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DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal anti-IL-1R1 humano terapéutico

Esta solicitud esta relacionada y reclama prioridad sobre el nimero de serie de solicitud provisional de EE.UU.
60/408.719 presentada el 6 de septiembre de 2002.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a anticuerpos que se unen a la proteina receptor de interleucina 1 de tipo También se
proporcionan composiciones, particularmente composiciones farmacéuticas y procedimientos para trata
enfermedades mediadas por la IL-1, tales como artritis reumatoide, osteoartritis y otras afecciones inflamatorias.

Antecedentes de la invencion

Desarrollo de anticuerpos

La inflamacion es la respuesta del cuerpo a lesiones causadas por dafios mecanicos, infeccion o
estimulacion antigénica. Las reacciones inflamatorias a menudo se expresan de forma patolégica. Dichas
afecciones se producen cuando la inflamacion se expresa de una manera exagerada, induce por un estimulo
inapropiado o persiste después de la eliminacion del agente lesivo.

La respuesta inflamatoria estd mediada, entre otras, por las citocinas. Una de las citocinas inflamatorias mas
potentes descubierta es la interleucina 1 (IL-1). Un incremento de la sefalizacion de la IL-1 produce inflamacion
persistente asociada con varias enfermedades y se piensa que la IL-1 es un mediador clave en muchas
enfermedades y afecciones médicas. Esta citocina se fabrica principalmente (aunque no exclusivamente) en células
del linaje de macréfagos/monocitos y se puede producir de dos formas: IL- 1 alfa (IL-1a) e IL-1 beta (IL-1pB).

La IL-1 estimula las respuestas celulares interaccionando con un complejo de receptor heterodimérico compuesto
por dos proteinas transmembrana, el receptor de IL-1 de tipo 1 (IL-1 R1) y la proteina accesoria del receptor de IL-1
(IL-1 RACP). La IL-1 se une primero al IL- 1R1; después se recluta la RAcP de IL-1 para este complejo Greenfeder et
al., 1995, J. Biol. Chem. 270:13757-13765; Yoon y Dinarello, 1998, J. Immunology 160:3170-3179; Cullinan et al.,
1998, J. Immunology 161:5614-5620), seguido de transduccion de sefal que tiene como resultado la induccion de
una respuesta celular.

Los estudios de unién basados en células sugieren que la RAcP de IL-1 estabiliza el complejo de sefalizacion del IL-
1R ralentizando la constante de disociacion del ligando (Wesche et al., 1998, FEBS Letters 429:303-306). Mientras
que la interaccion de la IL-1 con el IL-1R se ha caracterizado exhaustivamente, la interaccion de RAcP de IL-1 con el
receptor unido al ligando sigue sin estar bien definida. Dado que la RAcP de IL-1 no tiene una afinidad significativa
por la IL-1 o el IL-1R1 por separado pero una elevada afinidad por el complejo, se deduce que el suceso de union IL-
1/IL-1R crea nuevos sitios de unién para RAcP de IL-1 que pueden incluso incluir contribuciones por residuos de IL-1
(Ettorre et al., 1997, Eur. Cytokine Netw. 8:161-171). Otra molécula, el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra)
compite con IL-1a e IL-1f por la unién al receptor, pero no recluta la RAcP de IL-1, lo que tiene como resultado un
receptor ocupado pero que no sefializa. La actividad de la IL-1 puede ademas contrarrestarse mediante el IL-1R de
tipo 1, un receptor sefiuelo que se une al ligando pero que no participa en la sefializacion debido a que tiene un
dominio intracelular truncado. El IL-1 ra y el IL-1 R de tipo Il actian reduciendo la gravedad y la duracion de los
acontecimientos inflamatorios mediados por la IL-1 (Wesche et al., 1998, FEBS Letters 429:303-306; Dripps et al.,
1991, J. Biol. Chem. 266:10331 -10336; Dripps et al., 1991, J. Biol. Chem. 266:20331 -20335).

Los inhibidores de la interleucina 1 se pueden producir a partir de cualquier proteina capaz de prevenir
especificamente la activacion de los receptores celulares de la IL-1, que puede ser el resultado de una serie de
mecanismos, Dichos mecanismos incluyen la regulacién por disminucion de la produccion de IL-1, la unién de 1L-1
libre, la interferencia con la unién de la IL-1 al IL-1R, la interferencia con la formacién del complejo IL-1 R-IL-1 RAcP
o la interferencia con la modulacién de la sefializacion de la IL-1 tras la unién a su receptor. Las clases de
inhibidores de IL-1 incluyen:

* Antagonistas del receptor de la interleucina 1, tales como IL-1ra, como se describe mas adelante;

* Anticuerpos monoclonales anti-IL-1R (p. €j., como se divulga en la solicitud de patente europea publicada n° EP
623674, cuya divulgacion se incorpora en el presente documento por referencia);

» Proteinas de unién a IL-1, tales como receptores solubles de IL-1 (p. ej., como se divulga en las patentes de
EE.UU. n°® 5,492,888; 5,488,032; 5,464,937; 5,319,071; y 5,180,812

* Anticuerpos monoclonales anti-IL-1 (p. €j., como se divulga en las publicaciones de solicitudes de patentes
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internacionales n°® WO 9501997, WO 9402627, WO 9006371, la patente de EE.UU. n.° 4.935.343, EP 364778,
EP 267611 y EP 220063,

» Proteinas accesorias al receptor de la IL-1 y anticuerpos de las mismas (p. ej.,, como se divulga en las
publicaciones de solicitudes de patente internacional n°® WO 96/23067 y WO 99/37773; y

* Inhibidores de la enzima convertidora de la interleucina-1p (ICE) o la caspasa (p. €j., como se divulga en las
publicaciones de solicitudes de patente internacional n® WO 99/46248, WO 99/47545, y WO 99/47154, cuyas
divulgaciones se incorporan en el presente documento por referencia que se pueden usar para inhibir la
produccion y secrecion de IL-1B;

* inhibidores de la interleucina-1p proteasa; y
» otros compuestos y proteinas que bloquean la sintesis in vivo o la liberacion extracelular de IL-1.

Ejemplos de inhibidores de la IL-1 se divulgan en las referencias siguientes: Las patentes de EE.UU. N° 5,747,444;
5,359,032; 5,608,035; 5,843,905; 5,359,032; 5,866,576; 5,869,660; 5,869,315; 5,872,095; 5,955,480; y 5,965,564;
las publicaciones de solicitud de patente internacional N° W098/21957, W096/09323, W091/17184, W096/40907,
WQ098/32733, W098/42325, W098/44940, W0O98/47892, WO98/56377, W0O99/03837, W0O99/06426, W0O99/06042,
WQ091/17249, WQ098/32733, WO98/17661, WQO97/08174, WO95/34326, WO099/36426, y WO99/36415; las
publicaciones de solicitud de patente europea N° EP534978 y EP89479; y la solicitud de patente francesa n° FR
2762514. "Sims J. E. et al. divulga anticuerpos conocidos contra los receptores de tipo | y de tipo Il de la interleucina
1 (IL-1) y concluye que el receptor de tipo | (IL-1R1) es responsable de mediar en la transduccién de sefial tras la
union a la IL-1”.

El antagonista del receptor de la interleucina 1 (IL-1ra) es una proteina humana que actia como inhibidor natural de
la interleucina 1 y es un miembro de la familia de la IL-1, que incluye IL-1a. e IL-1B. Antagonistas preferidos del
receptor (incluidos IL-1 ra y variantes y derivados de los mismos), asi como procedimientos de fabricarlos y usarlos,
se describen en la patente de EE.UU. n° 5,075,222; las publicaciones de solicitud de patente internacional N° WO
91/08285; WO 91/17184; W092/16221; W093/21946; WO 94/06457; WO 94/21275; WO 94/21235; DE 4219626, WO
94/20517; WO 96/22793; WO 97/28828; y WO 99/36541, la solicitud de patente australiana n°® AU9173636; y la
solicitud de patente francesa n°® FR2706772; Las proteinas incluyen formas glicosiladas asi como no glicosiladas de
los antagonistas de receptor de la IL-1.

Especificamente se divulgan tres formas utiles del IL-1 ra y variantes del mismo y se describen en la patente de
EE.UU. n° 5,075,222 ("la 'patente 222"). El IL-1 raa se ha caracterizado mediante SDS-PAGE como una molécula de
22-23 kD que tiene un punto isoeléctrico aproximado de 4,8, que eluye en una columna Mono Q FPLC en NaCl
aproximadamente 52 mM en tampon Tris, pH 7,6. El IL-1 rap se ha caracterizado como una proteina de 22-23 kD
que eluye en una columna Mono Q en NaCl 48 mM. Tanto el IL-1 rac. como el IL-1 rap estan glicosilados. El IL-1 ra
se ha caracterizado como una proteina de 20 kD que eluye en una columna Mono Q en NaCl 48 mM y no esta
glicosilado. La patente ‘222 también divulga procedimientos para aislar los genes responsables de la codificacion de
inhibidores, la clonacion del gen en vectores adecuados y tipos celulares y la expresion del gen para producir los
inhibidores. Aunque eficaz, el IL-1ra tiene una semivida relativamente corta. En el uso actual, el IL-1 ra se administra
una vez al dia. Por tanto, la técnica se beneficiaria de un antagonista del receptor de IL-2 con una semivida
apreciablemente mas larga.

