indica que en cualquier posicién particular en las secuencias alineadas, el resto de aminoacido es de un tipo similar
entre las secuencias. Por ejemplo, la leucina se puede sustituir por isoleucina o valina. Otros aminoacidos que
pueden sustituirse a menudo uno por otro incluyen pero no se limitan a:

. fenilalanina, tirosina y triptéfano (aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas);

. lisina, arginina e histidina (aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas);

. aspartato y glutamato (aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas);

. asparagina y glutamina (aminoacidos que tienen cadenas laterales amida); y

. cisteina y metionina (aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre). Los grados de

identidad y similitud se pueden calcular faciimente (Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed.,
Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing. Informatics and Genome Projects, Smith, D.W.,
ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A.M., y Giriffin,
H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G.,
Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press,
New York, 1991).

El anticuerpo puede comprender una cadena ligera, en donde el dominio variable de la cadena ligera comprende la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 4 o una secuencia que tiene una identidad o similitud de al menos 70%, 80%,
90%, 95% 0 98% con la misma.

Un anticuerpo puede comprender una cadena pesada, en donde el dominio variable de la cadena pesada
comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 y una cadena ligera, en donde el dominio variable de la cadena
ligera comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4.

El anticuerpo puede comprender una cadena pesada y una cadena ligera, en donde el dominio variable de la cadena
pesada comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ
ID NO: 2 y el dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o
similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4. Preferiblemente, el anticuerpo comprende una cadena pesada,
en donde el dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%,
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95% o0 98% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 y una cadena ligera, en donde el
dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de
identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4.

Se describe un anticuerpo de rata, en el que el dominio variable de la cadena pesada comprende la secuencia dada
en la SEQ ID NO: 2, y el dominio variable de la cadena ligera comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4. El
anticuerpo de rata se denomina en la presente memoria '132E09' o el anticuerpo del "donante". La secuencia
completa de nucleétidos y aminoacidos del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo de rata 132E09 se
proporcionan en las SEQ ID NO: 1 y 2 respectivamente. La secuencia completa de nucledtidos y aminoacidos del
dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo de rata 132E09 se proporcionan en las SEQ ID NO: 3 y 4
respectivamente. Las CDR dadas en las SEQ ID NO: 5, 6, 7, 8, 9 y 10 se obtienen del anticuerpo de rata 132E09.

Ademas, el anticuerpo puede ser un anticuerpo injertado con CDR. Como se usa en la presente memoria, la
expresion "un anticuerpo injertado con CDR" se refiere a un anticuerpo en donde la cadena pesada y/o la cadena
ligera contiene una o mas CDR (incluyendo, si se desea, una o mas CDR modificadas) procedentes de un
anticuerpo del donante (por ejemplo, un anticuerpo de rata) injertadas en la regién armazén de la region variable de
una cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo del aceptor (por ejemplo, un anticuerpo humano). Para una revision,
véase Vaughan et al, Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998. Preferiblemente, una o mas de las CDR se han
obtenido del anticuerpo de rata 132E09 (SEQ ID NO: 5, 6, 7, 8, 9 y 10). En una realizacion, en lugar de transferir la
CDR entera, solo se transfieren uno o mas restos determinantes de la especificidad de una cualquiera de las CDR
descritas en la presente memoria antes, a la region armazén del anticuerpo humano (véase, por ejemplo, Kashmiri
et al., 2005, Methods, 36, 25-34). En una realizacion, solo se transfieren los restos determinantes de la especificidad
de una o mas de las CDR descritas en la presente memoria antes, a la region armazén del anticuerpo humano. En
otra realizacién, solo se transfieren los restos determinantes de la especificidad de cada una de las CDR descritas
en la presente memoria antes, a la region armazén del anticuerpo humano.

Cuando se injertan las CDR o restos determinantes de la especificidad, se puede usar cualquier secuencia de la
region armazon de la region variable del aceptor adecuada, teniendo en cuenta la clase/tipo del anticuerpo del
donantedel cual se obtienen las CDR, incluyendo regiones armazén de rata, ratdn, primate y humana. Dicho
anticuerpo con CDR injertada tiene al menos un dominio variable que comprende regiones armazén del aceptor
humano asi como una o mas de las CDR obtenidas del anticuerpos del donante como se ha referido antes. Por lo
tanto, se proporciona un anticuerpo con CDR injertada neutralizante, en donde el dominio variable comprende
regiones armazoén de aceptor humano y CDR de donante no humano, preferiblemente de rata.

Son ejemplos de regiones armazén humanas que se pueden usar en la presente invencion KOL, NEWM, REI, EU,
TUR, TEI, LAY y POM (Kabat et al., véase antes). Por ejemplo, KOL y NEWM se pueden usar para la cadena
pesada, REI se puede usar para la cadena ligera y EU, LAY y POM se pueden usar tanto para la cadena pesada
como para la cadena ligera. Alternativamente, se pueden usar secuencias de linea germinal humana; las secuencias
de esta estan disponibles en: http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/

En un anticuerpo injertado con CDR, las cadenas pesadas y ligeras del aceptor no tienen que derivar
necesariamente del mismo anticuerpo vy, si se desea, pueden comprender cadenas compuestas que tienen regiones
armazon derivadas de diferentes cadenas.

La regién armazon preferida para la cadena pesada del anticuerpo injertado con CDR deriva de la secuencia del
subgrupo humano VH3 1-4 3-72 junto con JH4 (mostrado en la figura 2; SEQ ID NO: 19 y 20). Por consiguiente, se
proporciona un anticuerpo injertado con CDR neutralizante que comprende al menos una CDR de donante no
humano, en donde la region armazoén de la cadena pesada deriva de la secuencia del subgrupo humano 1-4 3-72
junto con JH4. La secuencia de JH4 humana es como sigue: (YFDY)WGQGTLVTVSS SEQ ID NO: 20). El motivo
YFDY es parte de la CDR-H3 y no es parte de la region armazon 4 (Ravetch, JV. et al., 1981, Cell, 27, 583-591). La
secuencia del donante es la secuencia de VH 132E09 (SEQ ID NO: 2) mostrada en la figura 2 y las CDR del
donante (SEQ ID NOs: 5, 6 y 7) estan subrayadas.

La region armazoén preferida para la cadena ligera del anticuerpo injertado con CDR deriva de la secuencia del
subgrupo de la linea germinal humana VK1 2-1-(1) 012 junto con JK2 mostrada en la figura 2 (SEQ ID NO: 21y 22).
Por consiguiente, se proporciona un anticuerpo injertado con CDR neutralizante que comprende al menos una CDR
de donante no humano, en donde la regién armazon de la cadena ligera deriva de la secuencia del subgrupo
humano VK1 2-1-(1) 012 junto con JK2. La secuencia de JK2 es la siguiente: (YT)FGQGTKLEIKR (SEQ ID NO: 22).
El motivo YT es parte de la CDR-L3 y no es parte de la region armazoén 4 (Hieter, PA., et al., 1982, J. Biol. Chem.,
257, 1516-1522). La secuencia del donante es la secuencia de VL 132E09 (SEQ ID NO: 4) mostrada en la figura 2 y
las CDR del donante (SEQ ID NO: 8, 9 y 10) estan subrayadas.

También, en un anticuerpo injertado con CDR, las regiones armazén no tienen que tener necesariamente
exactamente la misma secuencia que las del anticuerpo del aceptor. Por ejemplo, los restos inusuales se pueden
cambiar por restos que se presentan mas frecuentemente para esa clase o tipo de cadena del aceptor.
Alternativamente, restos seleccionados en las regiones armazon del aceptor se pueden cambiar de modo que
correspondan al resto encontrado en la misma posiciéon en el anticuerpo del donante (véase, Reichmann et al.,
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1998, Nature, 332, 323-324). Dichos cambios se deben mantener al minimo necesario para recuperar la afinidad del
anticuerpo del donante. En el documento WO 91/09967 se expone un protocolo para seleccionar restos en las
regiones armazoén del aceptor que puede ser necesario cambiar.

En una molécula de anticuerpo injertado con CDR de la presente invencion, si la cadena pesada del aceptor tiene la
secuencia de VH3 humana 1-4 3-72 junto con JH4, entonces, las regiones armazoén del aceptor de la cadena pesada
comprenden, ademas de una o mas CDR del donante, un resto del donador en al menos la posicion 49 (de acuerdo
con Kabat et al., (véase antes)). Por consiguiente, se proporciona un anticuerpo injertado con CDR, en donde al
menos el resto en la posicion 49 del dominio variable de la cadena pesada es un resto del donante.

En una molécula de anticuerpo injertado con CDR segun la presente invencion, si la cadena ligera del aceptor tiene
la secuencia del subgrupo humano VK1 2-1-(1) 012 junto con JK2, entonces no se usan restos de donante en las
regiones armazon del aceptor de la cadena ligera y solo se transfieren una o mas CDR del donante.

Los restos del donante son restos del anticuerpo del donante, es decir, el anticuerpo del cual se obtuvieron
originalmente las CDR, que en el caso de la presente invencion es el anticuerpo de rata 132E09.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un anticuerpo, en el que la region variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de gH13 (figura 2; SEQ ID NO: 11).

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo comprende una cadena pesada, en donde el dominio
variable de la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o similitud con la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 11. Preferiblemente, el anticuerpo comprende una cadena pesada, en donde el
dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98%
de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 11.

Ademas, la presente invencién proporciona un anticuerpo en el que la regién variable de la cadena ligera comprende
la secuencia de gL10 (figura 2; SEQ ID NO: 13).

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo comprende una cadena ligera, en donde el dominio
variable de la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o similitud con la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 13. Preferiblemente, el anticuerpo comprende una cadena ligera, en donde el
dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de
identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 13.

Preferiblemente, un anticuerpo injertado con CDR segun la presente invencion, comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de gH13 (SEQ ID NO: 11) y una cadena ligera que comprende la secuencia de gL10 (SEQ
ID NO: 13).

En una realizacion de la presente invencion, anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en
donde el dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o
similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 11 y el dominio variable de la cadena ligera comprende una
secuencia que tiene al menos 60% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 13.
Preferiblemente, el anticuerpo comprende una cadena pesada, en donde el dominio variable de la cadena ligera
comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de identidad o similitud con la secuencia
dada en la SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera, en donde el dominio variable de la cadena ligera comprende una
secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ
ID NO: 13.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencion pueden comprender una molécula de anticuerpo completa que
tiene las cadenas pesadas y ligeras de longitud completa o un fragmento de las mismas, y puede ser, pero no se
limita a Fab, Fab modificado, Fab', F(ab');, Fv, anticuerpos de un solo dominio, scFv, anticuerpos bi, tri o tetra-
valentes, Bis-scFv, fragmentos biespecificos, triespecificos, tetraespecificos y de unioén al epitopo de cualquiera de
los anteriores (véase, por ejemplo, Holliger y Hudson, 2005, Nature Biotech. 23(9):1126-1136; Adair y Lawson, 2005,
Drug Design Reviews - Online 2(3), 209-217). Los métodos para crear y fabricar estos fragmentos de anticuerpo son
bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Verma et al., 1998, Journal of Immunological Methods, 216, 165-
181). Otros fragmentos de anticuerpos para usar en la presente invencion incluyen los fragmentos Fab y Fab'
descritos en las solicitudes de patente internacional W02005/003169, W02005/003170 y W02005/003171. Los
anticuerpos multivalentes pueden comprender multiples especificidades o pueden ser monoespecificos (véase, por
ejemplo, los documentos WO 92/22853 y W0O05/113605).

Los dominios de la regiéon constante de la molécula de anticuerpo de la presente invencion, si estan presentes, se
pueden seleccionar considerando la funcion propuesta de la molécula de anticuerpo, y en particular las funciones
efectoras que se pueden requerir. Por ejemplo, los dominios de la region constante pueden ser dominios de IgA,
IgD, IgE, 1gG o IgM humanas. En particular, se pueden utilizar los dominios de las regiones constantes de I1gG
humanas, especialmente los isotipos IgG1 e IgG3 cuando la molécula de anticuerpo esta destinada a usos
terapéuticos y se requieren funciones efectoras de anticuerpos. Alternativamente, se pueden usar los isotipos IgG2 y
IgG4 cuando la molécula de anticuerpo esta destinada a usos terapéuticos y no se requieren funciones efectoras de
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anticuerpos, p. €j. simplemente para bloquear la actividad de la IL-6. Se apreciara que también se pueden usar
secuencias variantes de estos dominios de la region constante. Por ejemplo, se pueden usar moléculas de IgG en
las que la serina de la posicion 241 se ha cambiado por prolina, como describen Angal et al., Molecular Immunology,
1993, 30 (1), 105-108. Se prefiere en particular, el dominio constante de IgG4 que comprende este cambio. El
experto en la técnica también entendera que los anticuerpos pueden experimentar una variedad de modificaciones
postraduccionales. El tipo y la extension de estas modificaciones a menudo dependen de la linea celular del
hospedante usada para expresar el anticuerpo, asi como de las condiciones de cultivo. Dichas modificaciones
pueden incluir variaciones en glicosilacion, oxidacion de metionina, formacion de dicetopiperizina, isomerizacion de
aspartato y desamidacion de asparagina. Una modificacion frecuente es la pérdida del resto basico carboxi terminal
(tal como lisina o arginina) debido a la acciéon de carboxipeptidasas (como se describe en Harris, RJ. Journal of
Chromatography 705:129-134, 1995). Por consiguiente, la lisina C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo de
SEQ ID NO: 16 puede estar ausente.

En una realizacién preferida, el anticuerpo proporcionado por la presente invencién es un anticuerpo neutralizante
que tiene especificidad por la IL-6, en el que la region constante de la cadena pesada comprende la regién constante
de la IgG4 humana en la que en la serina de la posicién 241 se ha sustituido por prolina, como se describe en Angal
et al., véase antes. Por consiguiente, la presente invencion proporciona un anticuerpo en el que la cadena pesada
comprende o consiste en la secuencia dada en la SEQ ID NO: 16. Preferiblemente, la regidon constante de la cadena
ligera es cKappa.