La prevencion de la sefializaciéon de la IL-1 inhibiendo la unién de la IL-1 al receptor de IL-1 es un atractivo enfoque
terapéutico para tratar las enfermedades mediadas por la IL-1. En la técnica existe la necesidad de inhibidores
clinicamente eficaces de la via de sefalizacion de la IL-1 que puedan atenuar los efectos de las enfermedades
mediadas por la IL-1 y sean adecuados para su liberacion en pacientes humanos. Un anticuerpo humano que
bloquea la sefalizaciéon de la IL-1 seria particularmente ventajoso a la hora de satisfacer esta necesidad y
proporcionaria una semivida mas larga que la terapia disponible en la actualidad.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona las siguientes realizaciones como se define en los siguientes puntos 1-11:
1. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al tercer dominio (SEQ ID NO: 76) del receptor de
tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1R1) e inhibe la unién a IL-1B, pero no significativamente a IL-1ra, donde el
anticuerpo se une especificamente a un epitopo conformacional en el tercer dominio de IL-1R1, donde el
epitopo conformacional comprende la secuencia de aminoacidos YSV.

2. El anticuerpo del punto 1, que es un anticuerpo Fv de una sola cadena.

3. El anticuerpo de los puntos 1 0 2, que es un anticuerpo Fab, Fab ', o (Fab')2.
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4. El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3, donde el anticuerpo es un anticuerpo
completamente humano.

5. El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 4, que es un anticuerpo IgG2.

6. Una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo de una cualquiera de los puntos 1 a 5.

7. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al tercer dominio (SEQ ID NO: 76) del receptor de
tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1R1) para su uso en el tratamiento de una enfermedad mediada por IL-1 en un
paciente, donde la enfermedad mediada por IL-1 se selecciona de enfermedad pulmonar obstructiva crénica o
EPOC, proteinosis alveolar pulmonar, neumopatia inducida por bleomicina, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar
idiopatica, fibrosis pulmonar inducida por radiacion, fibrosis quistica, acumulacién de colageno en los pulmones,
sindrome de dificultad respiratoria aguda o SDRA, displasia broncopulmonar displasia o DBP, enfermedades
pulmonares obstructivas crénicas seleccionadas de enfisema y bronquitis cronica, enfermedad pulmonar
fibrotica cronica, asbestosis, neumoconiosis de los mineros del carbén, silicosis, neumonia organizada
bronquioliterante, sarcoidosis pulmonar, rinitis alérgica, dermatitis de contacto, dermatitis atopica, diabetes,
enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide, y asma; donde el anticuerpo se une especificamente a un
epitopo conformacional en el tercer dominio de IL-1R1, y donde el epitopo conformacional comprende la
secuencia de aminoacidos YSV, y donde el anticuerpo inhibe la sefializacion de la IL-1 al competir con IL-1
por la unién a IL-1R1.

8. El anticuerpo para su uso de acuerdo con el punto 7, que es un anticuerpo Fv de una sola cadena.
9. El anticuerpo para su uso de acuerdo con los puntos 7 0 8, que es un anticuerpo Fab, Fab ', o (Fab')2.

10. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 7 a 9, donde el anticuerpo es un
anticuerpo completamente humano.

11. El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 7 a 10, que es un anticuerpo 1gG2.

En el presente documento se divulgan anticuerpos monoclonales que se unen al receptor de interleucina -1 de tipo |
(IL-1 R1) como se define en las reivindicaciones adjuntas. Preferentemente, los anticuerpos inhiben la sefializacion
de la IL-1 compitiendo con la unién de IL-1f y de IL-1a al IL-1R1. La presente invencién también proporciona lineas
celulares de hibridoma que producen, y mas preferentemente, secretan en el medio de cultivo celular los anticuerpos
monoclonales de la invencién. Los anticuerpos de la invencién bloguean con éxito la sefializacion de la IL-1 en
células humanas y, de este modo, son Utiles en el tratamiento de pacientes con enfermedades mediadas por la IL-1.
La divulgacion proporciona adicionalmente proteinas de fusion que comprenden la secuencia de una region Fc de
anticuerpo y una o mas secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NO 10, la SEQ ID NO 12, la
SEQ ID NO 14, la SEQ ID NO 16, la SEQ ID NO 18, la SEQ ID NO 20, la SEQ ID NO 22, la SEQ ID NO 24, la SEQ
ID NO 26, la SEQ ID NO 28, la SEQ ID NO 30, la SEQ ID NO 32, la SEQ ID NO 34, la SEQ ID NO 36, la SEQ ID NO
38 y la SEQ ID NO: 40. Dichas moléculas se pueden preparar usando procedimientos como se describe en, por
ejemplo, el documento WO 00/24782. Dichas moléculas se pueden expresar en, por ejemplo, células de mamifero
(p. €j., células de ovario de hamster chino) o células bacterianas (p. €j., células de E. coli).

En ciertos aspectos, la divulgacion se refiere a anticuerpos, preferentemente anticuerpos monoclonales, mas
preferentemente anticuerpos humanos que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena
pesada comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica en cualquiera de las SEQ ID NO 2, la SEQ ID
NO 6 o la SEQ ID NO 8, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de
los mismos.

La divulgacion se refiere a anticuerpos, preferentemente anticuerpos monoclonales, mas preferentemente
anticuerpos humanos que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena ligera comprende
una secuencia de aminoacidos tal como se indica en cualquiera de las SEQ ID NO 4, o un fragmento de
inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos.

En ciertos aspectos, los anticuerpos comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, donde la regién variable
de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica en cualquiera de las SEQ ID NO
10, la SEQ ID NO 14 o la SEQ ID NO 16, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunoldgicamente funcional de los mismos. En otros aspectos, la region variable de la cadena ligera comprende
una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEQ ID NO 12 o la SEQ ID NO 18, o un fragmento de
inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunoldgicamente funcional de los mismos. En aspectos adicionales, la
cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO 20,
la SEQ ID NO 22, la SEQ ID NO 24, la SEQ ID NO 26, la SEQ ID NO 28, la SEQ ID NO 30, la SEQ ID NO 32, la
SEQ ID NO 34 o la SEQ ID NO 36, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente
funcional de los mismos. En otros aspectos adicionales, la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos
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tal como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO 38 o la SEQ ID NO 40, o un fragmento de inmunoglobulina de
union a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos. Dichas cadenas de anticuerpos son utiles en la
preparacion de anticuerpos que se unen especificamente a IL-1 R1 y también en la preparacion de anticuerpos
biespecificos donde la molécula resultante se une a IL-1 R1 y/o a otra molécula diana (p. €j., TNF o un receptor del
TNF).

La divulgacion también se refiere a anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, donde la cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica
en la SEQ ID NO 10, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los
mismos, y la cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO 12, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunoldgicamente funcional de los mismos.

En ciertos aspectos, la divulgacion también se refiere a anticuerpos que comprenden una cadena pesada y una
cadena ligera, donde la cadena pesada comprende una primera region variable y donde la primera regién variable
comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99 % con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ ID NO
10 y donde la cadena ligera comprende una segunda region variable y donde la segunda region variable comprende
una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99 % con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ ID NO
12, donde el anticuerpo interacciona con IL-1 R1.

La divulgacién se refiere a anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, de modo que la cadena pesada
comprende una regioén variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica
en la SEQ ID NO 14, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los
mismos, y la cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO 12, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunoldgicamente funcional de los mismos.

En ciertos aspectos, la divulgacion se refiere a anticuerpos que comprenden una cadena pesada y una cadena
ligera, donde la cadena pesada comprende una primera region variable y donde la primera region variable
comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99 % con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ ID NO
14 y donde la cadena ligera comprende una segunda region variable y donde la segunda regién variable comprende
una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99 % con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ ID NO
12, donde el anticuerpo interacciona con IL-1 R1.

La divulgacion se refiere a anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, donde la cadena pesada comprende
una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ
ID NO 16, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunoldgicamente funcional de los mismos, y
la cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
que se expone en la SEQ ID NO 18, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente
funcional de los mismos.

En ciertos aspectos, la divulgacion se refiere a anticuerpos que comprenden una cadena pesada y una cadena
ligera, donde la cadena pesada comprende una primera region variable y donde la primera region variable
comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99 % con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ ID NO
16 y donde la cadena ligera comprende una segunda region variable y donde la segunda regioén variable comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y
mas preferentemente de aproximadamente 99 % con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ ID
NO 18, donde el anticuerpo interacciona con IL-1 R1.

La divulgacion se refiere a anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, donde la cadena pesada comprende
una secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ ID NO 20, la SEQ ID NO 22, la SEQ ID NO 24, la SEQ
ID NO 26, la SEQ ID NO 28 o la SEQ ID NO 30, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunoldgicamente funcional de los mismos, y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 38, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional
de los mismos.

La divulgacion se refiere a anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, donde la cadena pesada comprende
una secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEQ ID NO 32, la SEQ ID NO 34 o la SEQ ID NO 36, o un
fragmento de inmunoglobulina de union a antigeno o inmunoldgicamente funcional de los mismos, y la cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO 40, o un fragmento de inmunoglobulina
de unidn a antigeno o inmunoldgicamente funcional de los mismos.
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La divulgacion se refiere a todos los anteriores que son anticuerpos de una sola cadena, anticuerpos Fv de una sola
cadena, anticuerpos Fab, anticuerpos Fab' y anticuerpos (Fab'),.

En aspectos concretos, la divulgacion se refiere a una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
tal como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO 38 o la SEQ ID NO 40, o un fragmento de inmunoglobulina de
unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos.

Ademas, la divulgacion se refiere a una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se
expone en cualquiera de las SEQ ID NO 20, la SEQ ID NO 22, la SEQ ID NO 24, la SEQ ID NO 26, la SEQ ID NO
28, 1a SEQ ID NO 30, la SEQ ID NO 32, la SEQ ID NO 34 o la SEQ ID NO 36, o un fragmento de inmunoglobulina de
unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos.

La divulgacion también se refiere a anticuerpos humanos aislados que se unen especificamente al IL-1R1, donde el
anticuerpo comprende: (a) regiones armazoén de la cadena pesada humana, una region CDR1 de cadena pesada
humana, una region CDR2 de cadena pesada humana y una regiéon CDR3 de cadena pesada humana; y (b)
regiones armazon de la cadena ligera humana, una region CDR1 de cadena ligera humana, una region CDR2 de
cadena ligera humana y una region CDR3 de cadena ligera humana. En ciertos aspectos, la region CDR1 de la
cadena pesada humana puede ser la region CDR1 de la cadena pesada de 26F5, 27F2 o 15C4, como se muestra
en la Figura 10, y la regiéon CDR1 de la cadena ligera humana puede ser la region CDR1 de la cadena ligera de
26F5, 27F2, o 15C4 como se muestra en la Figura 11. En otros aspectos, la region CDR2 de la cadena ligera
humana puede ser la region CDR2 de la cadena ligera humana de 26F5, 27F2 o 15C4 como se muestra en la Figura
11. En otros aspectos mas, la region CDR3 de la cadena pesada humana puede ser la region CDR3 de la cadena
pesada de 26F5, 27F2 o 15C4, como se muestra en la Figura 10 y la region CDRS3 de la cadena ligera humana es la
region CDR3 de la cadena ligera de 26F5, 27F2 o 15C4 como se muestra en la Figura 11.

Ademas, la divulgacion se refiere a un anticuerpo humano aislado, como se define en las reivindicaciones, que se
une especificamente al receptor de tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1 R1), que comprende: una regién CDR1 de la
cadena pesada humana, donde la CDR1 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 61,
SEQ ID NO: 62, o SEQ ID NO: 63; una region CDR2 de la cadena pesada humana, donde la CDR2 de la cadena
pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 64, SEQ ID NO: 65, o SEQ ID NO: 66; y/o una region
CDRS3 de la cadena pesada humana, donde la CDR3 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, o SEQ ID NO: 69.

La invenciéon también divulga un anticuerpo humano aislado, como se define en las reivindicaciones, que se une
especificamente al receptor de tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1 R1), que comprende: una region CDR1 de la cadena
ligera humana, donde la CDR1 de la cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 70 o SEQ ID
NO 71; una region CDR2 de la cadena pesada humana, donde la CDR2 de la cadena pesada tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 72 o SEQ ID NO: 73; y/o una region CDR3 de la cadena pesada humana, donde la
CDRS3 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 74 o SEQ ID NO: 75.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la invencion se unen al tercer dominio de IL-1 R1, que se muestra en la
Figura 17. Preferentemente, el epitopo para un anticuerpo de la invencion consiste en la secuencia de aminoacidos
YSV, que se denomina Epitopo 4 en el presente documento y se muestra en la Figura 24. La invencion se refiere
ademas a proteinas de fusién y otras moléculas capaces de unirse al epitopo 4 (junto con los anticuerpos
mencionados anteriormente, en conjunto denominados en el presente documento “parejas de unién especifica”), tal
como se pueden preparar usando procedimientos tal como se describe en, por ejemplo, el documento WO 00/24782.

Estas moléculas se pueden expresar en, por ejemplo, células de mamifero (p. €j., células de ovario de hamster
chino) o células bacterianas (p. €j., células de E. coli).

Ademas, la invencién proporciona un procedimiento para mapear el epitopo de un antigeno seleccionado. En un
aspecto, el procedimiento comprende las etapas de: (a) generar un conjunto de proteinas de fusion, donde cada
proteina de fusion comprende (i) avidina y (ii) un fragmento de antigeno; (b) deteccién selectiva del conjunto de
proteinas de fusion para la unién a uno o mas parejas de unidn especificas del antigeno; (c) aislar las proteinas de
fusién en un medio que comprende biotina, de modo que la avidina se une a la biotina; y (d) analizar las proteinas de
fusion unidas por la pareja o parejas de union especifica para determinar los sitios de unién sobre el antigeno por la
pareja o parejas de union especifica. En un aspecto concreto, las parejas de unidn especifica son anticuerpos.

En realizaciones adicionales, la invencién proporciona su uso para tratar una enfermedad, afeccién o trastorno
mediados por la IL-1, como se ha definido en las reivindicaciones que comprenden la etapa de administrar una
cantidad farmacéuticamente eficaz de uno o una pluralidad de anticuerpos monoclonales de la invencién o un
fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional a un individuo que lo necesita,

La divulgacion también proporciona procedimientos para detectar el nivel de IL-1R1 en una muestra bioldgica, que
comprenden la etapa de poner en contacto la muestra con un anticuerpo monoclonal de la invencién o un fragmento
de unién a antigeno del mismo. Los anticuerpos anti-IL-1 R de la invencion se pueden usar en cualquier
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procedimiento de ensayo conocido, tal como ensayos de unidon competitivos, ensayos de tipo sandwich directos e
indirecto, ensayos de inmunoprecipitacion y ensayos de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA) (véase, Sola, 1987,
Monoclonal Antibodies A Manual of Techniques, pag. 147-158, CRC Press, Inc.) para la deteccion y cuantificacion
de IL-1 R. Los anticuerpos se pueden unir a IL-1 R con una afinidad que es adecuada para el procedimiento de
ensayo que se esté empleando.

Realizaciones preferidas especificas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion mas
detallada de ciertas realizaciones preferidas y de las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A-1B representan una secuencia de ADNc (Fig. 1 A) que codifica una region constante de IgG1 de
la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEQ ID NO 1) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 1B) de
una region constante de IgG1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEQ ID NO 2).

Las Figuras 2A-2B representan una secuencia de ADNc (Fig. 2A) que codifica una region constante de la cadena
kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEQ ID NO 3) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 2B) de una region
constante de la cadena kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEQ ID NO 4).

Las Figuras 3A-3B representan una secuencia de ADNc (Fig. 3A) que codifica una region constante de IgG2 de
la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEQ ID NO 5) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 3B) de
una region constante de IgG2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEQ ID NO 6).

Las Figuras 4A-4B representan una secuencia de ADNc (Fig. 4A) que codifica una region constante de IgG4 de
la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEQ ID NO 7) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 4B) de
una region constante de IgG4 de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEQ ID NO 8).

Las Figuras 5A-5B representan una secuencia de ADNc (Fig. 5A) que codifica la regién variable de la cadena
pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 26F5 (SEQ ID NO 9) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 5B) de la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 26F5 (SEQ ID NO 10).

Las Figuras 6A-6B representan una secuencia de ADNc (Fig. 6A) que codifica la regién variable de la cadena
kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 26F5 (SEQ ID NO 11) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 6B) de la region
variable de la cadena kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 26F5 (SEQ ID NO 12).

Las Figuras 7A-7B representan una secuencia de ADNc (Fig. 7A) que codifica la regién variable de la cadena
pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 27F2 (SEQ ID NO 13) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 7B) de la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 27F2 (SEQ ID NO 14).

Las Figuras 8A-8B representan una secuencia de ADNc (Fig. 8A) que codifica la regién variable de la cadena
pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 15C4 (SEQ ID NO 15) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 8B) de la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 15C4 (SEQ ID NO 16).

Las Figuras 9A-9B representan una secuencia de ADNc (Fig. 9A) que codifica la regién variable de la cadena
kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 15C4 (SEQ ID NO 17) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 9B) de la region
variable de la cadena kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 15C4 (SEQ ID NO 18).

La Figura 10 muestra la alineacion de una secuencia de aminoacidos de regiones variables de la cadena pesada
(sin secuencia lider) de anticuerpos anti-IL-1R1 designados 15C4 (SEQ ID NO 80, 85), 27F2 (SEQ ID NO 82, 87)
y 26F5 (SEQ ID NO 84, 89). Las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) estan subrayadas. La
CDR1 para 26f5 esta designada en la SEQ ID NO 61; para 27F2 esta designada en la SEQ ID NO 62; para 15C4
esta designada en la SEQ ID NO 63. La CDR2 para 26F5 esta designada en la SEQ ID NO 64; para 27F2 esta
designada en la SEQ ID NO 65; para 15C4 esta designada en la SEQ ID NO 66. La CDR3 para 26F5 esta
designada en la SEQ ID NO 67; para 27F2 esta designada en la SEQ ID NO 68; para 15C4 esta designada en la
SEQ ID NO 69.