En una realizacién, la presente invenciéon proporciona un anticuerpo en el que la cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia dada en la SEQ ID NO: 16 y la cadena ligera comprende o consiste en la secuencia dada
enla SEQ ID NO: 18.

En una realizacién de la invencioén, el anticuerpo comprende una cadena pesada, en la que la cadena pesada
comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO:
16. Preferiblemente, el anticuerpo comprende una cadena pesada, en donde la cadena pesada comprende una
secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ
ID NO: 16.

En una realizacién de la invencion, el anticuerpo comprende una cadena ligera, en la que la cadena ligera
comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO:
18. Preferiblemente, el anticuerpo comprende una cadena ligera, en donde la cadena ligera comprende una
secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ
ID NO: 18.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde la
cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o similitud con la secuencia dada en
la SEQ ID NO: 16 y la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos 60% de identidad o similitud con
la secuencia dada en la SEQ ID NO: 18. Preferiblemente, el anticuerpo comprende una cadena pesada, en donde la
cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de identidad o similitud
con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera, en donde la cadena ligera comprende una
secuencia que tiene al menos 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ
ID NO: 18.

También se proporciona una region especifica o epitopo de la IL-6 humana a la que se une un anticuerpo segun la
presente invencion, en particular un anticuerpo que comprende una cualquiera de CDR-H1 (SEQ ID NO: 5), CDR-H2
(SEQ ID NO: 6), CDR-H3 (SEQ ID NO: 7), CDR-L1 (SEQ ID NO: 8), CDR-L2 (SEQ ID NO: 9) o CDR-L3 (SEQ ID
NO: 10), por ejemplo, el anticuerpo 132E09 o anticuerpos que comprenden la secuencia de la regién variable de la
cadena pesada de gH13 (SEQ ID NO: 11) y/o la secuencia de la region variable de la cadena ligera de gL10 (SEQ
ID NO: 13).

Esta region especifica o epitopo del polipéptido de IL-6 humana se puede identificar mediante cualquier método de
cartografia de epitopos adecuado conocido en la técnica, en combinacién con cualquiera de los anticuerpos
proporcionados por la presente invencion. Los ejemplos de dichos métodos incluyen la seleccion de péptidos de
diferentes longitudes derivados de la IL-6 segun la unién al anticuerpo de la presente invencion con el fragmento
mas pequefio que se puede unir especificamente al anticuerpo que contiene la secuencia del epitopo reconocida por
el anticuerpo. Los péptidos de IL-6 se pueden producir de forma sintética o por digestion proteolitica del polipéptido
de IL-6. Los péptidos que se unen al anticuerpo se pueden identificar, por ejemplo, por analisis de espectrometria de
masas. En otro ejemplo, se puede usar la espectroscopia de RMN para identificar el epitopo unido por un anticuerpo
de la presente invencion, como se describe en los ejemplos de la presente memoria. Una vez identificado, se puede
usar el fragmento epitdpico al que se une el anticuerpo de la presente invencion, si es necesario, como un
inmunogeno para obtener anticuerpos neutralizantes adicionales que se unen al mismo epitopo.

En un ejemplo, el epitopo de la IL-6 humana unido por un anticuerpo de la presente invencion, comprende al menos
los restos de aminoacidos S47, C50, E93, R104, F105, E106, T149, K150, A153, Q156, Q159 y S169 de la IL-6
humana (numeracion de los restos segun Boulanger et al., Science, 300, 2101-2104). En un ejemplo, el epitopo de

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2525325713

la IL-6 humana unido por un anticuerpo de la presente invencién, comprende los restos de aminoacidos S47, C50,
E93, R104, F105, E106, T149, K150, A153, Q156, Q159 y S169 y uno mas restos seleccionados de C44, S53, A58,
V96, Q152, Q154, N155, W157, T163, L165, y E172.

En un ejemplo, el epitopo de la IL-6 humana unido por un anticuerpo de la presente invencion, comprende los restos
de aminoacidos C44, S47, C50, S53, A58, E93, V96, R104, F105, E106, T149, K150, Q152, A153, Q154, N155,
Q156, W157, Q159, T163, L165, S169 y E172.

Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana se puede unir a un epitopo de la IL-6 humana
madura que comprende los restos de aminoacidos S47, C50, E93, R104, F105, E106, T149, K150, A153, Q156,
Q159 y S169.

Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana se puede unir a un epitopo de la IL-6 humana
madura que comprende los restos de aminoacidos S47, C50, E93, R104, F105, E106, T149, K150, A153, Q156,
Q159 y S169 y uno o mas restos seleccionados de C44, S53, A58, V96, Q152, Q154, N155, W157, T163, L165, y
E172

Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana se puede unir a un epitopo de la IL-6 humana
madura que comprende los restos de aminoacidos C44, S47, C50, S53, A58, E93, V96, R104, F105, E106, T149,
K150, Q152, A153, Q154, N155, Q156, W157, Q159, T163, L165, S169 y E172.

Se apreciara que los restos nombrados antes también se pueden numerar basandose en la numeracién de
aminoacidos del precursor no procesado de la IL-6 (nUmero de acceso en Swiss Prot P05231). Usando esta
numeracion, los restos numerados antes segun Boulanger et al., véase antes, como C44, S47, C50, S53, A58, E93,
V96, R104, F105, E106, T149, K150, Q152, A153, Q154, N155, Q156, W157, Q159, T163, L165, S169 y E172 se
convierten en C72, S75, C78, S81, A86, E121, V124, R132, F133, E134, T177, K178, Q180, A181, Q182, N183,
Q184, W185, Q187, T191, L193, S197 y E200 respectivamente.

Preferiblemente, un anticuerpo de la presente invencion bloquea la union del receptor gp130 al sitio 3 de la IL-6
humana.

Los anticuerpos que bloquean de forma cruzada la unién de los anticuerpos de la presente invencién a la IL-6
pueden ser igualmente Utiles en la neutralizacién de la actividad de la IL-6.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencién, preferiblemente tienen una alta afinidad de unién por la IL-6
humana, preferiblemente picomolar. La afinidad se puede medir usando cualquier método adecuado conocido en la
técnica, incluyendo BlAcore como se describe en los ejemplos de la presente memoria. Preferiblemente, la afinidad
se mide usando la IL-6 humana recombinante descrita en los ejemplos de la presente memoria. Preferiblemente,
una molécula de anticuerpo segun la presente invencion, tiene una afinidad de unién por la IL-6 humana menor de
500 pM. Preferiblemente, una molécula de anticuerpo segun la presente invencion, tiene una afinidad de unién por la
IL-6 humana menor de 50 pM. Por consiguiente, en una realizacién, una molécula de anticuerpo de la presente
invencion tiene una afinidad de unién de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 500 pM. En una realizacion,
la molécula de anticuerpo de la presente invencion tiene una afinidad de unién de entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 50 pM. Preferiblemente, la molécula de anticuerpo de la presente invencién tiene una afinidad de
union por la IL-6 humana de entre aproximadamente 1 y 20 pM. En una realizacién, el anticuerpo de la presente
invencion tiene una afinidad de union por la IL-6 humana de entre 8 y 12 pM. Se apreciara que la afinidad de los
anticuerpos proporcionados por la presente invencion se puede alterar usando cualquier método adecuado conocido
en la técnica. Por lo tanto, la presente invencién también se refiere a variantes de las moléculas de anticuerpo de la
presente invencion, que tienen una afinidad mejorada por la IL-6 humana. Dichas variantes se pueden obtener por
una serie de protocolos de maduracion de afinidad incluyendo la mutacién de las CDR (Yang et al., J. Mol. Biol., 254,
392-403, 1995), barajado de cadenas (Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), el uso de cepas mutantes
de E. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), barajado de ADN (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol., 8,
724-733, 1997), la presentacion en fagos (Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y la PCR sexual (Crameri
et al., Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al. (véase antes) expone estos métodos de maduracion de afinidad.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencion preferiblemente neutralizan la actividad de la IL-6, por ejemplo
en los ensayos in vitro e in vivo descritos en los ejemplos. En una realizacion, estos anticuerpos se unen al sitio 3 de
la IL-6 humana.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6
humana que es capaz de inhibir la actividad de la IL-6 humana 0,038 nM en 50% con una concentracion menor que
100 pM, midiéndose dicha actividad inhibidora en la proliferaciéon inducida por la IL-6 de células T1165. En una
realizacion, la concentracion de anticuerpo que inhibe la IL-6 en 50% es menor que 50 pM, mas preferiblemente
menor que 20 pM. Preferiblemente, la IL-6 humana usada en el ensayo es la IL-6 humana recombinante. En una
realizacion, el anticuerpo neutralizante es un anticuerpo humanizado o totalmente humano.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6
humana que es capaz de inhibir la actividad de la IL-6 humana 3,84 nM en 50% con una concentracién menor que 1
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nM, midiéndose dicha actividad inhibidora en la produccién de MCP-1 por HUVECS en respuesta a la IL-6 y sIL-6R
humanas. Preferiblemente, la IL-6 humana usada en el ensayo es la IL-6 humana recombinante. En una realizacion,
el anticuerpo neutralizante es un anticuerpo humanizado o totalmente humano.

Si se desea, se puede conjugar un anticuerpo segun la presente invencion a una o mas moléculas efectoras. Se
apreciara que, en una realizacion, la molécula efectora puede comprender una sola molécula efectora o dos o mas
de dichas moléculas, unidas de tal modo que forman un resto aislado que se puede unir a los anticuerpos de la
presente invencion. Cuando se desea obtener un fragmento de anticuerpo unido a una molécula efectora, este se
puede preparar por procedimientos de quimica convencionales o ADN recombinante, en los que el fragmento de
anticuerpo se une directamente o por un agente de acoplamiento a la molécula efectora. Las técnicas para conjugar
dichas moléculas efectoras a anticuerpos son muy conocidas en la técnica (véase, Hellstrom et al., Controlled Drug
Delivery, 22 ed., Robinson et al., eds., 1987, pp. 623-53;Thorpe et al., 1982 , Immunol. Rev., 62:119-58 y Dubowchik
et al., 1999, Pharmacology and Therapeutics, 83, 67-123). Los procedimientos quimicos particulares, incluyen, por
ejemplo, los descritos en los documentos WO 93/06231, WO 92/22583, WO 89/00195, WO 89/01476 y
WO03031581. Alternativamente, cuando la molécula efectora es una proteina o polipéptido, la unién se puede lograr
usando procedimientos de ADN recombinantes, por ejemplo, como se describe en los documentos WO 86/01533 y
EP0392745.

La expresion molécula efectora, tal como se usa en la presente memoria, incluye, por ejemplo, agentes
antineoplasicos, farmacos, toxinas, proteinas biolégicamente activas, por ejemplo enzimas, otros anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos, polimeros sintéticos o que aparecen en la naturaleza, acidos nucleicos y sus fragmentos,
por ejemplo ADN, ARN y sus fragmentos, radionucleidos, en particular radioyodo, radiois6topos, metales quelados,
nanoparticulas y grupos indicadores, tales como compuestos fluorescentes o compuestos que pueden detectarse
mediante RMN o espectroscopia ESR.

Los ejemplos de moléculas efectoras pueden incluir citotoxinas o agentes citotoxicos incluyendo cualquier agente
que sea perjudicial (p. €j., que mate) las células. Los ejemplos incluyen combrestatinas, dolastatinas, epotilonas,
estaurosporina, maytansinoides, espongistatinas, rizoxina, halicondrinas, roridinas, hemiasterlinas, taxol, citocalasina
B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopodsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorubicina, daunorubicina, dihidroxiantracinodiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y analogos u
homologos de los mismos.

Las moléculas efectoras también incluyen, pero no se limitan a antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil-descarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo,
mecloretamina, tioepa cloranbucilo, melfalano, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclotosfamida, busulfano,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cis-diclorodiamina-platino (ll) (DDP), cisplatina, antraciclinas (por
ejemplo, daunorubicina (antes denominada daunomicina) y doxorubicina), antibidticos (por ejemplo, dactinomicina
(antes denominada actinomicina), bleomicina, mitramicina, antramicina (AMC), caliqueamicinas o duocarmicinas), y
agentes antimitoticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina).

Otras moléculas efectoras pueden incluir radionucleidos quelados tales como " y QOY, Lum, Bismutom,
Californi0252, Iridio'%? y Tungsteno188/Renio188; o farmacos, tales como, pero sin limitarse a alquilfosfocolinas,
inhibidores de la topoisomerasa |, taxoides y suramina.

Otras moléculas efectoras incluyen proteinas, péptidos y enzimas. Las enzimas de interés incluyen, pero no se
limitan a enzimas proteoliticas, hidrolasas, liasas, isomerasas, transferasas. Las proteinas, los polipéptidos y los
péptidos de interés incluyen, pero no se limitan a inmunoglobulinas, toxinas, tales como abrina, ricina A, exotoxina
de pseudomonas o toxina diftérica, una proteina tal como insulina, factor de necrosis tumoral, interferén a, interferén
B, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento obtenido a partir de plaquetas o activador de plasmindgeno
tisular, un agente trombodtico o un agente anti-angiogénico, p. ej., angiostatina o endostatina, o un agente
modificador de la respuesta bioldgica, tal como linfocina, interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-2 (IL-2), interleuquina-6
(IL-6), factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF), factor de crecimiento nervioso (NGF) u otros factores de crecimiento e inmunoglobulinas.