La Figura 11 muestra la alineacion de una secuencia de aminoacidos de regiones variables de la cadena ligera
(sin secuencia lider) de anticuerpos anti-IL-1R1-y designados 15C4 (SEQ ID NO 81, 86), 27F2 (SEQ ID NO 83,
88) y 26F5 (SEQ ID NO 83, 88). La CDR1 para 26F5/27F2 esta designada en la SEQ ID NO 70; para 15C4 esta
designada en la SEQ ID NO 71. La CDR2 para 26F5/27F2 esta designada en la SEQ ID NO 72; para 15C4 esta
designada en la SEQ ID NO 73. La CDR3 para 26F5/27F2 esta designada en la SEQ ID NO 74; para 15C4 esta
designada en la SEQ ID NO 75.

La Figura 12 es un grafico que ilustra el efecto inhibidor de los anticuerpos anti-IL1R1 sobre la formacion del
complejo IL-1 R/IL-1B/IL-1 RACP.
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La Figura 13 es un grafico que muestra el efecto inhibidor de un anticuerpo monoclonal anti-IL1R1 como se
describe en el presente documento y se designa 15C4 la formacion del complejo IL-1 R/IL-1a/IL-1 RACP.

La Figura 14 es un grafico que representa la capacidad de los anticuerpos anti-IL-1 R1 para bloquear la unién de
IL-1B sin interferir significativamente en la unién de IL-1ra en comparacioén con la IgG control.

La Figura 15A es un grafico que muestra la inhibicion de la produccion de IL-6 en los condrocitos humanos
primarios mediante anticuerpos anti-IL-1R1 identificados en el presente documento y designados 15C4, 26F5 y
27F2 en comparacion con el IL-1 ra.

La Figura 15B es un grafico que muestra la inhibicion de la produccion de IL-6 en los condrocitos humanos
primarios mediante IL-1 ra y los anticuerpos monoclonales 15C4 y 27F2 en comparacién con la clase de
anticuerpos monoclonales representados por 10H7 y 24E12.

La Figura 16 es un grafico que muestra la inhibicion de la produccion de IL-6 en sangre entera humana por los
anticuerpos monoclonales anti-IL-1R1 designados 15C4, 26F5 y 27F2 en comparacion con el IL-1 ra.

La Figura 17 representa las secuencias del 3er dominio de IL-1R1 de aminoacidos (SEQ ID NO 76) y nucleétidos
(SEQ ID NO: 77) humanos y de nucledtidos (SEQ ID NO: 78) y aminoacidos (SEQ ID NO 79) de rata. Las barras
numeradas encima de la secuencia humana indican los 15 sitios diferentes mutados para construir las 15
proteinas mutadas diferentes. Los residuos de rata introducidos mediante mutacién se indican debajo de la
secuencia de acido nucleico de rata.

La Figura 18 muestra analisis de transferencia Western que demuestra reconocimiento del anticuerpo
monoclonal anti-IL-1R1 de mutantes de IL-1 R1.

La Figura 19 es un dibujo que representa () la activacion de la via se sefalizacion de IL-1, que se inicia con la
union de IL-1B a IL-1R1 y el reclutamiento de IL-1RacP y tres clases de anticuerpos anti-ILR1: (Il) bloqueantes de
IL-1 de epitopo del 3er dominio, (Ill) bloqueantes de RAcP del epitopo del 3er dominio y (V) bloqueantes de IL-1
del epitopo del 1°/2° dominio.

La Figura 20 representa la estructura cristalina de 15C4 y 27F2 con la mutacion 10 como se describe en el
presente documento. Los residuos en gris indican los epitopos de 15C4 y 27F2.

La Figura 21 representa los epitopos de 15C4 en el tercer dominio del IL-1 R1 extracelular.
La Figura 22 representa los epitopos de 24E12 en el tercer dominio del IL-1 R1 extracelular.

La Figura 23 representa la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO 59) de la proteina quimérica IL-1RA-FLAG
humana-avidina de la invencion.

La Figura 24 representa la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO 60) de una proteina quimérica IL-1R1-FLAG
de cinomolgo-avidina. La avidina de pollo recombinante (en cursiva) se une al dominio extracelular maduro de IL-
1E1 de cinomolgo (subrayado con la marca FLAG en el extremo C en negrita) a través de un ligador de 6
aminoacidos. Cuatro aminoacidos de IL-1R1 humano que se introdujeron solos y en combinacion con la
secuencia de cinomolgos estan en negrita bajo la secuencia de cinomolgos. El epitopo 4 esta en negrita, cursiva
y subrayado.

La Figura 25A muestra un andlisis de transferencia Western de la union del anticuerpo anti-IL-1R1 humano
(antihulL-1R1) a IL-1R1. El * indica que los anticuerpos se usaron a 5 pug/ml, mientras que en los anticuerpos
restantes se usaron a 1 ug/ml.

La Figura 25B muestra un resumen del analisis densitométrico de un conjunto duplicado de experimentos de
transferencia de tipo Western.

La Figura 26 muestra graficos que representan la union de anticuerpos anti-hulL-1R1 a proteinas IL-1R1-FLAG-
avidina en un ensayo de union multiplexado basado en perlas.

Descripcion detallada de ciertas realizaciones preferidas

Los encabezados de seccion usados en el presente documento son Unicamente con motivos organizativos y no
deben interpretarse como limitantes de la materia objeto descrita.
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Definiciones

Una enfermedad o afeccion médica se considera que es una "enfermedad mediada por interleucina-1 (IL-1)" si la
enfermedad o afeccién médica natural o inducida experimentalmente esta asociada con niveles elevados de IL-1 en
fluidos o tejidos corporales o si las células o tejidos tomados del cuerpo producen niveles elevados de IL-1 en cultivo.
Niveles elevados de IL-1 pueden incluir, por ejemplo, niveles que superan los que normalmente se encuentran en
una célula o tejido concreto, o puede ser cualquier nivel detectable de IL-1 en una célula p tejido que normalmente
no expresa IL-1. En muchos casos, las enfermedades mediadas por IL-1 también se reconoce por las siguientes dos
condiciones adicionales: (1) hallazgos patolégicos asociadas con la enfermedad o afecciéon médica pueden
simulares experimentalmente en animales mediante la administracion de IL-1 o la regulacién por aumento de la
expresion de IL-1; y (2) una patologia inducida en modelos animales experimentales de la enfermedad o afeccion
médica se puede inhibir o anular mediante tratamiento con agentes que inhiben la accion de la IL-1. En la mayoria
de las enfermedades mediadas por la IL-1 se cumplen al menos dos de las tres condiciones y en muchas
enfermedades mediadas por la IL-1 se cumplen las tres condiciones.

Una lista no exclusiva de enfermedades mediadas por la IL-1 agudas y crénicas incluye, entre otras, las siguientes:
pancreatitis aguda; esclerosis lateral amiotrofica (ELA), enfermedad de Alzheimer; caquexia/anorexia, incluida la
caquexia inducida por SIDA, asma y ofras enfermedades pulmonares, aterosclerosis, vasculitis autoinmunitaria,
sindrome de fatiga crénica, enfermedades asociadas con clostridium, incluida la diarrea asociada con clostridium,
afecciones e indicaciones coronarias, incluida la insuficiencia congestiva cardiaca, restenosis coronaria, infarto de
miocardio, disfuncién miocardica (p. ej., relacionada con sepsis) u derivacion aortocoronaria; cancer, tal como
mieloma multiple y leucemia mielégena (p. ej., LMA o LMC) y otras leucemias, asi como metastasis tumorales;
diabetes (por ejemplo, diabetes dependiente de insulina); endometriosis; fiebre; fibromialgia; glomerulonefritis;
enfermedad del injerto contra el huésped/rechazo de transplante; shock hemorragico; hiperalgesia, enfermedad
intestinal inflamatoria, afecciones inflamatorias de una articulacion, incluyendo osteoartritis, artritis psoriasica y artritis
reumatoide; enfermedad ocular inflamatoria, como la asociada con, por ejemplo, transplante de cérnea; isquemia,
incluyendo isquemia cerebral (por ejemplo, lesion cerebral como resultado de traumatismo, epilepsia, hemorragia o
ictus, cada uno de los cuales puede conducir a neurodegeneracion); enfermedad de Kawasaki; alteracion del
aprendizaje; enfermedades pulmonares (por ejemplo, SDRA); esclerosis mlltiple; miopatias (por ejemplo,
metabolismo de proteina del musculo, especialmente en septicemia); neurotoxicidad (p. €j., como la inducida por el
VIH); osteoporosis; dolor, incluido el dolor relacionado con el cancer; enfermedad de Parkinson, enfermedad
periodontal; parto prematuro; psoriasis, lesion por reperfusion, shock séptico; efectos secundarios de la radioterapia,
enfermedad de la articulacion mandibular temporal, alteraciones del suefo; uveitis; o una afeccién inflamatoria que
se produce por distension, esguince, lesion de cartilago, traumatismo, cirugia ortopédica, infeccion u otros procesos
patoldgicos. Los procedimientos de la invencion para tratar estas enfermedades agudas y cronicas mediadas por la
IL-1, asi como otras enfermedades y afecciones mediadas por la IL-1, se describen mas adelante.

Se pueden usar técnicas convencionales para preparar ADN recombinante, realizar sintesis de oligonucleétidos,
practicar cultivo y transformacion de tejidos (p. e€j., electroporacion, transfeccion o lipofeccion). Se pueden realizar
reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como
normalmente se efectdan en la técnica o tal como se describe en el presente documento. Las técnicas y
procedimientos anteriores pueden realizarse, en general, de acuerdo con procedimientos convencionales bien
conocidos en la técnica y tal como se describen en varias referencias generales y mas especificas que se citan y
tratan a lo largo de la presente especificacion. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., 2001, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. A menos que se
proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura usada en relaciéon con la quimica analitica, la quimica
organica sintética y la quimica medicinal y farmacéutica descritas en el presente documento y los procedimientos y
técnicas de laboratorio descritos en el presente documento son los bien conocidos y usados habitualmente en la
técnica. Se pueden usar técnicas estandar para sintesis quimica, analisis quimico, preparacion farmacéutica,
formulacion y liberacion, y tratamiento de pacientes.

Como se usa de acuerdo con la presente divulgacion, se entendera que los términos siguientes, a menos que se
indique lo contrario, tal como se han empleado anteriormente y a lo largo de la divulgacion tienen los significados
siguientes:

La expresion “polinucledtido aislado” significa que el polinucledtido sujeto (1) no esta asociado (de forma
covalente o no covalente) con todo o una porciéon de otros polinucleétidos con los que el polinucleétido sujeto
esta asociado en la naturaleza, (2) esta asociado con una molécula con la que no esta asociada en la naturaleza
0 (3) no se produce en la naturaleza en asociacion con ningun otro polinucleétido. Dicho polinucleétido aislado
puede ser ADN genémico, ADNc, ARNm u otro ARN, de origen sintético o cualquier combinacién de los mismos.

La expresion “proteina aislada” se denomina en el presente documento significa que una proteina sujeto (1) carece
de al menos algunas otras proteinas con las que normalmente se encontrarian, (2) carece esencialmente de otras
proteinas de la misma fuente, por ejemplo de la misma especie, (3) se expresa en una célula de una especie
diferente, (4) se ha separado de al menos aproximadamente el 50 por ciento de los polinucleétidos lipidos, hidratos
de carbono u otros materiales con los que esta asociada en la naturaleza, (5) no esta asociada (mediante interaccion
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covalente o no covalente) con porciones de una proteina con la que la "proteina aislada" esta asociada en la
naturaleza, (6) esta asociada operablemente (mediante interaccion covalente o no covalente) con un polipéptido con
el que no esta asociado en la naturaleza o (7) no se produce en la naturaleza. ADN genémico, ADNc, ARNm u otro
ARN, de origen sintético o cualquier combinacién de los mismos puede codificar dicha proteina aislada.
Preferentemente, la proteina aislada carece sustancialmente de proteinas o polipéptidos u otros contaminantes que
se encuentran en su ambiente natural que interferirian con su uso terapéutico, diagnéstico, profilactico, de
investigacion o de oftro tipo.

Los términos “polipéptido” o “proteina” significan una o mas cadenas de aminoacidos, donde cada cadena
comprende aminoacidos unidos covalentemente por enlaces peptidicos y donde dicho polipéptido o proteina puede
comprender una pluralidad de cadenas unidas no covalentemente y/o covalentemente entre si mediante enlaces
peptidicos, que tienen la secuencia de proteinas nativas, es decir proteinas producidas por células naturales y
especificamente no recombinantes o células sometidas a ingenieria genética o recombinantes, y comprenden
moléculas que tienen la secuencia de aminoacidos de la proteina nativa, o moléculas que tienen deleciones,
adiciones y/o sustituciones de uno o mas aminoacidos de la secuencia nativa. Los términos “polipéptido” y “proteina”
abarcan especificamente anticuerpos anti-IL1 R1 o secuencias que tienen deleciones, adiciones y/o sustituciones de
uno o mas aminoacidos de un anticuerpo anti-IL1 R1. Por tanto, un “polipéptido” o una “proteina” pueden
comprender una (denominado “monémero”) o una pluralidad (denominado “multimero”) de cadenas de aminoacidos.

La expresion “fragmento polipeptidico” se refiere a un polipéptido que puede ser monomérico o multimérico, que
tiene una delecion amino terminal, una delecién carboxilo terminal y/o una delecién o sustitucion interna de un
polipéptido natural o producido de forma recombinante. En ciertas realizaciones, un fragmento polipeptidico puede
comprender una cadena de aminoacidos de al menos 5 a aproximadamente 500 aminoacidos de longitud. Se
apreciarda que, en ciertas realizaciones, los fragmentos tienen una longitud de al menos 5,
6,8,10,14,20,50,70,100,110,150,200,250,300,350,400, o 450 aminoacidos. Fragmentos  polipeptidicos
particularmente utiles incluyen dominios funcionales, incluidos dominios de unién. En el caso de un anticuerpo anti-
IL1R1, fragmentos utiles incluyen, entre otros: una region de CDR, especialmente una region CDR3 de la cadena
pesada o ligera; un dominio variable de una cadena pesada o ligera; una porciéon de una cadena de anticuerpo o
solo su region variable, incluidas dos CDR; y similares.

La expresion “fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional”’, como se usa en el presente documento,
se refiere a un fragmento polipeptidico que contiene al menos los dominios variables de las cadenas pesada y ligera
de inmunoglobulina. Un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la invencién puede unirse a
un ligando, de modo que se evita la unién del ligando a su receptor, interrumpiendo la respuesta bioldgica que es el
resultado de la union del ligando al receptor, o cualquier combinacion de los mismos. Preferentemente, un fragmento
de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la invencion se une especificamente a IL-1R1.

Los términos "natural" y “nativo” significan que los materiales bioldgicos (moléculas, secuencias, complejos
proteicos, células y similares) a los que se aplican los términos se pueden encontrar en la naturaleza y no estan
manipulados por el ser humano. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinucleotidica que esta presente en un
organismo (incluidos virus) que se pueden aislar de una fuente de la naturaleza y que no se ha modificado
intencionadamente por el hombre es natural. Asimismo, los términos “no natural” o “no nativo” se refieren a un
material que no se encuentra en la naturaleza o que se ha modificado estructuralmente o ha sido sintetizado por el
hombre.

La expresion “operablemente unido” significa que los componentes a los que el término se aplica estan en una
relacion que les deja llevar a cabo las funciones inherentes en condiciones adecuadas. Por ejemplo, una secuencia
control “operablemente unida” a una secuencia codificadora de proteina esta unida a ella de tal modo que se
consigue la expresion de la secuencia codificadora de la proteina en condiciones compatibles con la actividad
transcripcional de las secuencias control.

La expresion “secuencia control” significa que la secuencia polinucleotidica sujeto puede efectuar la expresion y el
procesamiento de las secuencias de codificacién a las que esta unida. La naturaleza de dichas secuencias control
puede depender del organismo huésped. En realizaciones concretas, las secuencias control para procariotas pueden
incluir un promotor, un sitio de union al ribosoma y secuencia de terminacion de la transcripcion. En otras
realizaciones concretas, las secuencias control para eucariotas pueden incluir promotores que comprenden uno o
una pluralidad de sitios de reconocimiento para factores de transcripcidon, secuencias potenciadoras de la
transcripcion y secuencia de terminacion de la transcripcion. En ciertas realizaciones, las “secuencias control”
pueden incluir secuencias lider y/o secuencias pareja de fusion.

El término “polinucledtido” significa polimeros de acido nucleico monocatenario o bicatenario de al menos 10 bases
de longitud. En ciertas realizaciones, los nucleétidos que comprenden el polinucleétido pueden ser ribonucleétidos o
desoxirribonucledtidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. Dichas modificaciones incluyen
modificaciones de las bases, tales como derivados de bromouridina e inosina, modificaciones de ribosa, tales como
2',3'-didesoxirribosa, y modificaciones de los enlaces internucleotidicos tales como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoaniladato y fosforoamidato. El término incluye formas
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monocatenarias y bicatenarias de ADN.

El término “oligonucledtido” significa un polinucleétido que comprende una longitud de 200 bases o menos. En
realizaciones preferidas, los oligonucledtidos tienen una longitud de 10 a 60 bases. En realizaciones preferidas, los
oligonucledtidos tienen una longitud de 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 a 40 bases. Los oligonucleétidos pueden
ser monocatenarios o bicatenarios, por ejemplo para usar en la construccion de un gen mutante. Los
oligonucledtidos de la invencion pueden ser oligonucleétidos sentido o antisentido.

La expresion “nucledtidos naturales” incluye desoxirribonucleétidos y ribonucledtidos. La expresion “nucleétidos
modificados” incluye nucleétidos con grupos de azicar modificados o sustituidos o modificadas o sustituidos. La
expresion “enlaces oligonucleotidicos" incluye enlaces tales como fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato,
fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoaniladato, fosforoamidato y similares. Véase, por ejemplo, LaPlanche y
col. (1986), Nucl. Acids Res. 14:9081; Stec et al. (1984), J. Am. Chem. Soc. 106:6077; Stein et al. (1988), Nucl.
Acids Res. 16:3209; Zon et al. (1991), Anti-Cancer Drug Design 6:539; Zon et al. (1991), Oligonucleotides and
Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, ed.), Oxford University Press, Oxford England; Stec et al.,
patente de EE.UU. n° 5,151,510; Uhimann y Peyman (1990), Chemical Reviews 90:543.