Otras moléculas efectoras pueden incluir sustancias detectables Uutiles, por ejemplo, en diagnosis. Ejemplos de
sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes, nucleidos radiactivos, metales emisores de positrones (para uso en la
tomografia de emisién de positrones) y iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. Véase en general el
documento de patente de EE.UU. n° 4.741.900 para iones metalicos que se pueden conjugar con anticuerpos para
uso como agentes de diagndstico. Las enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa; los grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina, avidina
y biotina; los materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, diclorotriazinilamina-fluoresceina, cloruro de dansilo y ficoeritrina; los materiales luminiscentes adecuados
incluyen luminol; los materiales bioluminiscentes adecuados incluyen luciferasa, luciferina y aecuorina; y los
nucleidos radiactivos incluyen 125I, 131I, MR y “Te.
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En otro ejemplo, la o las moléculas efectoras pueden aumentar la semivida del anticuerpo in vivo, y/o reducir la
inmunogenicidad del anticuerpo y/o potenciar el suministro de un anticuerpo a través de una barrera epitelial al
sistema inmunitario. Los ejemplos de moléculas efectoras adecuadas de este tipo incluyen polimeros, albumina,
proteinas que se unen a albumina o compuestos que se unen a albumina tales como los descritos en el documento
WO05/117984 (publicado el 15.12.05).

Cuando la molécula efectora es un polimero, puede ser, en general, un polimero sintético o natural, por ejemplo una
cadena opcionalmente sustituida lineal o ramificada de polialquileno, polialquenileno o polioxialquileno o un
polisacarido ramificado o no ramificado, p. ej. un homo o heteropolisacarido.

Los sustituyentes opcionales particulares que pueden estar presentes en los polimeros sintéticos mencionados
anteriormente, incluyen uno o varios grupos hidroxi, metilo o metoxi.

Los ejemplos concretos de polimeros sintéticos incluyen polietilenglicol, polipropilenglicol y poli(alcohol vinilico) de
cadena lineal o ramificada opcionalmente sustituidos, o derivados de estos, en especial polietilenglicol
opcionalmente sustituido, tal como metoxipolietilenglicol o derivados de éste.

Los polimeros naturales particulares incluyen lactosa, amilosa, dextrano, glucégeno o derivados de estos.

"Derivados" tal y como se usa en la presente memoria se pretende que incluya derivados reactivos, por ejemplo
grupos reactivos selectivos tiol tales como maleimidas y semejantes. El grupo reactivo puede unirse directamente o
a través de un segmento conector al polimero. Se apreciara que el resto de dicho grupo sera parte en algunos casos
del producto como grupo conector entre el fragmento de anticuerpo y el polimero.

El tamario del polimero puede variarse segun se desee, pero estara generalmente en un intervalo de peso molecular
medio de 500 Da a 50000 Da, preferiblemente de 5000 a 40000 Da y mas preferiblemente de 20000 a 40000 Da. El
tamario del polimero en particular, se puede seleccionar basandose en el uso previsto del producto, por ejemplo, la
capacidad para dirigirse a ciertos tejidos, tales como tumores, o aumentar la semivida en la circulacion (para una
revision, véase Chapman, 2002, Advanced Drug Delivery Reviews, 54, 531-545). Asi, por ejemplo, cuando se
pretende que el producto deje la circulacion y penetre en un tejido, por ejemplo para uso en el tratamiento de un
tumor, puede ser ventajoso usar un polimero de bajo peso molecular, por ejemplo con un peso molecular de
aproximadamente 5.000Da. Para las aplicaciones en las que el producto permanece en la circulacién, puede ser
ventajoso usar un polimero de alto peso molecular, por ejemplo que tenga un peso molecular en el intervalo de
20000 Da a 40000 Da.

Los polimeros particularmente preferidos incluyen un polimero polialquileno, tal como polietilenglicol o, en especial,
un metoxipolietilenglicol o un derivado del mismo, y en especial con un peso molecular en el intervalo de
aproximadamente 15000 Da a aproximadamente 40000 Da.

En un ejemplo, los anticuerpos para su uso en la presente invencion estan unidos a restos polietilenglicol (PEG). En
un ejemplo concreto, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo y las moléculas de PEG pueden unirse a través de
cualquier grupo funcional aminoacido de la cadena lateral o terminal disponible localizado en el fragmento de
anticuerpo, por ejemplo, cualquier grupo amino, imino, tiol, hidroxilo o carboxilo libre. Dichos aminoacidos pueden
ser naturales en el fragmento de anticuerpo o se pueden modificar genéticamente en el fragmento usando métodos
de ADN recombinante (véase, por ejemplo, los documentos US 5.219.996; US 5.667.425; WO98/25971). En un
ejemplo, la molécula de anticuerpo de la presente invencién es un fragmento Fab modificado, en donde la
modificacion es la adicion al extremo C-terminal de su cadena pesada, de uno o mas aminoacidos que permiten la
union de una molécula efectora. Preferiblemente, los aminoacidos adicionales forman una region bisagra modificada
que contiene uno o mas restos de cisteina a los cuales puede ser anclada la molécula efectora. Pueden emplearse
multiples sitios para unir dos o mas moléculas de PEG.

Preferiblemente, las moléculas de PEG estan unidas covalentemente a un grupo tiol de al menos un resto cisteina
localizado en el fragmento de anticuerpo. Cada molécula de polimero unida al fragmento de anticuerpo modificado
puede unirse covalentemente al atomo de azufre de un resto de cisteina localizado en el fragmento. La unidon
covalente sera generalmente un enlace disulfuro o, en particular, un enlace azufre-carbono. Cuando se emplea un
grupo tiol como punto de unién, pueden utilizarse moléculas efectoras activadas de forma apropiada, por ejemplo,
derivados selectivos de tiol, tales como maleimidas, y derivados de cisteina. Un polimero activado puede usarse
como material de partida en la preparacion de polimero-fragmentos de anticuerpo modificados como se ha descrito
anteriormente. El polimero activado puede ser cualquier polimero que contenga un grupo reactivo tiol tal como un
acido o éster a-halogenocarboxilico, p. ej. yodoacetamida, una imida, p. €j. maleimida, una vinilsulfona o un
disulfuro. Dichos materiales de partida pueden obtenerse en el comercio (por ejemplo de Nektar, anteriormente
Shearwater Polymers Inc., Huntsville, AL, EE.UU.), o pueden prepararse a partir de materiales de partida disponibles
en el comercio usando procedimientos quimicos convencionales. Las moléculas de PEG particulares incluyen
metoxi-PEG-amina 20K (que se puede obtener de Nektar, anteriormente Shearwater; Rapp Polymere; y SunBio) y
M-PEG-SPA (que se puede obtener de Nektar, anteriormente Shearwater).

En una realizacion, el anticuerpo es un fragmento Fab modificado o diFab que esta PEGilado, es decir, tiene PEG
(polietilenglicol) unido covalentemente al mismo, p. €j., segun los métodos descritos en los documentos EP 0948544
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o EP1090037 [véase también "Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications", 1992, J.
Milton Harris (ed), Plenum Press, New York, "Poly(ethyleneglycol) Chemistry and Biological Applications”, 1997, J.
Milton Harris and S. Zalipsky (eds), American Chemical Society, Washington DC y "Bioconjugation Protein Coupling
Techniques for the Biomedical Sciences”, 1998, M. Aslam y A. Dent, Grove Publishers, New York; Chapman, A,
2002, Advanced Drug Delivery Reviews, 2002, 54:531-545]. En un ejemplo, el PEG esta unido a una cisteina en la
region bisagra. En un ejemplo, un fragmento Fab modificado con PEG tiene un grupo maleimida unido
covalentemente a un unico grupo tiol en una region bisagra modificada. Un resto lisina puede unirse covalentemente
al grupo maleimida, y a cada uno de los grupos amina sobre el resto lisina puede unirse un polimero de
metoxipolietilenglicol que tenga un peso molecular de aproximadamente 20.000 Da. Por tanto, el peso molecular
total del PEG unido al fragmento Fab puede ser de aproximadamente 40.000 Da.

En una realizacion, la presente invencidon proporciona una molécula de anticuerpo neutralizante que tiene
especificidad por la IL-6 humana, que es un fragmento Fab modificado que tiene una cadena pesada que
comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera que comprende la secuencia dada en la
SEQ ID NO: 13 y que tiene en el extremo C-terminal de su cadena pesada una regidon bisagra modificada que
contiene al menos un resto de cisteina al que se une una molécula efectora. Preferiblemente, la molécula efectora
es PEG y se une usando métodos descritos en los documentos (W098/25971 y WO2004072116) de modo que un
grupo lisil-maleimida se une al resto de cisteina en el extremo C-terminal de la cadena pesada y cada grupo amino
del resto lisilo tiene covalentemente unido al mismo un resto de metoxipolietilenglicol que tiene un peso molecular de
aproximadamente 20.000 Da. Por tanto, el peso molecular total del PEG unido al anticuerpo es de aproximadamente
40.000 Da.

En otro ejemplo, se pueden unir moléculas efectoras a fragmentos de anticuerpo usando los métodos descritos en
las solicitudes de patente internacional W0O2005/003169, W02005/003170 y WO2005/003171.

La presente invencion proporciona también una secuencia de ADN aislada que codifica la cadena o cadenas
pesadas y/o ligeras de una molécula de anticuerpo de la presente invencion. Preferiblemente, la secuencia de ADN
codifica la cadena pesada o la cadena ligera de una molécula de anticuerpo de la presente invencion. La secuencia
de ADN de la presente invencion puede comprender ADN sintético, por ejemplo producido por un proceso quimico,
ADNCc, ADN gendmico o cualquier combinacion de los mismos.

Las secuencias de ADN que codifican una molécula de anticuerpo de la presente invencion se pueden obtener por
métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican la
totalidad o parte de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo se pueden sintetizar como se desee a partir de las
secuencias de ADN determinadas o basandose en las correspondientes secuencias de aminoacidos.

ElI ADN que codifica las secuencias armazoén del aceptor esta ampliamente disponible para los expertos en la técnica
y se puede sintetizar facilmente sobre la base de sus secuencias conocidas de aminoacidos.

Se pueden usar técnicas convencionales de biologia molecular para preparar las secuencias de ADN que codifican
la molécula de anticuerpo de la presente invencidén. Las secuencias de DNA deseadas se pueden sintetizar
completamente o en parte utilizando técnicas de sintesis de oligonucleétidos. Se pueden utilizar la mutagénesis
dirigida al sitio y las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) segun sea apropiado.

Los ejemplos de secuencias de ADN adecuadas se proporcionan en la SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO:
12; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 17. Los nucleétidos 1-57 en la SEQ ID NO: 15y 1-60 en la SEQ
ID NO: 17 codifican la secuencia del péptido sefial del anticuerpo de ratén B72.3 (Whittle et al., 1987, Protein Eng.
1(6) 499-505.) que es escindida para dar una molécula de anticuerpo neutralizante de la presente invencién. Por
consiguiente, la presente invencion también proporciona una secuencia de ADN aislada que codifica la cadena
pesada de un anticuerpo de la presente invencion que comprende los nucleétidos 58-2008 de la SEQ ID NO: 15. La
presente invencion también proporciona una secuencia de ADN aislada que codifica la cadena ligera de un
anticuerpo de la presente invencion que comprende los nucleétidos 61-705 de la SEQ ID NO: 17.

La presente invencion se refiere también a un vector de clonacién o de expresién que comprende una o mas
secuencias de ADN de la presente invencion. Por consiguiente, se proporciona un vector de clonaciéon o expresion
que comprende una o mas secuencias de ADN que codifican un anticuerpo de la presente invencion.
Preferiblemente, el vector de clonacién o de expresion comprende dos secuencias de ADN, que codifican la cadena
ligera y la cadena pesada de la molécula de anticuerpo de la presente invencion, respectivamente. Preferiblemente,
un vector segun la presente invencion comprende las secuencias dadas en las SEQ ID NO: 15y 17. Los nucledtidos
1-57 en la SEQ ID NO: 15y 1-60 en la SEQ ID NO: 17 codifican la secuencia del péptido sefial del anticuerpo de
ratén B72.3 que, lo mas preferiblemente, es escindida para dar una molécula de anticuerpo neutralizante de la
presente invencion.

Los métodos generales por los que los vectores se pueden construir, los métodos de transfeccion y los métodos de
cultivo son bien conocidos por los expertos en la técnica. A este respecto, se hace referencia a "Current Protocols in
Molecular Biology", 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, Nueva York y el Maniatis Manual producido por
Cold Spring Harbor Publishing.
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También se proporciona una célula hospedante que comprende uno o mas vectores de clonacién o expresion, que
comprende una o mas secuencias de ADN que codifican un anticuerpo de la presente invencién. Se puede utilizar
cualquier sistema adecuado de célula hospedante/vector para la expresion de las secuencias de ADN que codifican
la molécula de anticuerpo de la presente invenciéon. También se pueden usar bacterias, por ejemplo, E. coli, y otros
sistemas microbianos, o sistemas de expresion de células hospedantes eucariotas, por ejemplo, de mamifero, véase
Verma et al., 1998, Journal of Immunological Methods, 216, 165-181. Las células hospedantes de mamifero
adecuadas incluyen células de CHO, NSO, de mieloma o hibridoma. Los ejemplos de sistemas de expresion
adecuados incluyen el sistema de expresion de la glutamina sintasa descrito en el documento WO87/04462.

La presente invencion proporciona también un procedimiento para la producciéon de una molécula de anticuerpo
segun la presente invencion, que comprende el cultivo de una célula hospedante que contiene un vector de la
presente invencién en condiciones adecuadas para llevar a la expresion de una proteina a partir de ADN que
codifica la molécula de anticuerpo de la presente invencion, y al aislamiento de la molécula de anticuerpo.

La molécula de anticuerpo puede comprender solamente un polipéptido de cadena pesada o ligera, en cuyo caso
solo es necesario utilizar una secuencia codificante del polipéptido de cadena pesada o ligera para transfectar las
células hospedantes. Para la produccién de productos que comprenden tanto cadenas pesadas como cadenas
ligeras, la linea de células se puede transfectar con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido de
cadena ligera y un segundo vector que codifica un polipéptido de cadena pesada. Alternativamente, se puede utilizar
un solo vector, y el vector incluye secuencias que codifican polipéptidos de cadena ligera y de cadena pesada.