Un oligonucledtido de la invencién puede incluir un marcador, incluido un radiomarcador, un marcador fluorescente,
un hapteno o un marcador antigénico, para ensayos de deteccion.

El término “vector” significa cualquier molécula (p. €j., acido nucleico, plasmido o virus) usada para transferir la
informacién de codificacion a una célula huésped.

La expresién “vector de expresion” o “construccion de expresion” se refiere a un vector que es adecuado para la
transformacion de una célula huésped y contiene secuencias de acido nucleico que dirigen y/o controlan (junto con
la célula huésped) la expresion de una o mas regiones de codificacion heterélogas unidas operativamente al mismo.
Una construccion de expresion puede incluir, entre otros, secuencias que afectan o controlan la transcripcion, la
traducciéon y el corte y empalme del ARN, si hay intrones presentes, de una region de codificacién unida
operablemente a la misma.

La expresion “célula huésped” significa una célula que se ha transformado, o que es capaz de ser transformada, con
una secuencia de acido nucleico y, de este modo, expresa un gen de interés seleccionado. La expresion incluye la
progenie de la célula parental, sea o no la progenie idéntica en cuanto a morfologia o a la estructura genética a la
célula parental original, siempre que esté presente el gen seleccionado.

El término “transduccion” significa la transferencia de genes de una bacteria a otra, normalmente mediante un fago.
“Transduccion” también se refiere a la adquisicion y la transferencia de secuencias celulares eucariotas por
retrovirus.

El término “transfeccion” significa la captacion de ADN extrafio o exdgeno por una célula y una célula se ha
“transfectado” cuando se ha introducido el ADN ex6geno dentro de la membrana celular. En el presente documento
se divulga una serie de técnicas de transfeccion que son bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Graham
et al., 1973, Virology 52:456; Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Id.; Davis et al., 1986,
Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier; y Chu et al., 1981, Gene 13:197. Dichas técnicas se pueden usar para
introducir uno o mas restos de ADN exdgeno en células huésped adecuadas.

El término “transformacién” se refiere a un cambio en las caracteristicas genéticas de la célula y una célula se ha
transformado cuando se ha modificado para contener ADN nuevo. Por ejemplo, una célula se transforma cuando
esta modificada genéticamente con respecto a su estado nativo mediante transfeccion, transduccién u otras
técnicas. Tras la transfeccion o la transduccion, el ADN transformante puede recombinarse con el de la célula al
integrarse fisicamente en un cromosoma de la célula o se puede mantener de forma transitoria como elemento
episomal sin replicarse o se puede replicar de forma independiente como plasmido. Se considera que una célula se
ha “transformado de forma estable” cuando el ADN transformante se replica con la division de la célula.

El término “antigeno” se refiere a una molécula o una porcién de una molécula a la que se puede unir un agente de
union selectivo, tal como un anticuerpo, y, ademas, puede usarse en un animal para producir anticuerpos capaces
de unirse a un epitopo de dicho antigeno. Un antigeno puede tener uno o mas epitopos.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante, preferentemente un determinante polipeptidico, capaz de unirse
de forma especifica a una inmunoglobulina o receptor de células T. En ciertas realizaciones, los determinantes
epitopicos incluyen grupos de superficie quimicamente de moléculas, tales como aminoacidos, cadenas laterales de
azucar, fosforilo, orosulfonilo y, en ciertas realizaciones, pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales,
asi como caracteristicas de carga especificas. Un epitopo es una region de un antigeno que esta unido a un
anticuerpo. En ciertas realizaciones, se dice que un anticuerpo esta unido especificamente a un antigeno cuando
reconoce preferentemente su antigeno diana en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas. En
realizaciones preferidas, se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando la constante de
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disociacion es menor o igual a aproximadamente 10 nM, mas preferentemente cuando la constante de disociacion
es menor o igual a aproximadamente 100 pM y, mas preferentemente, cuando la constante de disociacién es menor
o igual a aproximadamente 10 pM.

El término “identidad” se refiere a una relacion entre las secuencias de dos o mas moléculas polipeptidicas o dos o
mas moléculas de acido nucleico, determinado comparando las secuencias. En la técnica, “identidad” también
significa el grado de relacion de la secuencia entre moléculas de acido nucleico o polipéptidos, como puede ser el
caso determinado por la correspondencia entre secuencias de dos o mas nucleétidos o dos o mas aminoacidos.
“Identidad” mide el porcentaje de correspondencias idénticas entre la menor de dos o mas secuencias con
alineaciones de hueco (si hay alguna) abordadas por un modelo matematico o programa informatico concreto (es
decir, “algoritmos”).

El término “similitud” se usa en la técnica con respecto a un concepto relacionado; no obstante, en contraste con
“identidad”, “similitud” se refiere a una medida de la relacion que incluye correspondencias idénticas y
correspondencias de sustitucion conservadora. Si dos secuencias polipeptidicas tienen, por ejemplo, 10/20
aminoacidos idénticos y el resto son todos sustituciones no conservadoras, los porcentajes de identidad y similitud
seria ambos del 50 %. Si en el mismo ejemplo hay cinco posiciones mas cuando hay sustituciones conservadoras, el
porcentaje de identidad sigue siendo el 50 %, pero el porcentaje de similitud seria 75 % (15/20). Por tanto, en los
casos donde hay sustituciones conservadoras, el porcentaje de similitud entre dos polipéptidos sera mayor que el
porcentaje de identidad entre dichos dos polipéptidos.

La identidad y similitud de los acidos nucleicos y polipéptidos relacionados se pueden calcular facilmente mediante
procedimientos conocidos. Tales procedimientos incluyen, entre otros, los descritos en Computational Molecular
Biology, (Lesk, A.M. ed., Oxford University Press, New York; Biocomputing: Informatics y Genome Projects, (Smith,
D.W., ed.), 1993, Academic Press, New York; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, (Grifffin, A.M., y Giriffin,
H.G., eds.), 1994, Humana Press, New Jersey; von Heinje, G., Sequence Analysis in Molecular Biology, 1987,
Academic Press; Sequence Analysis Primer, (Gribskov, M. y Devereux, J., eds.), 1991, M. Stockton Press, New
York; Carillo et al., 1988, SIAM J. Applied Math. 48:1073; y Durbin et al., 1998, Biological Sequence Analysis,
Cambridge University Press.

Se disefian procedimientos preferidos para determinar la identidad para dar la mayor coincidencia entre las
secuencias analizadas. Ademas, los procedimientos para determinar la identidad se codifican en programas
informaticos disponibles para el publico. Los procedimientos de programas informaticos preferidos para determinar la
identidad entre dos secuencias incluyen, entre otros, el paquete del programa GCG, incluido GAP (Devereux, J., y
col., Nucl. Acid. Res., 12:387 (1984); Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI, BLASTP,
BLASTN, y FASTA (Altschul y col., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990)). El programa BLASTX esta publicamente
disponible por el Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information)
(NCBI) y ofras fuentes (BLAST Manual, Altschul y col., NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894; Altschul y col., (1990,
anteriormente). También se puede usar el algoritmo bien conocido de SmithWaterman para determinar la identidad.

Ciertos esquemas de alineacion para alinear dos secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado el
apareamiento de so6lo una region corta de las dos secuencias, y esta region alineada pequefia puede tener una
identidad de secuencia muy alta incluso si no existe una relacion significativa entre las dos secuencias de longitud
completa. De acuerdo con esto, en ciertas realizaciones, el procedimiento de alineaciéon seleccionado (programa
GAP) tendra como resultado una alineacidon que abarca al menos 50 aminoacidos contiguos del polipéptido diana.

Por ejemplo, usando el algoritmo informatico GAP (Genetics Computer Group, Universidad de Wisconsin, Madison,
WI), dos polipéptidos para los que va a determinarse el porcentaje de identidad de secuencia se alinean para
obtener el apareamiento 6ptimo de sus respectivos aminoacidos (el “tramo apareado”, tal como se determina
mediante el algoritmo). En ciertas realizaciones, una sancién por apertura de huecos (que se calcula normalmente
como tres veces la diagonal promedio; donde la “diagonal promedio” es el promedio de la diagonal de la matriz de
comparacion que esta usandose; la “diagonal” es la puntuacion o niumero asignado a cada aminoacido perfecto
apareado mediante la matriz de comparacion concreta) y una sancién por extension de huecos (que es normalmente
un décimo de la sancién de apertura de huecos), asi como una matriz de comparacion tal como PAM 250 o
BLOSUM 62 se usan junto con el algoritmo En ciertas realizaciones, el algoritmo también usa una matriz de
comparacion convencional (véase Dayhoff y col, Atlas of Protein Sequence and Structure, 5(345)(1978) para la
matriz de comparacién PAM 250Henikoff et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci USA 89:1091510919 para la matriz de
comparacion BLOSUM 62).

En ciertas realizaciones, los parametros para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman et al. (1970), J. Mol. Biol. 48:443-453;

Matriz de comparacion: BLOSUM 62 de Henikoff y col., (1992) anteriormente;

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2565189 T3

Sancién por hueco: 12
Sancion de longitud de hueco: 4
Umbral de similitud: O

El programa GAP puede ser util con los parametros anteriores. En ciertas realizaciones, los parametros
mencionados anteriormente son los parametros predeterminados para comparaciones de polipéptidos (junto con
ausencia de sancion por huecos finales) usando el algoritmo GAP.

El término “natural’, como se usa para hacer referencia a los aminoacidos, se refiere a los veinte aminoacidos
convencionales. Véase Immunology - A Synthesis, 22 Edicion, (E.S. Golub y D. R. Gren, Eds.) Sinauer Associates:
Sunderland, MA (1991)

Los analogos peptidicos se usan habitualmente en la industria farmacéutica como farmacos no peptidicos con
propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de compuesto no peptidico se denominan “miméticos
peptidicos” o “peptidomiméticos”. Véase Fauchere (1986), Adv. Drug Res. 15:29; Veber & Freidinger, 1985, TINS
p.392; y Evans et al. (1987), J. Med. Chem. 30:1229.

Dichos compuestos a menudo se desarrollan con la ayuda de modelacién molecular computerizada. Los miméticos
peptidicos que son estructuralmente similares a péptidos terapéuticamente Utiles pueden usarse para producir un
efecto terapéutico o profilactico similar. En general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un péptido
o polipéptido paradigma (es decir, un péptido o polipéptido que tiene una propiedad bioquimica o actividad
farmacologica deseada), tal como un anticuerpo humano, pero tienen uno o mas enlaces peptidicos opcionalmente
reemplazados por un enlace seleccionado del grupo constituido por: -CHaNH-, -CH,S-,-CH,-CH,-, -CH=CH-(cis y
trans), -COCHgz-, -CH(OH)CH>- y -CH,SO--, mediante procedimientos bien conocidos en la técnica. La sustitucion
sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia consenso con un D-aminoacido del mismo tipo (p. €j., D-
lisina en lugar de L-lisina) también puede usarse en ciertas realizaciones para generar péptidos mas estables.
Ademas, se pueden generar péptidos constrefiidos que comprenden una secuencia consenso o una variacion de la
secuencia consenso sustancialmente idéntica mediante procedimientos conocidos en la técnica (Rizo y Gierasch
Ann. Rev. Biochem. 61 :387 (1992); por ejemplo, mediante la adicion de residuos internos de cisteina capaces de
formar puentes disulfuro intramoleculares que ciclan el péptido.

“Anticuerpo” o “péptido(s) de anticuerpo(s)” se refiere a un anticuerpo intacto o a un fragmento de union del mismo
que compite con el anticuerpo intacto por la unién especifica e incluye anticuerpos biespecificos quiméricos,
humanizados y completamente humanos. En ciertas realizaciones, los fragmentos de unién se producen mediante
técnicas de ADN recombinante. En realizaciones adicionales, los fragmentos de uniéon se producen mediante
escision enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. Los fragmentos de unién incluyen, entre otros, Fab, Fab',
F(ab'),, Fv y anticuerpos de cadena sencilla.

La expresion “cadena pesada” incluye una cadena pesada de longitud completa y fragmentos de la misma que
tienen una secuencia de region variable suficiente para conferir especificidad para IL-1R1. Una cadena pesada de
longitud completa incluye un dominio de regién variable, VH, y tres dominios de la regiéon constante, C41, C42 y Ch3.
El dominio V4 esta en el extremo amino del polipéptido y el dominio Cx3 esta en el extremo carboxilo.

La expresion “cadena ligera” incluye una cadena ligera de longitud completa y fragmentos de la misma que tienen
una secuencia de region variable suficiente para conferir especificidad para IL-1R1. Una cadena ligera de longitud
completa incluye un dominio de la regién variable, Vi, y un dominio de la regién constante, C.. Como la cadena
pesada, el dominio de la region variable de la cadena ligera esta en el extremo amino del polipéptido.

Un “fragmento Fab” esta compuesto por una cadena ligera y las regiones Cx1 y variable de una cadena pesada. La
cadena pesada de una molécula Fab no puede formar un puente disulfuro con otra molécula de la cadena pesada.
Un “fragmento Fab"™ contiene una cadena ligera y una cadena pesada que contiene mas de la region constante,
entre los dominios de Cx1 y Cx2, de modo que se puede formar un enlace disulfuro intercatenario entre dos cadenas
pesadas para formar una molécula F(ab'),.

Un “fragmento F(ab'),” contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que contienen una porcion de la region
constante entre los dominios Cy1 y Cx2, de modo que se puede formar un enlace disulfuro intercatenario entre dos
cadenas pesadas.

La “region Fv’ comprende las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, pero carece de las regiones
constantes.
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“Anticuerpos de cadena sencilla” son moléculas Fv donde las regiones variables de la cadena pesada y ligera se han
conectado mediante un ligador flexible para formar una cadena polipeptidica sencilla, que forma una region de unién
a antigeno. Los Anticuerpos de cadena sencilla se tratan con detalle en la publicacion de solicitud de patente
internacional n® WO 88/01649 y las patentes de EE.UU. n°® 4.946.778 y 5.260.203.

Se entiende que un “anticuerpo bivalente” aparte de un anticuerpo “multiespecifico” o “multifuncional”, en ciertas
realizaciones, comprende sitios de unidn que tienen idéntica especificidad antigénica.

Un anticuerpo “biespecifico” o “afuncional” es un anticuerpo hibrido que tiene dos pares de cadena pesadal/ligera
diferentes y dos sitios de unidn diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante diversos
procedimientos, incluidos, entre otros, fusion de hibridomas o unién del fragmento Fab'. Véase, por ejemplo,
Songsivilai & Lachmann (1990), Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321; Kostelny et al. (1992), J. Immunol. 148:1547-1553.

Al evaluar la unién y especificidad del anticuerpo de acuerdo con la invenciéon, un anticuerpo “inhibe
sustancialmente” la adhesion de un ligando a un receptor cuando un exceso de anticuerpo reduce la cantidad de
receptor unido al contrarreceptor en al menos aproximadamente 20 %, 40 %, 60 %, 80 %, 85 % o mas (medido en
un ensayo de unién competitiva in vitro).

El término “agente” significa un compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una macromolécula
bioldgica o un extracto hecho de materiales bioldgicos.

Los términos “marcador” o “marcado” se refiere a la incorporacion de un marcador detectable, por ejemplo mediante
incorporacion de un aminoacido radiomarcado o la fijacién a un polipéptido de restos de biotina que se puede
detectar mediante avidina marcada (p. €j., estreptavidina que, preferentemente, comprende un marcador detectable
tal como un marcador fluorescente, un marcador quimioluminiscente o una actividad enzimatica que se puede
detectar mediante procedimientos 6pticos o colorimétricos). En ciertas realizaciones, el marcador también puede ser
terapéutico. En la técnica se conocen varios procedimientos de marcaje de polipéptidos y glicoproteinas y se pueden
usar de forma ventajosa en los procedimientos divulgados en el presente documento. Ejemplos de marcadores para
poIipéPtidos incluyen, entre otros, los siguientes: radioisétopos o radionuclidos (p. €j., “H, 14C, 15N, 353, 90Y, 99’“Tc,
111In, 25I, 131I), marcadores fluorescentes (p. ej., isotiocianato de fluoresceina (FITC), rodamina, fésforos lantanidos),
marcadores enzimaticos (p. ej., peroxidasa de rabano, B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), marcadores
quimioluminiscentes, marcadores de hapteno tales como grupos de biotinilo y epitopos polipeptidicos
predeterminados reconocidos por un indicador secundario (p. €j., pares de secuencias en cremallera de leucina,
sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metal, colas del epitopo). En ciertas realizaciones,
los marcadores estan unidos por brazos espaciadores (tales como (CH),, donde n < aproximadamente 20) de varias
longitudes para reducir la potencial hidrancia estérica.

La expresion “muestra biolégica” incluye, entre otros, cualquier cantidad de una sustancia de algo vivo o algo antes
vivo. Dichos algos vivos incluyen, entre otros, seres humanos, ratones, monos, ratas, conejos y otros animales.
Dichas sustancias incluyen, entre otros, sangre, suero, orina, células, 6rganos, tejidos, hueso, médula 6sea, linfa,
ganglios linfaticos, tejido sinovial, condrocitos, macréfagos sinoviales, células endoteliales, tejido vascular (tejido
vascular particularmente inflamado) y piel. Las expresiones “agente farmacéutico” y “farmaco” se refieren a un
compuesto o composicion quimica capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra
adecuadamente a un paciente.

El término “paciente” incluye sujetos humanos y veterinarios.

A menos que el contexto requiera lo contrario, los términos en singular incluyen pluralidades y los términos en plural
incluiran el singular.

Aminoacidos

Los veinte aminoacidos naturales y sus abreviaturas siguen el uso convencional. Véase Immunology - A Synthesis,
22 Edicion, (E.S. Golub y D. R. Gren, Eds.) Sinauer Associates: Sunderland, MA (1991). Los estereoisémeros (p. €j.,
D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, aminoacidos no naturales tales como aminoacidos a-, a-
disustituidos, N-alquilaminoacidos, acido lactico y otros aminoacidos no convencionales también pueden ser
componentes adecuados para polipéptidos de la presente invencion. Ejemplos de aminoacidos no convencionales
incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, e-N,N,N-trimetillisina, e-N-acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-
formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina y otros aminoacidos e iminoacidos similares (p. €j.,
4-hidroxiprolina). En la notacion polipeptidica usada en la presente memoria descriptiva, la direccion izquierda es la
direcciéon aminoterminal y la direccion derecha es la direccion carboxiterminal, de acuerdo con el uso estandar y la
convencion.