Puesto que los anticuerpos de la presente invencion son utiles en el tratamiento y/o profilaxis de una afeccion
patolégica, la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica o de diagnostico que
comprende una molécula de anticuerpo de la presente invenciéon en combinacién con uno o mas de un excipiente
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por consiguiente se proporciona el uso de un anticuerpo de la
invencion para la fabricacion de un medicamento. La composicién se suministra habitualmente como parte de una
composicion farmacéutica estéril que normalmente incluye un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Una
composicion farmacéutica de la presente invencion puede comprender ademas un adyuvante farmacéuticamente
aceptable.

La presente invencién también proporciona un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica o de
diagndstico, que comprende afadir y mezclar la molécula de anticuerpo de la presente invencién junto con uno o
mas de un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La molécula de anticuerpo puede ser el Unico principio activo de la composicion farmacéutica o de diagndstico o
puede estar acompafiada de otros principios activos incluyendo otros ingredientes anticuerpos, por ejemplo
anticuerpos anti-TNF, anti-IL-1B, anti-linfocitos T, anti-IFNy o anti-LPS, o ingredientes no anticuerpos tales como
xantinas.

Las composiciones farmacéuticas preferiblemente comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo
de la invencion. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" como se usa en la presente memoria, se refiere a
una cantidad de un agente terapéutico necesaria para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o afeccion
determinada, o para poner de manifiesto un efecto terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier anticuerpo, la
cantidad terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente o en ensayos de cultivo celular o en modelos
animales, usualmente en roedores, conejos, perros, cerdos o primates. El modelo animal se puede usar también
para determinar el intervalo de concentracion apropiado y la via de administracion. Dicha informacion se puede usar
entonces para determinar las dosis Utiles y las vias de administracion en los seres humanos.

La cantidad terapéuticamente eficaz precisa para un sujeto humano dependera de la gravedad de la enfermedad, de
la salud general del sujeto, de la edad, peso y sexo del sujeto, de la dieta, tiempo y frecuencia de la administracion,
combinacion o combinaciones de farmacos, reacciones de sensibilidad y tolerancia/respuesta a la terapia. Esta
cantidad se puede determinar por experimentacion rutinaria y depende de la opinidn del clinico. En general, una
cantidad terapéuticamente eficaz sera de 0,01 mg/kg a 50 mg/kg, preferiblemente de 0,1 mg/kg a 20 mg/kg. Las
composiciones farmacéuticas pueden presentarse, de modo conveniente, en formas de dosificacion unitarias que
contengan una cantidad predeterminada de un agente activo de la invencion por dosis.

Las composiciones se pueden administrar individualmente a un paciente, o se pueden administrar en combinacion
(p. €j., de forma simultanea, secuencial o separada) con otros agentes, farmacos u hormonas.

La dosis a la que se administra la molécula de anticuerpo de la presente invenciéon depende de la naturaleza de la
afeccion a tratar, de la extension de la inflamacion presente y de si la molécula de anticuerpo se usa
profilacticamente o para tratar una afeccion existente.

La frecuencia de la dosis dependera de la semivida de la molécula de anticuerpo y de la duracion de su efecto. Si la
molécula de anticuerpo tiene una semivida corta (por ejemplo, 2 a 10 horas) puede ser necesario administrar una o
mas dosis al dia. Alternativamente, si la molécula de anticuerpo tiene una semivida larga (por ejemplo, de 2 a 15
dias o de 2 a 30 dias) puede ser necesario administrar solamente una dosis una vez al dia, una vez por semana o
incluso una vez cada 1 6 2 meses.
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El vehiculo farmacéuticamente aceptable no debe inducir por si mismo la produccién de anticuerpos nocivos para el
individuo que recibe la composicidon y no debe ser téxico. Pueden ser vehiculos adecuados las macromoléculas
grandes, metabolizadas lentamente, tales como las proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicolicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas de virus
inactivas.

Se pueden usar sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo sales de un acido mineral, tales como
hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos,
malonatos y benzoatos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables de las composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, soluciéon salina, glicerol y etanol. Adicionalmente pueden estar presentes en dichas
composiciones, sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias tamponantes
del pH. Tales vehiculos hacen posible que las composiciones farmacéuticas sean formuladas como comprimidos,
pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, mezclas y suspensiones, para su ingestion por el paciente.

Las formas preferidas para administracion incluyen formas adecuadas para administracion parenteral, por ejemplo,
mediante inyeccion o perfusion, por ejemplo por inyeccion rapida o por perfusion continua. Cuando el producto es
para inyeccion o para perfusion, puede tomar la forma de una suspension, disolucion o emulsién en un vehiculo
acuoso u oleoso y puede contener agentes de formulacion, tales como agentes de suspension, conservantes,
estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, la molécula de anticuerpo puede estar en forma seca, para
reconstitucion antes de su uso con un liquido estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencién se pueden administrar directamente al sujeto. Los sujetos a
ser tratados pueden ser animales. Sin embargo, es preferible que las composiciones se adapten para administracion
a sujetos humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar por varias rutas incluyendo, pero sin
limitarse a, las rutas oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal, intraventricular,
transdérmica, transcutanea (por ejemplo, véase el documento WO 98/20734), subcutanea, intraperitoneal,
intranasal, enteral, topica, sublingual, intravaginal o rectal. Los hyposprays se pueden usar también para administrar
las composiciones farmacéuticas de la invencién. Tipicamente, las composiciones terapéuticas se pueden preparar
como inyectables, ya sea como soluciones liquidas o como suspensiones. Se pueden preparar también formas
soélidas adecuadas para solucion, o suspension, en vehiculos liquidos previamente a la inyeccion.

La administracion directa de las composiciones generalmente se realizara por inyeccion, subcutanea, intraperitoneal,
intravenosa o intramuscular, o se pueden administrar en el espacio intersticial de un tejido. Las composiciones se
pueden administrar también en una lesién. La posologia de tratamiento puede ser un programa de dosis Unica o un
programa de dosis multiples.

Se apreciara que el principio activo de la composicion sera una molécula de anticuerpo. Como tal, sera susceptible
de degradacion en el tracto gastrointestinal. Por tanto, si la composicion es para ser administrada por una via que
usa el tracto gastrointestinal, la composicién necesitara contener agentes que protejan al anticuerpo de la
degradacion pero que liberen el anticuerpo una vez que ha sido absorbido del tracto gastrointestinal.

Una exposicion concienzuda de vehiculos farmacéuticamente aceptables esta disponible en Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

También se contempla que el anticuerpo de la presente invencion pueda ser administrado mediante el uso de
terapia génica. Con el fin de conseguir esto, las secuencias de ADN que codifican las cadenas pesadas y ligeras de
la molécula de anticuerpo bajo el control de componentes apropiados de ADN se introducen en un paciente, de tal
modo que las cadenas de anticuerpo se expresen a partir de las secuencias de ADN y sean ensambladas in situ.

La presente invenciéon también proporciona una molécula de anticuerpo para usar en el control de enfermedades
inflamatorias. Preferiblemente, la molécula de anticuerpo se puede usar para reducir el proceso inflamatorio o para
prevenir el proceso inflamatorio.

También se proporciona una molécula de anticuerpo segun la presente invencién, para usar en el tratamiento y/o
profilaxis de un trastorno patolégico que es mediado por la IL-6 o asociado con un nivel aumentado de IL-6. La
presente invencion proporciona ademas el uso de una molécula de anticuerpo segun la presente invencion, en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de un trastorno patolégico que es mediado por la IL-
6 o esta asociado con un nivel aumentado de la IL-6. Preferiblemente, la afeccién patoldgica se selecciona del grupo
que consiste en infecciones (viricas, bacterianas, fungicas y parasitarias), choque endotéxico asociado con
infeccion, artritis, artritis reumatoide, artritis psoriasica, artritis idiopatica juvenil (AlJ) de inicio sistémico, lupus
eritematoso sistémico (SLE), asma, enfermedad inflamatoria pélvica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, enfermedad de Castleman, espondilitis anquilosante,
dermatomiositis, uveitis, enfermedad de Peyronie, enfermedad celiaca, enfermedad de la vesicula biliar, enfermedad
pilonidal, peritonitis, psoriasis, vasculitis, adherencias quirdrgicas, accidente cerebrovascular, diabetes de tipo |,

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2525325713

artritis de Lyme, meningoencefalitis, trastornos inflamatorios inmunomediados del sistema nervioso central y
periférico, tales como la esclerosis multiple y sindrome de Guillain-Barr, otros trastornos autoinmunitarios,
pancreatitis, traumatismo (cirugia), enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de trasplantes, cancer (tanto
tumores sélidos tales como melanomas, hepatoblastomas, sarcomas, carcinomas de células escamosas, canceres
de células transicionales, canceres de ovario, como tumores malignos hematoldgicos y, en particular, leucemia
mieldgena aguda, leucemia mieldégena cronica, cancer gastrico y cancer de colon), enfermedades del corazén,
incluyendo enfermedades isquémicas tales como el infarto de miocardio, asi como aterosclerosis, coagulacion
intravascular, resorcién 6sea, pacientes con quemaduras, osteoporosis, periodontitis e hipoclorhidria.

Preferiblemente, el trastorno patoldgico es la artritis reumatoide o lupus eritematosos sistémico (SLE).

La presente invencion también proporciona una molécula de anticuerpo segun la presente invencion, para usar en el
tratamiento o profilaxis del dolor.

La presente invencion proporciona ademas el uso de una molécula de anticuerpo segun la presente invencion en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o profilaxis del dolor.

Una molécula de anticuerpo de la presente invencion se puede usar en cualquier terapia donde se desee reducir los
efectos de la IL-6 en el cuerpo humano o animal. La IL-6 puede estar circulando en el cuerpo o puede estar presente
en un nivel indeseablemente alto localizada en un sitio particular el cuerpo, por ejemplo, un sitio de inflamacion.

Una molécula de anticuerpo de la presente invencion se usa preferiblemente para el control de la enfermedad
inflamatoria.

La presente invencion también proporciona un método de tratamiento de sujetos humanos o animales que padecen
o con riesgo de padecer un trastorno mediado por la IL-6, comprendiendo el método administrar al sujeto una
cantidad eficaz de la molécula de anticuerpo de la presente invencion.

La molécula de anticuerpo de la presente invencion también se puede usar en el diagndstico, por ejemplo, en el
diagndstico in vivo y en la generacion de imagenes de estados patolégicos que implican IL-6.

La presente invencion se describe adicionalmente sélo a modo de ilustracion en los siguientes ejemplos, que hacen
referencia a las figuras adjuntas, en las cuales:

La figura 1 muestra el disefio del injerto para las secuencias de 240.g1 de la cadena pesada (figura 2a; SEQ ID NO:
11) y la cadena ligera (figura 2b; SEQ ID NO: 13). El simbolo (|) destaca las diferencias entre las secuencias
armazon de donador:aceptor:injertado. Las CDR tienen un subrayado. Estas son como las define Kabat, excepto
para la CDR-H1 que abarca tanto las definiciones de Kabat como de Chothia. Las secuencias con doble subrayado
son restos de la regién armazon del donante retenidas en los injertos.

La figura 2a muestra la secuencia traducida de la cadena pesada de 1gG4 de 240.g1, mostrando los limites
intron/exon.

La figura 2b muestra la secuencia traducida de la cadena ligera de 240.g1, mostrando los limites intron/exon.

La figura 3a muestra la inhibicion de la proliferacion de células T1165 inducida por IL-6 humana recombinante,
derivada de mamifero humana, macaco rhesus, macaco cangrejero y ratén por el anticuerpo 240.g1.

La figura 3b muestra la inhibicion de la produccién de MCP-1 inducida por IL-6 recombinante humana y sIL-6R en
HUVEC por el anticuerpo 240.g1.

La figura 3c muestra la inhibicién de la produccion de MCP-1 inducida por IL-6 y sIL-6R enddgena inducida por IL-17
en HUVEC por el anticuerpo 240.g1.

Figura 4. Neutralizacion in vivo de SAA inducido por hIL-6 en ratones por administracion de CA030_240.g1
(anticuerpo para sitio 3) n=7-8/grupo, excepto PBS n=6. Analisis estadistico por ANOVA con prueba posterior de
Bonferroni, ** P<0,01 comparado con IL-6 sola.

Manipulaciones del ADN y métodos generales

Se us6 la cepa de E. coli INVaF' (Invitrogen) para la transformacion y desarrollo en cultivo rutinario. Las enzimas de
restriccion y modificacion del ADN se obtuvieron de Roche Diagnostics Ltd. y New England Biolabs. Las
preparaciones de plasmidos se realizaron usando los kits de purificacion Maxi Plasmid (QIAGEN, n° de catalogo
12165). Las reacciones de secuenciacion de ADN se llevaron a cabo usando el kit de secuenciacion ABI Prism Big
Dye Terminator (n° de catalogo 4304149) y se hicieron en un secuenciador automatico ABI 3100 (Applied
Biosystems). Los datos se analizaron usando el programa AutoAssembler (Applied Biosystems). Los
oligonucledtidos se obtuvieron de INVITROGEN. Los genes sintéticos se construyeron en Entelechon. La
concentracion de Fab e IgG se determinaron usando el montaje de ELISA.
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Ejemplo 1: Aislamiento de 132E09

Se inmunizaron ratas por inyecciéon subcutanea de IL-6 humana recombinante (Peprotech) en intervalos de 3
semanas, inicialmente con adyuvante completo de Freund y posteriormente con adyuvante incompleto de Freund.
Se recogieron los bazos 1-2 semanas después de la ultima inmunizacién, y se prepararon suspensiones de una
célula. Se cultivaron linfocitos de ratas inmunes en presencia de células de timoma de ratén EL4 irradiadas y medio
condicionado de linfocitos T de conejo durante 1 semana en placas de microvaloracion de 96 pocillos. Los liquidos
sobrenadantes se seleccionaron segun la presencia de anticuerpos especificos para la IL-6 humana en ELISA. Los
positivos se volvieron a seleccionar segun la capacidad para neutralizar los efectos bioldgicos de la IL-6 humana en
un ensayo de la linea celular DS1 (Bock et al., 1993, Cytokine, 5, 480-489).

Se aislaron linfocitos B individuales que segregaban anticuerpo con caracteristicas de unién adecuadas, de los
pocillos de microvaloracion positivos, segun el método de anticuerpos de linfocitos seleccionados (Babcook et al.,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 7843-7848; documento W092/02551), y los genes de la region variable de la
cadena pesada y ligera se clonaron por PCR de transcripcion inversa de linfocitos B de rata solos. Las regiones
variables se expresaron en formato de IgG recombinante para confirmar la union, y se seleccioné el anticuerpo
132E09 para la humanizacion y posterior estudio. La secuencia de la regién variable de rata se registré6 como
CA030_00240.

Las secuencias de las regiones V se muestran en las SEQ ID NO: 1 a 4.
Ejemplo 2: injerto de CDR de 132E09

Se disefiaron una serie de regiones VL y VH humanizadas en las que las regiones hipervariables de las CDR mas
un numero variable de restos de la region armazéon de 132E09 se injertaron en las regiones armazén del aceptor de
la region V humana.

Se disefiaron 10 regiones VL injertadas (gLI-10) y se construyeron genes por ensamblaje de oligonucledtidos y
mutagénesis por PCR. También se construyeron un total de 13 regiones VH injertadas (gHI-13) usando dos regiones
armazon diferentes, VH3 1-4 3-72 y VH3 1-3 3-21. Las secuencias injertadas de la cadena ligera se subclonaron en
el vector de expresion de la cadena ligera humana pKH10.1 que contiene el ADN que codifica la regidon constante C-
Kappa humana (alotipo Km3). Las secuencias injertadas de la cadena pesada se subclonaron en el vector de
expresion gamma-4 humano pVhg4P FL, que contiene el ADN que codifica la region constante gamma-4 humana
que contiene la mutacion S241P que estabiliza la regiéon bisagra (Angal et al., véase antes). Se cotransfectaron
plasmidos en células CHO y los anticuerpos producidos se seleccionaron por la actividad de unién a IL-6 en ensayos
in vivo. Las transfecciones de las células CHO se llevaron a cabo usando el procedimiento de Lipofectaminew 2000
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (InVitrogen, n° de catalogo 11668).

De los 13 injertos de cadena pesada producidos, dos contenian solo un solo resto de la regiéon armazoén del donante
(Ala) en la posicién 49 y estos se produjeron usando ambas de las dos regiones armazoén diferentes de la cadena
pesada. El injerto VH3 1-3 3-21 se expresaba poco en células CHO y mostré una afinidad reducida por la IL-6. En
cambio, el injerto que usa la region armazon VH3 1-4 3-72 se expresaba bien y retenia la afinidad del anticuerpo del
donante. Este injerto de cadena pesada, que comprendia solo un solo resto de la region armazoén del donante, se
seleccion6 en combinacion con el injerto de la cadena ligera de gL10 en los que solo se transfirieron las CDR.

La figura 1 muestra un alineamiento entre la secuencia de rata donante 132EQ9 y las regiones armazén humanas
del aceptor. La region armazoén de la cadena pesada del aceptor es la secuencia de la linea germinal humana VH3
1-3 3-72, con la regién armazon 4 procedente de esta parte de la region JH de la linea germinal humana JH4. La
region armazon de la cadena ligera del aceptor es la secuencia de la linea germinal humana VK1 2-1-(1) 012, con la
region armazon 4 procedente de esta parte de la region JK de la linea germinal humana JK2. Las secuencias de
injerto para gH13 y gL10 se muestran en la figura 1 (SEQ ID NO: 11, 12, 13 y 14).

Este anticuerpo injertado se denominé CA030_00240.g1. Este se produjo como una IgG4 entera que comprende la
sustitucién de serina por prolina en la posicion 241 como se ha descrito antes. Las secuencias de las cadenas
pesadas y ligeras completas traducidas se muestran en las figura 2a y 2b respectivamente. La secuencia de
aminoacidos completa de la cadena pesada se proporciona en la SEQ ID NO: 16 y la cadena ligera en la SEQ ID
NO: 18. La secuencia de ADN que codifica la cadena pesada y ligera se proporciona en las SEQ ID NO: 15y 17
respectivamente. Los nucledtidos 1-57 en la SEQ ID NO: 15 y en la figura 2a codifican las secuencias del péptido
sefial del anticuerpo de ratén B72.3 VH y los nucleétidos 1-60 en la SEQ ID NO: 17 y en la figura 2b codifican las
secuencias del péptido sefal del anticuerpo de raton B72.3 VL.

El anticuerpo de ratén B72.3 se describe en Whittle et al., 1987, Protein Eng. 1(6) 499-505.
Ejemplo 3: Afinidad de union
Mediciones de la afinidad de unién de CA030_00240.g1

La tecnologia BlAcore controla la unién entre biomoléculas en tiempo real y sin el requisito de marcaje. Uno de los
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interaccionantes, denominado ligando, se inmoviliza directamente o se captura sobre la superficie inmovilizada,
mientras que el otro, denominado analito, flujo en la soluciéon sobre la superficie capturada. El sensor detecta el
cambio en la masa en la superficie del sensor cuando el analito se une al ligando para formar un complejo sobre la
superficie. Esto corresponde al proceso de asociacion. El proceso de disociacién se controla cuando el analito es
sustituido por tampdn. En el ensayo de afinidad de BlAcore, el ligando es IgG4 entera CA030_00240.g1 y el analito
es la IL-6 humana.

Instrumento
Biacore ® 3000, Biacore AB, Uppsala, Suecia
Chip del sensor

CM5 (calidad investigacion) numero de catalogo: BR-1001-14, Biacore AB, Uppsala, Suecia. Los chips se
almacenaron a 4°C.

Solucion de normalizacion BlIAnormalising

Glicerol al 70% (p/p). Parte del kit BIAmaintenance, nimero de catalogo: BR-1002-51, Biacore AB, Uppsala, Suecia.
El kit BIAmaintenance se almacend a 4°C.

Kit de acoplamiento de amina
Numero de catalogo: BR-1000-50, Biacore AB, Uppsala, Suecia.

Hidrocloruro de etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). Compuesto de 75 mg/ml en agua destilada y
almacenado en partes alicuotas de 200 pl a -70°C.

N-Hidroxisuccinimida (NHS). Compuesto de 11,5 mg/ml en agua destilada y almacenado en partes alicuotas de 200
pla-70°C.

Hidrocloruro de etanolamina-NaOH 1 M pH 8,5. Almacenado en partes alicuotas de 200 ul a -70 °C. Tampones

Tampodn de ejecucion: HBS-EP (que es HEPES 0,01 M a pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al
0,005%). Numero de catalogo: BR-1001-88, Biacore AB, Uppsala, Suecia. Tampdn almacenado a 4°C.

Tampon de inmovilizacion: Acetato 5,0 (que es acetato sédico 10 mM a pH 5,0). Numero de catalogo: BR-1003-51,
Biacore AB, Uppsala, Suecia. Tampdn almacenado a 4°C.

Captura de ligando

Fragmento Affinipure F(ab'), de cabra anti-lgG humana, fragmento Fc especifico. Jackson ImmunoResearch Inc
(Pennsylvania, EE.UU.), numero de catalogo: 109-006-098. Reactivo almacenado a 4°C.

Analito

IL-6 humana recombinante (R&D Systems Europe Ltd, Abingdon, Oxon. Numero de catalogo 206-1L-050, nimero de
lote A131402A) almacenada a -70°C y descongelada una vez para cada ensayo.

IL-6 de macaco cangrejero recombinante e IL-6 de macaco rhesus recombinantes producidas por transfeccion
transitoria de células CHO. El material se usé como liquido sobrenadante del cultivo celular no purificado y no
cuantificado.

Solucion de regeneracion

HCI 40 mM preparado por dilucién con agua destilada a partir de una solucién madre 11,6 M (BDH, Poole, Inglaterra.
Numero de catalogo: 101254H).

NaOH 5 mM NaOH preparado por dilucidon con agua destilada a partir de una solucion madre 50 mM. Numero de
catalogo: BR-1003-58, Biacore AB, Uppsala, Suecia.

Método de ensayo

Se llevé a cabo el andlisis BIA (Biamolecular Interaction Analysis) usando un BlAcore 3000 (BlAcore AB). El
fragmento Affinipure F(ab'); de cabra anti-lgG humana, fragmento Fc especifico (Jackson ImmunoResearch) se
inmovilizé sobre un chip de sensor CM5 mediante quimica de acoplamiento de amina a un nivel de captura de <5000
unidades de respuesta (RU). Se us6 el tampén HBS-EP (HEPES 10mM a pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,
tensioactivo P20 al 0,005%, BlAcore AB) como el tampon de ejecucion con un caudal de 10 pl/min. Se us6 una
inyeccion de 10 pl de CA030_240.g1 4 pug/mL para la captura por el anticuerpo anti-IlgG humana-Fc inmovilizado. La
IL-6 humana se valoré frente a CA030_240.gl capturado con diferentes concentraciones con un caudal de 30 pl/min.
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La superficie se regeneré mediante una inyeccion de 10 yl de HCI 40 mM, seguido de una inyeccion de 5 ul de
NaOH 5 mM con un caudal de 10 pl/min.

Se analizaron las curvas de unién con sustraccion de referencia usando el software BlAevaluation (version 3.2)
siguiendo procedimientos convencionales. Los parametros cinéticos se determinaron a partir del algoritmo de ajuste.

En este estudio se usé un lote de CA030_240.g1. La afinidad se midié con concentraciones de IL-6 humanas de o
menores de 20 nM. El valor de afinidad determinado para CA030_240.g1 estaba en el intervalo de 9,02-10,50 pM
con una media + s.e.m. de 9,76 + 0,74 pM (tabla 1.1). No era posible medir la afinidad con la IL-6 humana
inmovilizada sobre el chip BlAcore, ya que la inmovilizacion de la IL-6 produjo la pérdida de la conformacion nativa.

Debido a que no era posible cuantificar la IL-6 del macaco cangrejero o el macaco rhesus, tampoco era posible
determinar los parametros cinéticos verdaderos para su interaccion con CAO030_00240.g1. Sin embargo, la
inspeccion visual de los sensogramas de unién indica que CA030_00240.g1 se une a estas |IL-6 de primate no
humano con una afinidad similar a la de la IL-6 humana.

TABLA 1.1 Afinidad de CA030_240.g1 por la IL-6 humana.

Referencia ka (M7's™) ka (s7) Ka (M) Ka pM
10017474/39-51 7,31E+05 7,68E-06 1,05E-11 10,5
10017474/39-51 8,52E+05 7,68E-06 9,02E-12 9,02

Ejemplo 5: Ensayos de neutralizacion in vitro

La potencia del anticuerpo CA030 00240.g1, de aqui en adelante abreviado 240.g1, se determindé usando dos
ensayos diferentes. El primer ensayo usaba una linea celular de ratén dependiente de IL-6, llamada T1165, que
prolifera en respuesta a IL-6 de ratén, macaco rhesus, macaco cangrejero y humana. Esta sefializacion directa de
IL-6 al receptor de IL-6 de superficie celular, junto con una subunidad del receptor de sefializacion llamada gp130, se
denomina sefializaciéon cis. El segundo ensayo usaba células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC)
estimuladas con IL-6 mas receptor de IL-6 soluble (IL-6R) siendo la lectura la produccién de la proteina
quimioatractora de monocitos-1 (MCP-1). En este ensayo la IL-6 se afiadié de forma exégena o se podia producir
estimulando HUVEC con la citoquina interleuquina-17 (IL-17). Estas dos variantes de ensayo se denominan
sefializacion trans, ya que las HUVEC no expresan el IL-6R y solo pueden responder, es decir, producir MCP-1
cuando se afiaden de forma exdgena tanto la IL-6 como el IL-6R soluble.

Usando estos diferentes ensayos, se podian generar valores de ND50 (dosis de neutralizaciéon de 50%) para 240.g1
contra IL-6 humana (recombinante y natural), macaco rhesus, macaco cangrejero y raton.

Materiales
Medio de cultivo

Medio de cultivo de T1165 - RPMI1640, complementado con suero de ternero fetal al 10%, penicilina (100
unidades/ml), estreptomicina (50 pyg/ml), glutamina (2 mM) y 10 ng/ml de IL-6 humana recombinante, R&D systems,
Reino Unido.

Medio de cultivo de HUVEC - Medio basal de células endoteliales de vasos grandes (LVECBM) TCS Cellworks,
Reino Unido, complementado con medio de crecimiento de células endoteliales de vasos grandes TCS Cellworks,
Reino Unido, y complementado con antibiéticos TCS Cellworks, Reino Unido.

CA 030 00240.g1 se produjo en el laboratorio en una concentracion de 6,83 mg/ml en PBS.

IL-6 humana R&D systems, Reino Unido, IL-6 derivada de mamifero humano (obtenida en el laboratorio a partir de
transfeccion de CHO con IL-6 humana 10017108/67), IL-6 de macaco rhesus (obtenida en el laboratorio a partir de
transfeccion de CHO con IL-6 de macaco rhesus 10017108/67), IL-6 de macaco cangrejero (obtenida en el
laboratorio a partir de transfeccion de CHO con IL-6 de macaco cangrejero 10017108/67), IL-6 de ratén R&D
systems, Reino Unido. Anticuerpo de captura anti-MCP-1 humana (555055) y anticuerpo de deteccion anti-MCP-1
humana (554664) y MCP-1 recombinante humana (890225), BD Biosciences, CA. Estreptavidina-HRP (AMDEX)
Amersham bioscience, Reino Unido. Trombina Merck Biosciences, Darmstadt, Alemania, sIL-6R R&D systems,
Reino Unido. IL-17 humana R&D systems, Reino Unido.

Ensayo de T1165 - CellTiter 96® AQueous Promega, CA.
Azul TM (Serologicals, GA).
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Medicién de la actividad de 240.g1 usando la proliferacion de células T1165 dependiente de IL-6.

Las células T1165 se descongelaron 4 dias antes de usar y se cultivaron en RPMI1640 complementado con FCS al
10%, antibidticos, glutamina y IL-6 humana 10 ng/ml. La viabilidad celular se control6é usando exclusién con tinta azul
de trypan, solo se usaron células que se consideré que eran al menos 90% viables. Antes de usar, las células se
lavaron dos veces en RPMI1640 en ausencia de IL-6 humana. Después las células se contaron y se dispensaron en
placas de fondo plano de 96 pocillos con una densidad de 5x10%/célula por pocillo. En placas separadas, se incubd
una dilucién seriada de 240.g1 en presencia de IL recombinante humana, derivada de mamifero humano
(denominada también CHO IL-6), de macaco cangrejero, de macaco rhesus o raton, en una concentracion fija de 1
ng/ml (0,038 nM). El complejo premezclado de 240.g1 e IL-6 después se transfirid a pocillos que contenian células
T1165 que se incubaron durante 48 h a 37°C en una atmdsfera humidificada de 5% de CO,. Durante las tltimas 6 h
de incubacion, se afadieron 20 ml de CellTiter 96® AQueous para determinar el nimero de células que proliferan.
La inhibicion de la proliferacion de célula T1165 dependiente de IL-6 por 240.g1 se expresé como un porcentaje de
inhibicién de los pocillos tratados con IL-6 menos los pocillos de control que contenian células pero no IL-6.

La actividad de 240.g1 contra la proliferacion de la linea celular T1165 inducida por IL-6 recombinante humana,
derivada de mamifero humano, macaco rhesus, macaco cangrejero y ratén, se puede ver en la figura 3a. 240.g1
inhibia potencialmente la actividad de la IL-6 recombinante humana, derivada de mamifero humano, macaco rhesus,
macaco cangrejero pero no de raton.

La ND50 para la IL-6 recombinante humana era 1,1 £ 0,5 ng/ml (7,26 + 3,3 pM). La ND50 para la IL-6 de mamifero
humano era 3,6 + 2,4 ng/ml (23,76 + 15,84 pM). La ND50 para la IL-6 de macaco rhesus era 2,2 + 1,1 ng/ml (14,52 +
7,26 pM). La ND50 para la IL-6 de macaco cangrejero era 5,4 + 1,1 ng/ml (35,64 + 7,26 pM).

Medicion de la actividad de 2401.g1 usando la produccion de MCP-1 inducida por IL-6 y receptor de IL-6 soluble en
HUVEC.

Se desarrollaron células HUVEC (TCS Cellworks, Reino Unido) en medio basal de células endoteliales de vasos
grandes (LVECBM) y se hicieron pases en cultivo no mas de 5 veces. Las células se desarrollaron hasta 75% de
confluencia antes de usar. Las células se desprendieron usando tripsina/EDTA, se volvieron a suspender y se
lavaron una vez en LVECBM reciente. Después las células se contaron y se dispensaron en placas de fondo plano
de 96 pocillos con una densidad de 2x10*/célula por pocillo. Las células se cultivaron durante la noche a 37°C en
una atmosfera humidificada de 5% de CO,. Al dia siguiente, las células se lavaron en medio reciente
complementado con trombina biotinilada (3 U/ml) y se dejaron aparte. En placas separadas, se incubd una dilucion
seriada de 240.g1 en presencia de IL-6 recombinante humana (50 ng/ml; 3,84 nM) y sIL-6R en una concentracion
fija de 500 ng/ml (10,15 nM). Ademas, también se incubd 240.g1 con IL-17 recombinante humana (25 ng/m1; 1,18
nM), que estimula las células HUVEC para producir IL-6, y sIL-6R en una concentracion fija de 500 ng/ml (10,15
nM). El complejo premezclado de 240.g1 y IL-6/sIL-6R o IL-17/sIL-6R después se transfirié a pocillos que contenian
HUVEC que se incubaron durante 24 h a 37°C en una atmésfera humidificada de 5% de CO,. Después del periodo
de incubacioén, se recogid el liquido sobrenadante exento de células y se determinaron los niveles de MCP-1
humana por ELISA tipo sandwich (protocolo dado mas adelante). La inhibicién de la produccion de MCP-1 inducida
por IL-6/sIL-6R o IL-17/sIL-6R por 240.g1 se expresd como porcentaje de inhibiciéon de los pocillos tratados con IL-
6/sIL-6R o IL-17/sIL-6R menos los pocillos de control que contenian células pero no estimulos. Ademas se
afiadieron controles para indicar la respuesta de las células a la adiciéon de IL-6 humana en ausencia de sIL-6R.

ELISA de MCP-1

Placas Nunc Maxisorp se revistieron con anticuerpo de captura anti-MCP-1 con una concentracién de 2 pyg/ml. Las
placas se incubaron a +4°C durante la noche y después se lavaron dos veces en PBS mas Tween 20 al 0,1%
(tampodn de lavado). Las placas se bloquearon durante 1 h en PBS mas albumina de suero bovino al 5%. Después,
las placas se lavaron 4 veces con tampoén de lavado y se afiadieron referencias y muestras. Las placas se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente. Después las placas se lavaron y se afiadio anticuerpo anti-MCP-1 biotinilado en
una concentracion de 1 mg/ml. Las placas se incubaron durante 2 h mas y después se lavaron 4 veces. Después se
afadié una dilucién 1:5000 de estreptavidina-HRP y las placas se incubaron durante 30 min. Las placas se lavaron 4
veces finales y se afadi6 sustrato TMB. Se tomaron lecturas colorimétricas a 630 nm y lecturas de fondo a 492 nm.
Las concentraciones de MCP-1 se obtuvieron a partir de una curva patrén usando un ajuste de curva logistica de
cuatro parametros, con el software Genesis II.

La actividad de 240.g1 contra la sefalizacion trans inducida por IL-6 humana recombinante y sIL-6R en HUVEC
puede verse en la figura 3b. 240.g1 inhibia potencialmente la produccion de MCP-1 inducida por IL-6 humana
recombinante y sIL-6R por HUVEC. La ND50 era 64 + 62 ng/ml (422 + 409 pM).

La actividad de 240.g1 contra la sefalizacion trans inducida por sIL-6R e IL-6 endégena inducida por IL-17 en

células HUVEC se puede ver en la figura 3c. 240.g1 inhibia potencialmente la produccién de MCP-1 inducida por
sIL-6R e IL-6 enddgena inducida por IL-17 por las HUVEC. La ND50 era 93 + 70 ng/ml (614 + 462 pM).
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Conclusién

240.g1 es capaz de neutralizar la bioactividad de la IL-6 recombinante humana, derivada de mamifero humano,
macaco rhesus y macaco cangrejero pero no de ratéon en un ensayo de IL-6 de sefializacion cis. Ademas, 240.g1
puede neutralizar la sefializacion trans de IL-6 inducida por IL-6 recombinante o endégena.

Ejemplo 6: Actividad in vivo

Se sabe que la IL-6 induce proteinas en fase aguda. En ratones, la proteina en fase aguda mas destacada es el
amiloide A sérico (SAA). La IL-6 humana es capaz de actuar en el receptor de raton, de modo que se puede inyectar
IL-6 humana en ratones y medir la produccion de SAA en el suero.

Se inyecto en Balb/c por via s.c. el anticuerpo anti-hlL-6 especifico del sitio 3, IgG4 entera CA030_240.g1. 24 horas
después, se inyecto a los ratones por via i.p. hlL-6 30 ug/kg (Peprotech numero de catalogo 200-06, numero de lote
0203B16). Después de 20 h se extrajo sangre por puncion cardiaca y se recogio el suero para evaluar el amiloide A
sérico (SAA) por ELISA (Tridelta, nimero de lote 22KT022). Como se indica en la figura 4, la induccion de SAA por
la hIL-6 era inhibida por CA030_240.g1, observandose una reduccion estadisticamente significativa en SAA con
dosis de 0,3, 0,1 y 0,03 mg/kg.

n=7-8/grupo, excepto PBS n=6. Analisis estadistico por ANOVA con prueba posterior de Bonferroni, **
P<0,01. comparado con IL-6 sola.

Dos experimentos adicionales confirmaron la inhibicion significativa de SAA inducido por IL-6 (30 ug/kg) por
CA030_240.g1 con dosis de 0,3 y 0,1 mg/kg.

Ejemplo 7: Cartografia de epitopos de CA030 00240.g1

El epitopo en la IL-6 humana que reconoce CA030_00240.g1 se cartografié usando tecnologia de RMN usando
240.g1 como un fragmento Fab'. Este requiere que la IL-6 humana sea expresada en E. coli y sea marcada
uniformemente con isétopos estables '°N/'3C/°H. Se obtuvieron las asignaciones de resonancia de la cadena
principal especificas de la secuencia completa para la IL-6 libre y se detectaron los cambios en la posicion de estas
sefiales inducidos por la unién del fragmento Fab' de CA030_00240.g1 usando un espectro 3D HNCO TROSY.

Expresion y purificacion de la IL-6 humana recombinante.

La IL-6 se prepar6 a partir de un vector de expresion de E. coli (pET3d) que contenia la secuencia codificante de la
forma madura de la proteina. La proteina se expreso en células Tuner (DE3) pL)ésS, produciendo altos rendimientos
de un producto insoluble. Las muestras de IL-6 marcadas con N, 5N/BC y ®N/*C/°H se prepararon a partir de
células desarrolladas en medios ricos marcados de forma adecuada (Celtone).

La IL-6 se purific6 a partir de células de E. coli transformadas, usando procedimientos bien establecidos.
Inicialmente, células recogidas de 11 medios de cultivo se volvieron a suspender en 40 ml de tampén A [KCI 100
mM, DTT 2 mM, Tris-HCI 10 mM a pH 8,5, sacarosa al 25% (w/v), comprimido inhibidor de proteasa disuelto
(Boehringer)]. Se afadieron 10 ml de tampén B [Tris-HCI 300 mM a pH 8,5, EDTA 100 mM, lisozima 4 mg/ml] y la
suspension se incubd en hielo durante 10-30 min con agitacion ocasional. Después, se afadieron 50 ml de tampdn
C [LiCI 1 M, EDTA 20 mM, NP-40 al 0,5 % (v/v)] y la suspension se puso en una prensa de French dos veces a
1.400 kg/cm? (20.000 psi). Después, el homogeneizado se centrifugdé a 16.000g rpm durante 15 min a 4°C y se
retuvo el sedimento. El sedimento se volvié a suspender en 40 ml de tampon D [Tris-HCI 10 mM a pH 8,5, EDTA 0,1
mM, LiCl 0,5 M, NP-40 al 0,5 % (v/v), DTT 1 mM, comprimido de proteasa disuelto] y se puso en una prensa de
French y se centrifugd como antes. Esta etapa se repite. Después, el sedimento se vuelve a suspender en 40 ml de
tampon E [Tris-HCI 10 mM a pH 8,5, EDTA 0,1 mM, NP-40 al 0,5 % (v/v), DTT 1 mM, comprimido de proteasa
disuelto] y se pone en la prensa de French y se centrifuga como antes. Se repite esta etapa. El sedimento final se
disuelve en 6 ml de GuHCI 6 M, Tris-HCI 50 mM a pH 8,0 y se clarifica por centrifugacion a 48.000 g durante 30 min
a 4°C. El liquido sobrenadante se retiene y la IL-6 solubilizada se cuantifica por espectrofotometria.

La IL-6 solubilizada se diluye a 2,5 mg/ml en GuHCI 5 M, NaCl 50 mM, Tris-HCI 50 mM, GSH 2 mM, GSSG 0,2 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0 y se incubé a 25°C durante 1 hora. Las muestras después se diluyeron mas, gota a gota hasta
250 pg/ml en NaCl 50 mM, Tris-HCI 50 mM, GSH 2 mM, GSSG 0,2 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0 y se incubaron a 25°C
durante 3 h. Cualquier precipitado formado en esta etapa se separa por centrifugacion a 30.000 g durante 30
minutos a 4°C. El material clarificado se dializa contra Tris-HCI 50 mM, glicerol al 10 % (v/v), pH 9,0 durante un
minimo de 16 h a 4°C con dos cambios de tampdn. Después de dialisis, la solucién se clarifica por centrifugacion a
30.000 g durante 30 min a 4°C. El liquido sobrenadante se retiente y se carga en 8 ml de columna de intercambio
ionico monoQ (Amersham Biosciences) y se eluye con un gradiente lineal de cloruro sédico (0-1,0 M). Las fracciones
que contenian la IL-6 replegada se identificaron por SDS-PAGE y después se combinaron y difiltraron en fosfato
sédico 25 mM, NaCl 100 mM, NaNs al 0,01 % (p/v), pH 6,5.

El fragmento Fab' de CA030_00240.g1 se generd, purificd y formulé en fosfato sédico 25 mM, NaCl 100 mM, NaNs al
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0,01 % (p/v), pH 6,5. Los complejos 1:1 entre la IL-6 y el fragmento Fab' de CA030_00240.g1 se preparé para el
analisis de RMN mezclando cantidades equimolares de las proteinas en una concentracién de aproximadamente 0,2
- 0,6 mM.

Espectroscopia de RMN:

Los experimentos de RMN se llevaron a cabo en muestras de 0,35 ml de las proteinas y complejos en un tampén de
fosfato sédico 25 mM, cloruro sédico 100 mM, azida sédica al 0,01 % (p/v) a pH 6,5 (95% de H.O y 5% de D20). Se
preparo el complejo 1:1 entre la IL-6 marcada con "°N/"*C/*H y el fragmento Fab' no marcado de CA030_00240.g1
para analisis de RMN mezclando cantidades equimolares de las proteinas para lograr una concentracion final de 0,1
mM. Los datos de RMN se obtuvieron a 25°C para la IL-6 libre y para el complejo de IL-6:fragmento Fab' de
CA030_00240.g1 en un espectrometro de 800 MHz Bruker Avance equipado con una criosonda de triple resonancia
(**N/™*C/'H). Los espectros de HNCACB, CBCA(CO)NH y HNCO de referencia (Wittekind, M., y Mueller, L. (1993) J
Magn Reson, Series B 101(2), 201; Grzesiek, S., y Bax, A. (1993) J Biomol NMR 3(2), 185-204; Muhandiram, D. R.,
y Kay, L. E. (1994) J Magn Reson, Series B 103(3), 203; Grzesiek, S., y Bax, A. (1992) J Magn Reson 96(2), 432) se
usaron para hacer las asignaciones de resonancias de la cadena principal especificas de la secuencia completa
(N, "*C y "H) para la IL-6 libre usando una muestra 0,9 mM uniformemente marcada con °N/'>C.

Los cambios en las posiciones de las sefiales de la cadena principal de la IL-6 inducidos por la unién del fragmento
Fab' de CA030_00240.g1 se detectaron usando un espectro 3D TROSY'HNCO (Salzmann, M. et al., (1998) Proc
Natl Acad Sci USA 95(23), 13585-13590). Los parametros de adquisicion tipicos para todos los experimentos de
RMN 3D se proporcionan en la tabla 1.

Todos los espectros se procesaron usando NMRPipe (Delaglio, F. et al., (1995) J. Biomol. NMR 6(3), 277-293), con
prediccién lineal usada para extender el tiempo de adquisicion eficaz en la dimensién del >N de los datos 3D a
aproximadamente 30 ms. Se aplicé potenciacién leve de la resolucién en todas las dimensiones usando una funcién
de seno cuadrado desplazada. Los analisis de los espectros se llevaron a cabo usando el programa Sparky
(Goddard, T. D., y Kneller, D. G. SPARKY 3. In., University of California, San Francisco).

Analisis de los datos de unién de Fab:

El procedimiento del desplazamiento minimo (Farmer, B. T. et al., (1996) Nat Struct Mol Biol 3(12), 995; Muskett, F.
W. et al., (1998) J Biol Chem 273(34), 21736-21743) se uso para determinar los cambios en las posiciones de las
sefiales de RMN de la IL-6 que resultan de la unién del fragmento Fab' de CA030_00240.g1. Inicialmente, todos los
picos en el espectro 3D HNCO de la IL-6 libre y espectro 3D TROSY'HNCO de la IL-6 unida a g132EQ09 Fab se
tomaron en sus centros. Los valores de los desplazamientos quimicos de N y 'H de las resonancias de la cadena
principal se corrigieron para la diferencia de temperatura entre los espectros del complejo y la proteina libre (-0,8
ppm para "°N y -0,05 ppm para 'H) (Baxter, N. J., y Williamson, M. P. (1997) J Biomol NMR 9(4), 359-369). El
cambio minimo en la posicién para los picos entre la IL-6 libre y unida a Fab se obtuvo usando Microsoft Excel para
calcular la diferencia de desplazamiento quimico combinado en el BN, *c y H para cada pico asignado en el
espectro HNCO de la proteina libre comparado con todos los picos observados en el espectro TROSY-HNCO del
complejo Fab. Las diferencias combinadas de los desplazamientos quimicos de proton, nitrégeno y carbono de la
amida (Ad) se definieron segun la siguiente ecuacion (ecuacion 1), donde Adun, Adn y Adc corresponden a las
diferencias en los desplazamientos de 'H, N y 3C entre parejas de picos de HNCO comparados y an y Oc son
factores de escala de 0,2 y 0,33 necesarios para tener en cuenta las diferencias en el intervalo de los
desplazamientos quimicos del proton de amida, nitrégeno de amida y carbono. Para cada pico de HNCO individual,
se tomé el desplazamiento minimo inducido por la unién de Fab como el valor de desplazamiento combinado mas
bajo posible (Ad).

AS = a5+ A6,k + (a5 acf (Ec. 1)

Para identificar los sitios de union de Fab (epitopos) en la IL-6, se us6 un histograma de desplazamiento minimo
combinado frente a secuencia de proteina para poner de manifiesto las regiones de IL-6 que contenian sefiales
significativamente perturbadas. Si el tamafio del cambio de desplazamientos quimicos combinados para
aminoacidos individuales superaba un valor umbral de la media del cambio de los desplazamientos quimicos
combinados para todos los aminoacidos mas una desviacion tipica de esta media, estos restos se seleccionaron
para la posterior evaluacion como posibles restos de contacto en el sitio de uniéon de Fab. Los emplazamientos de
los restos del sitio de unidn del candidato finalmente se examinaron en la estructura de alta resolucion de IL-6 (Xu,
G.Y.etal, (1997) J Mol Biol 268(2), 468-481) y solo los restos situados en la superficie de la proteina se considero
que estaban disponibles para la unién de Fab.

Se aplicaron dos umbrales diferentes para identificar restos unidos por Fab, el desplazamiento minimo medio + 1SD
(0,143) y el desplazamiento minimo medio +2SD (0,213). Se encontré que el sitio de unién del anticuerpo abarcaba
el resto critico identificativo del sitio 3 Trp157 (Boulanger et al., 2003, Science, 300, 2101-2104). Usando la
numeracion de aminoacidos usada en Boulanger et al., véase antes, se encontré que el anticuerpo 240g.1 se unia a
al menos los siguientes restos (media +2SD (0,213)) S47, C50, E93, R104, F105, E106, T149, K150, A153, Q156,
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Q159 y S169. El anticuerpo se puede unir a todos de los siguientes restos (media +1SD (0,143)) C44, S47, C50,
S53, A58, E93, V96, R104, F105, E106, T149, K150, Q152, A153, Q154, N155, Q156, W157, Q159, T163, L165,
S169y E172.

Se apreciara que los mismos restos también se pueden numerar basandose en la numeraciéon de aminoacidos del
precursor no procesado de la IL-6 (nimero de acceso a Swiss Prot P05231). Usando esta numeracion, el anticuerpo
240g.1 se une a al menos los siguientes restos S75, C78, E121, R132, F133, E134, T177, K178, A181, Q182, Q187
y S197. El anticuerpo puede unirse a todos de los siguientes restos C72, S75, C78, S81, A86, E121, V124, R132,
F133, E134, T177, K178, Q180, A181, Q182, N183, Q184, W185, Q187, T191, L193, S197 y E200.

Tabla1 Parametros basicos de experimentos de RMN.

Experimento Dimension Anchura de | Offset de | Tiempo de
indirecta barrido [ppm] portadora [ppm] adquisicion [ms]
HNCACB y CBCA(CO)NH "N (F2) 35 117,5 23,4
“C (F1) 70 447 9,6 (6,6)
HNCO "N (F2) 35 117,5 23
“C (F1) 12 177,5 17,7
TROSY-HNCO "N (F2) 35 117.,5 17,6
“C (F1) 14 177,5 17,6

La dimensién directa de 'H (F3 o F2) se adquirié con una anchura de barrido de 14 ppm y tiempo de adquisicion de
85 ms.

Debe entenderse, por supuesto, que la presente invencion se ha descrito solo a modo de ejemplo, que no significa
de ninguna forma que sea limitante, y que se pueden hacer modificaciones del detalle dentro del alcance de las
reivindicaciones en lo sucesivo. Las caracteristicas preferidas de cada realizacién de la invencién son como para
cada una de las demas realizaciones mutatis mutandis.
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<120> Moléculas de anticuerpo que tienen especificidad por la IL-6 humana

<130> A0018

<160> 22

<170> PatentIn versioén 3.3

<210> 1
<211> 357
<212> ADN
<213> Rattus rattus
<400> 1
gaggtgcaaa ttttggagac tggaggaggce ttdggtgaage ccggtggttc
tcttgbtgecaa cgtctggatt caacttcaat gattatttca tgaactgggt
ccagggaagg gactagagtg. gcttgctceaa atgagaaaca aaaattatca
tattatgcgg agtctttgga aggcagagtc acagtctcac gagacgaﬁgc
gtctacctge aagtgageag tttaagagot gaggacacgy ccatttatta
gagtcatact acggctttac ctectactgyg ggcceaaggag tcatggtcac
<210> 2
<211>120
<212> PRT
<213> Rattus rattus
<400> 2
Glu Val Gln Ile Leu Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro
1 5 10
Ser Leuw Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Asn Phe Asn
20 25 30
Phe Met Asn Trp Val Arg Glm Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Ala Gln Met Arg Agn LYE Asn Tyr Gln Tyr Gly Thr Tyr Tyr
50 55 60
Ser Leu Glu Gly Arg Val Thr Val Ser Arg Asp Asp Ala Lys
65 70 75
Val Tyr Leu Gln Val Ser Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
8BS a0
Tyr Cys Thr Arg Glu Ser Tyr Tyr Gly Phe Thr Ser Tyr Trp
’ 100 105 110
Gly val Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

23

cctgagactg

cegtcagget

atatggcaca
caaaaacagt
ctgtacaaga

agtcteg

Gly Gly
Asp Tvyr
Trp Leu
ala Glu
Asn Ser

80

Ile Tyr

Gly Gin

&0

120

180

2490

300

357
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<210> 3
<211> 321
<212> ADN
<213> Rattus rattus
<400> 3
gacatccaga tgacacagtc tcectgeoetce ctgtetgeat ctetggaaga aattgtcace
atcacatgce aggcaageca ggacattggt atttetttat catggtatca gcagaazacca
gggaggactc ctcagctcect gatccaaaat graaacaact tggcagatgg ggtcccatca
'agg_ttcag,cg geegtagatt tggecacacag ttttctcectta cgatcagtac accacaggtt
gaagatactg gagtctatta ctgtctccag cataatagty ctocegtacac gtttggaact
gggacccage tggaaatcaa a
<210>4
<211> 108
<212> PRT
<213> Rattus rattus
<400> 4
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Leu Glu
1 5 10 15
Glu Ile Val Thr Ile Thr Cys Glmn Ala Ser Gln Asp Ile Gly Ile Ser
20 25 30
Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Arg Thr Pro Gln Leu Leu Ile
35 40 45
Gln Asn Ala Asn Asn Leu Ala Asp Gly Vval Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Arg Arg Phe Gly Thr Gln Phe Ser Leu Thr Ile Ser Thr Pro Gln Val
65 70 75 80
Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Ala Pro Tyr
8s 20 95
Thr Phe Gly Thr Gly Thr Gln Leu Glu Ile Lys Arg
100 105
<210>5
<211>10
<212> PRT
<213> Rattus rattus
<400> 5
Gly Phe Asn Phe Asn Asp Tyr Phe Met Asn
1 .5 10
<210>6
<211>19
<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 6

24

60
120
180
.240
300

321
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1

Leu Glu Gly

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 7

Glu Ser Tyr Tyr Gly Phe Thr Ser Tyr
1 5

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 8

Gln Ala Ser Gln Asp Ile Gly Ile Ser Leu Ser
1 5 10

<210>9

<211>7

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 9

Asn Ala Asn Asn Leu Ala Asp
1 5

<210> 10

<211>9

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 10

Leu Gln His Asn Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5

<210> 11
<211>120
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> gH13

<400> 11

25

Gln Met Arg Asn Lys Asn Tyr Gln Tyr Gly Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser
5 10

15



10

15

20

25

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 S

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

Phe Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ala Gln Met Arg Asn Lys Asn Tyr

50 55

Ser Leu Glu Gly Arg Phe Thr Ile

65 70

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu

85
Tyr Cys Ala Arg Glu Ser Tyr Tyr
100

Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser
115 120

<210>12

<211> 360

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223>gH13

<400> 12

gaagtccage tcgttgagag tggeggtggc

tcétgcgctg caagcgggtt taattttaat

cctggcaaag gectggaatg ggtggeteag

tactatgccy agagtctgga gggaaggttc

ctctacctitc agatgaactc tttgaaaacc

gaaagttatt acgggttcac atcttattgy

<210>13

<211>108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>gL10

<400> 13

ES 2525325713

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Gln

Tyr Gly

Ser Arg Asp

75

Thr
90

Lys Glu

Gly Phe Thr

105

ctggtccage
gattacttea
atgaggaaca
accatctcea
gaggacacag

ggacagggaa

Val Gln

Phe

Asn

Leu
45

Gly

Thr
60

RhEp Ser

Thr

Asp

Ser

Tyr

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Trp

Gly

Gly
15 -

Asp Tyr
Trp Val
Glu

ala

Ser
80

Asn

Val
95

yr

Gly Gln

110

ccggtggatc
tgaactgggt
agaattatca
gggacgattc
ccgtgtacta

cectaggtgac

26

actccgactg
teggcaggea
gtacgggaca
taagaacagce
ttgtgctaga

tgtctegage

&0

120

180

2490

300

360



10

15

20

25

Asp Ile Gln

Asp Arg Val

Leu Ser

Trp
3s

Asn Ala

50

Tyr

Ser
€65

Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 14
<211> 324
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> gL10

<400> 14
gatatccaga
atcacatgcce
dgcaaggccc
aggtttagcg
gaggacttcg
ggcactaaac
<210> 15
<211> 2008
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

Met Thr Gl
s

Thr Ile Thr

20

Tyr Gln Gl

Asn Asn Le

Gly Thr Rs
70

Ala Thr Tyr

85

n Ser Pro

Cys Gln

Pro
40

n Lys

u Ala
55

Asp

p Phe Thr

Tyr Cys

ES 2525325713

Ser
10

Ser Leu

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala:

Gly Val Pro

Leu Thr Ile

75

Leu Gln
20

His

Ser Ala

asp Ile

Pro Lys

45

Ser
60

Arg
Ser

Ser

Asn Ser

Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
108

100

tgactcaatc
aggcctctca
ctaagctcc;
ggtctggttce
ccacttacta

tggagatcaa

acccagttceo

agacattggc
gatctacaat
cggaacagat
ttgectgcag

gegt

<223> cadena pesada de 240g1

<400> 15

ctgagcgccet
atcagectgt
gctaacaacc
ttcacactea

cacaacagceg

27

ctgtecggega
cetyggtaccea
tggcegatgg
ccatcagete

cccectacac

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

Ala Pro

Val
15

Gly

Ile Ser

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

95

cagggtgacce
gcaaaaacce
cgtgcctagt
actgcagécc

ctteoggacaa

60

120

180

240

300

324



atggagtgga
gtccagceteg
tgcgctgcaa
gggaaaggdc
tatgccgagé
taccttcaga
agttattacg

tectacaaagg

acagccgccc

aactecaggeg
ctctactccc
acctgcaacg
ccagcacagyg
ccocecggotgt
gaggcctctg
ctccgggeag
ctgegetcag
cecaaaggec
taactcccaa
gtaagccaac
gcatcecaggg
cctgagttee
atgatectcec
gaggtecagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cagaggtcag
tacagggcead
caagaaccag
ggagtggyag
ctcogacgge
ggggaatgtc

gagcctctee

<210> 16
<211> 447

gctgggtgtt
ttgagagtgg
gcegqggtttaa
tggaatgggt
gtctggaggg

tgaactcttt
ggttcacatc
gcccatcegt
tgggctgect
cceitgaccag
tcagcagcgt
tagatcacaa
gagggagggt
geageccecag

accaccccac

ccacaggectg

acctgccaag
aaactctcocca
tcttetetet
ccaggeccteg
acaggccecca
tggggggace
ggaceccetga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
ctcggececac
cdccgagagco
gtcagecctga
agcaatggyge
tcctteottce
ttctcatgct

ctgkbctctag

tttgttettce
cggtggectyg
ttttaatgat
ggctcagatg
aaggttcacc
gaaaaccgag
ttattgggga
cttecocecoetg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
gtctgetgga
cccagggcag
tcatgccecag
gatgccecta
agccatatec
ctceccteage
gcagagtcea
cccteocagoet
gcecgggtgcet
atcagtctte
ggtcacgtgé
cgtggatggce
cacgtaccgt
gtacaagtgce
agccaaaggt
cctctgecect
cacaggtgta
cctgootggt
agccggagaa
tctacagcag
cegtgatgea

gtaaatga

ES 2 525

ctgtecgtga
gtecagceeg
tacttcatga
aggaacaaga
atctccaggg
gacacagccg
cagggaacce
gogacctget
tacttecceccg
accttccegg
cecteocagca
accaaggtag
agccaggctce
caaggcatge
ggagagggtc
coccaggecc
gggaggaccc
tcagacacct
aatatggtece
caaggcggga
gacgcatcca
ctgtteccce
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtctcea
gggacccacg
gggagtgacc
caccctgece
caaaggcttce
caactacaag
gctaaccgtg

tgaggectctg

325713

ccacaggcgt
gtggatcact
actgggttcg
attatcagta
acgattctaa
tgtactattg
tggtgactgt
ccaggageac
aaccggtgéc
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagagagt
agccectectyg
cccatetgte
ttectggattt
tgcgcataca
tgeecctgac
tetctectee
cccatgeeoca
caggtgeccct
cctecatete
caaaacggcaa
acgtgageea
ataatgccaa
tceteacogt
acaaaggcct
gggtgcgagg
gctgtgccaa
ccatcccagg
tacceccecagey
accacgecte
gacaagagca

cacaaccact

28

gcactetgaa
ccgactgtee
gcaggecacct
cgggacatac
gaacagecctce
tgctagagaa
ctecgageget
c¢tcegagage
ggtgtegtag
gteeteagga
gaagacctac
tggtgagagg
cctggacgea
tcetcaceeg
ttccaccagg
ggggcaggtg
ctaagcecac
cagatctgag
ccatgeccag
agagtagcct
ttecctcagea
ggacactcte
ggaagaccec
gacaaagccy
cctgcaccag
cccgtcetéc
gccacatgga
cctetgtece
aggagatgac
acatcgcegt
cegtgectgga

ggtggcagga

acacacagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

19220

1980

2008
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada de 240g1

<400> 16

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Glm Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Phe Asn Asp Tyr
20 25 30

Phe  Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Gln Met Arg Asn Lys Asn Tyr Gln Tyr Gly Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 S5 60 :

Ser Leu Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 ) 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyrx
85 S0 95

Tyxr Cys Ala Arg Glu Ser Tyr Tyr Gly Phe Thr Ser Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Vval
165 170 . 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

29



10

Phe Leu

Pro Glu

val Gln

Thr Lys
290

Val Leu
305

Cys Lys

Sexr Lys

Pro.Ser

Val Lys

370

Gly Gln
385

Asp Gly

Trp Gln

His Asn

<210> 17

<211> 705

Fhe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Gln

355

Gly

Pro

Ser

Glu

His
435

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Pro
Thr
260
Asn
Arg
val
Ser
Lys
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly
420

Tyr

Pro
245
Cys
Trp
Glu
Leu
hsn
325
Gly
Glu
TyT
Asn
Phe
405

Asn

Thr

Lys

val

TYY

Glu

His
310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

<223> cadena ligera de 240g1

<400> 17

Pro

val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Phe

Lys

Lys

val

Asp

280

FPhe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

ES 2525325713

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Leu

Thz
250
Val
Val
Ser
Leu
Ser
330
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
410

Serx

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Ser

Gln

val

val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Met

Gln

val

TyT

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

val

Met

Ser

30

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

val

Asp

His

Leu
445

Ser

Asp

270

Asgn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Sexr

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Thyr
Glu
Lys
Ser
Lys
320
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400

Arg

Leu



10

atgagegtge
gatatccaga
atcacatgcc
ggcaaggccc
aggtttagceyg
gaggacttcg
ggcactaaac
tetgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge
<210> 18
<211> 214
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ctacccaggt
tgactcaatce
aggcctctca
ctaagctect
ggtctggttc
ccacttacta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcadgga
cagactacga

ccgtcacaaa

cetoggeety
acccagttee
agacattggc
gatctacaat
cggaacagat
ttgectgeag
gcgﬁacggta
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

<223> cadena ligera de 240g1

<400> 18
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ser Trp

35

Asn Ala

50

Tyr

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Met Thr

Thr Ile

20

Gln

Asn Asn

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Ser Pro

Gln

Cys

Pro
40

Lys

Ala
58

Asp

Phe Thr

Tyr Cys

ES 2 525

ttgetgetct
ctgagecgect
atcagecctgt
gctaacaacc
ttcacactca
cacaacagcg
geggecceat
tctgttgtgt
gataacgcec
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

Ser Ser Leu

10

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln
90

Leu Hisg

325713

ggctgaccga
ctgtcggega
cctggtacca
tggocegatgg
ccatcagctce
cceectacac
ctgtecttcat
gcctgctgaa
tcecaateggg
gcctcagcag
gegaagtcoac

gttag

Ser Ala Ser

Asp Ile Gly

3¢

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Ser Ala

31

tgccegetge
cagggtgacc
gcaaaaacce
cgtgcctagt
actgcagcce
cttcggacaa
cttecocecgeca
taacttctat
taactcecag
caccctgacy

ccatcagggc

val
15

Gly

Ile Ser

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80 .

Pro
95

Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

&00

660

705
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15

Thxr Phe Gly Gln

100

Gly

vVal
115

Pro Ser Phe Ile

Thr Ala

130

Sexr Val Val

Lys val Gln

145

Trp Lys

Glu Ser Val Thr Glu

165

Thr Thr

180

Ser Leu Leu

Ala Glu Thr

195

Cys Val

Asn Glu

210

Phe Arg Gly

<210>19

<211>100

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
Glu Vval Gln Leu Val

1 S

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Tyr Met Asp Trp Val
35

Gly Arg Thr Arg Asn
50

Ser Val Lys Gly Arg
65

Leu Tyr Leu Gln Mekt
85

Tyr Cys Ala Arg
100

<210> 20

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe
70

Asn

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

Ala

Gln

Ala

55

Thr

Ser

Leu

Pro

120.

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

ES 2525325713

Glu
105

Ile Lys Arg Thr

Gln Leu

125

Ser Asp Glu

Asn Asn Phe Pro

TYr
140

Ala Gln

155

Leu Ser Gly

Lys Asp Ser Thr

Tyr
170 '

Asp Glu His

185

Tyr Lys

val
205

Leu Ser Ser Pro

Gly Gly Leu Val Gln

10

Ser FPhe Thr Phe

25

Gly

Pro Gly Leu

45

Lys Gly

Thr Thr

&0

Sex Glu

Ser Arg Asp

75

Asp Ser

Thr Glu Thr

90

Lys Asp

32

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Sex

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly
15

Asp

Trp

Ala

Asn

Val
95

ala
Gly
Ala
Gln

1e0

Ser

Ty

Ser

Gly

Val

Ala

Ser
80

Tyr
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Tyr Phe Asp T}}r Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<210> 21
<211> 88
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Asp. Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

<210> 22
<211> 13
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

5

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Gln

Thr

Gln

Leu

ASp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

10

Ser
10

Ser
Lys

val

-Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Ser

Pro

Ser

&0

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg

1

5

10

33

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

15

Val

15

Ser

L.eu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Bro
BO
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana, que tiene una cadena pesada que
comprende la secuencia gH13 dada en la SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera que comprende la secuencia gL10
dada en la SEQ ID NO: 13.

2. Un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por la IL-6 humana segun la reivindicacion 1, que tiene una
cadena pesada que comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que comprende la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 18.

3. Una secuencia de ADN aislada que codifica la o las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo segun la
reivindicacién 1 o reivindicacion 2.

4. Una secuencia de ADN aislada segun la reivindicacion 3, en la que la secuencia de ADN que codifica la cadena
pesada comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 15 o los nucleétidos 58-2008 de la SEQ
ID NO: 15.

5. Una secuencia de ADN aislada segun la reivindicacion 4, en la que la secuencia de ADN que codifica la cadena
ligera comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 17 o los nucleétidos 61-705 de la SEQ ID
NO: 17.

6. Un vector de clonacion o de expresion que comprende una o mas secuencias de ADN segun una cualquiera de
las reivindicaciones 3-5.

7. Un vector segun la reivindicacion 6, en donde el vector comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 15y la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 17.

8. Una célula hospedante para la expresion de un anticuerpo segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, que
comprende:

i) una secuencia de ADN que codifica la cadena pesada de dicho anticuerpo, y
ii) una secuencia de ADN que codifica la cadena ligera de dicho anticuerpo
en donde las secuencias de ADN se proporcionan en uno o mas vectores de clonacién o expresion.

9. Una célula hospedante segun la reivindicacion 8, que comprende uno o mas vectores de clonacién o expresion
segun la reivindicacion 6 o reivindicacion 7.

10. Una célula hospedante segun la reivindicacion 8, en donde la secuencia de ADN que codifica la cadena pesada
comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 15 o los nucledétidos 58-2008 de la SEQ ID NO:
15.

11. Una célula hospedante segun la reivindicacion 10, en donde la secuencia de ADN que codifica la cadena ligera
comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 17 o los nucleétidos 61-705 de la SEQ ID NO: 17.

12. Un procedimiento para la produccion de un anticuerpo que tiene especificidad de union por la IL-6 humana, que
comprende cultivar la célula hospedante de la reivindicacion 8 a 11 y aislar el anticuerpo.

13. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en
combinacién con uno o mas de un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

14. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 13, que ademas comprende otros principios activos.

15. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, o la composicién farmacéutica de la reivindicacién 13 o
reivindicacion 14, para usar en terapia.

16. Un anticuerpo segun la reivindicacion 1 o reivindicaciébn 2, o una composicion farmacéutica segun la
reivindicacion 13 o reivindicacion 14, para usar en el tratamiento o profilaxis de un trastorno patoldgico seleccionado
del grupo que consiste en infecciones (viricas, bacterianas, fungicas y parasitarias), choque endotoéxico asociado con
infeccion, artritis, artritis reumatoide, artritis psoriasica, artritis idiopatica juvenil (AlJ) de inicio sistémico, lupus
eritematoso sistémico (SLE), asma, enfermedad inflamatoria pélvica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, enfermedad de Castleman, espondilitis anquilosante,
dermatomiositis, uveitis, enfermedad de Peyronie, enfermedad celiaca, enfermedad de la vesicula biliar, enfermedad
pilonidal, peritonitis, psoriasis, vasculitis, adherencias quirdrgicas, accidente cerebrovascular, diabetes de tipo |,
artritis de Lyme, meningoencefalitis, trastornos inflamatorios inmunomediados del sistema nervioso central y
periférico, tales como la esclerosis multiple y sindrome de Guillain-Barr, otros trastornos autoinmunitarios,
pancreatitis, traumatismo (cirugia), enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de trasplantes, cancer (tanto
tumores sélidos tales como melanomas, hepatoblastomas, sarcomas, carcinomas de células escamosas, canceres
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de células transicionales, canceres de ovario, como tumores malignos hematoldgicos y, en particular, leucemia
mieldgena aguda, leucemia mielégena cronica, cancer gastrico y cancer de colon), enfermedades del corazén,
incluyendo enfermedades isquémicas tales como el infarto de miocardio, asi como aterosclerosis, coagulacion
intravascular, resorcién 6sea, pacientes con quemaduras, osteoporosis, periodontitis e hipoclorhidria.

17. El anticuerpo o composicién farmacéutica segun la reivindicacion 16 para dicho uso, en donde el trastorno
patolégico se selecciona del grupo que consiste en artritis, artritis reumatoide, artritis psoriasica, artritis idiopatica
juvenil (AlJ) de inicio sistémico, lupus eritematoso sistémico (SLE), asma, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
enfermedad de Castleman, espondilitis anquilosante y cancer.

18. El anticuerpo o composicién farmacéutica segun la reivindicacion 16 para dicho uso, en donde el trastorno
patoldgico es la artritis reumatoide.
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Figura 2

(a) Secuencia traducida de la cadena pesada de 240.g1, que muestra los limites intréon/exén
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Figura 3a
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Figura 3b
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Figura 3c
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Figura 4
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