De forma similar, a menos que se especifique lo contrario, el extremo izquierdo de las secuencias de polinucleétidos

monocatenarias es el extremo 5’; la direccion izquierda de las secuencias de polinucledtidos bicatenarias se
denomina la direcciéon 5. La direccion de adiciéon de 5 a 3’ de los transcritos de ARN naciente se denomina la
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direccion de transcripcion; las regiones de la secuencia en la hebra de ADN que tienen la misma secuencia que el
ADN y son 5’ al extremo 5’ del transcrito de ARN se denominan “secuencias corriente arriba”; las regiones de la
secuencia en la hebra de ADN que tienen la misma secuencia que el transcrito de ARN que estan en 3’ del extremo
3’ del transcrito de ARN se denominan “secuencias corriente abajo”.

Se apreciara que los residuos de aminoacidos naturales pueden dividirse en clases basandose en propiedades de
cadena lateral comunes:

1) Hidréfobos: norleucina (Nor o Nle), Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) Hidroéfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

3) Acidos: Asp, Glu;

4) Basicos: His, Lys, Arg;

5) Residuos que influyen en la orientacion de las cadenas: Gly, Pro; y
6) Aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones de aminoacidos no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas
clases con un miembro de la misma clase. Las sustituciones de aminoacidos conservadoras pueden abarcar
residuos de aminoacidos no naturales, que normalmente se incorporan mediante sintesis peptidica quimica en lugar
de sintesis en sistemas bioldgicos. Estas incluyen peptidomiméticos y otras formas reversas o invertidas de restos
aminoacidos.

Las sustituciones no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases con un
miembro de otra clase. Dichos residuos sustituidos se pueden introducir, por ejemplo, en regiones de un anticuerpo
humano que son homodlogas con los anticuerpos no humanos o en las regiones no homologas de la molécula.

Al realizar dichas sustituciones, de acuerdo con ciertas realizaciones, se puede considerar el indice hidropatico de
los aminoacidos. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico sobre la base de su hidrofobicidad y
caracteristicas de carga. Estos son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina
(+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3);
prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y
arginina (-4,5).

Generalmente, en la técnica se entiende la importancia del indice hidropatico de los aminoacidos a la hora de
conferir la funcién biolégica interactiva sobre una proteina (véase, por ejemplo, Kyte y col., J. Mol. Biol., 157:105-
131). Se sabe que ciertos aminoacidos se pueden sustituir por otros aminoacidos que tienen un indice o puntuacién
hidropatica similar y siguen conservando una actividad biolégica similar. Al realizar cambios en base al indice
hidropatico, en ciertas realizaciones, se puede incluir la sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan
en + 2. En ciertas realizaciones, se incluyen los que estan dentro de %1, y, en ciertas realizaciones, estan incluidos
aquéllos dentro de +0,5.

También se entiende en la técnica que la sustitucion de aminoacidos similares se puede realizar de forma eficaz
sobre la base de la hidrofilicidad, particularmente cuando la proteina o péptido biolégicamente funcional creado de
este modo esta destinado al uso en realizaciones inmunolégicas, como se divulgan en el presente documento. En
ciertas realizaciones, la hidrofilicidad promedio local mayor de una proteina esta dirigida por la hidrofilicidad de sus
aminoacidos adyacentes, se correlaciona con su inmunogenicidad y antigeneicidad, es decir con una propiedad
bioldgica de la proteina.

A estos residuos de aminoacidos se les ha asignado los siguientes valores de hidrofilicidad: arginina (+3,0); lisina
(+3,0); aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 + 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0);
treonina (-0,4); prolina (-0,5 + 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina
(-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4). Al realizar cambios en base a valores de
hidrofilicidad similares, en ciertas realizaciones se incluye la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de
hidrofilicidad estan dentro de + 2, en ciertas realizaciones se incluyen los que estan dentro de *1 y en ciertas
realizaciones se incluyen aquéllos dentro de + 0,5. También se pueden identificar epitopos de secuencias de
aminoacidos primarias sobre la base de la hidrofilicidad. Estas regiones también se denominan “regiones centrales
epitépicas”.

Ejemplos de sustituciones de aminoacidos se exponen en la Tabla 1.
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Tabla 1
Sustituciones de aminoacidos
Residuos originales Ejemplos de sustituciones Sustituciones
preferidas

Ala \Val, Leu, lle Val
Arg Lys, Gin, Asn Lys
Asn Gin Gin
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His )Asn, Gin, Lys, Arg Arg
lie Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucine Leu
Leu Norleucina, lie, Val, Met, Ala, Phe lle

Lys IArg, 1,4 acido diamino-butirico, GIn, Asn|Arg
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

Un experto en la técnica podra determinar variantes adecuadas de los polipéptidos, tal como se expone en el
presente documento, usando técnicas bien conocidas. En ciertas realizaciones, un experto en la técnica puede
identificar areas adecuadas de la molécula que se pueden cambiar sin destruir la actividad dirigiendo a regiones que
no se cree que sean importantes para la actividad. En otras realizaciones, el experto en la técnica puede identificar
residuos o porciones de las moléculas que estan conservados entre polipéptidos similares. En realizaciones
adicionales, incluso las areas que pueden ser importantes para la actividad biolégica o para la estructura pueden
estar sujetas a sustituciones conservadoras de aminoacidos sin destruir la actividad biolégica o sin afectar de forma
adversa a la estructura del polipéptido.

Adicionalmente, un experto en la técnica puede revisar estudios de estructura-funcion identificando residuos en
polipéptidos similares que son importantes para la actividad o la estructura. En vista de esta comparacion, el experto
en la técnica puede predecir la importancia de los residuos de aminoacidos en una proteina que corresponden a los
residuos de aminoacidos que son importantes para la actividad o la estructura en proteinas similares. Un experto en
la técnica puede optar por sustituciones de aminoacidos quimicamente similares para dichos residuos de
aminoacidos importantes predichos.

El experto en la técnica también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos en
relacion con dicha estructura en polipéptidos similares. En vista de tal informacion, los expertos en la técnica pueden
predecir la alineacién de restos de aminoacidos de un anticuerpo con respecto a su estructura de tres dimensiones.
En ciertas realizaciones, un experto en la técnica puede elegir no realizar cambios radicales en los residuos de
aminoacidos predichos que estan sobre la superficie de la proteina, ya que tales residuos pueden estar implicados
en interacciones importantes con otras moléculas. Ademas, un experto en la técnica puede generar variantes de
ensayo que contienen una sola sustitucion de aminoacido en cada residuo de aminoacido deseado. Las variantes
después se pueden seleccionar usando ensayos de actividad conocidos por los expertos en la técnica. Tales
variantes se pueden usar para acumular informacion sobre variantes adecuadas. Por ejemplo, si se descubre que un
cambio en un residuo de aminoacido particular dio como resultado la destruccion, reduccién de manera no deseada,
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o no adecuada, de la actividad, las variantes con tal cambio se podrian evitar. En otras palabras, basandose en la
informacion acumulada a partir de tales experimentos de rutina, el experto en la técnica puede facilmente determinar
los aminoacidos donde se deben evitar las sustituciones, bien solas o en combinacién con otras mutaciones.

Se han dedicado numerosas publicaciones cientificas a la prediccion de la estructura secundaria. Véase Moult,
1996, Curr. Op. en Biotech. 7:422-427; Chou et al., 1974, Biochemistry 13:222-245; Chou et al., 1974, Biochemistry
113:211 -222; Chou et al., 1978, Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 47:45-148; Chou et al., 1979, Ann. Rev.
Biochem. 47:251-276; y Chou et al., 1979, Biophys. J. 26:367-384. Ademas, actualmente se dispone de programas
informaticos que ayudaran a predecir la estructura secundaria. Un procedimiento de predicciéon de la estructura
secundaria se basa en la modelacién de homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o proteinas que tienen una
identidad de secuencia de mas de 30 %, o similitud mayor que 40 % a menudo tienen topologias estructurales
similares. El crecimiento reciente de la base de datos estructural de la proteina (PDB) ha proporcionado una
capacidad de proteccion potenciada de la estructura secundaria, incluyendo el nimero potencial de plegamientos
dentro de una estructura de los polipéptidos o proteinas. Véase Holm et al., 1999, Nucl. Acid. Res. 27:244-247. Se
ha sugerido (Brenner y col., Curr. Op. Struct. Biol., 7(3): 369 - 376) que existe un numero limitado de plegamientos
en un polipéptido o proteina dados y que una vez que se ha resuelto un nimero critico de estructuras, la prediccion
estructural llegara a ser notablemente mas precisa.

Procedimientos adicionales de prediccion de la estructura secundaria incluyen el “enhebrado” (Jones, 1997, Curr.
Opin. Struct. Biol. 7:377-87; Sippl et al., 1996, Structure 4:15-19); el "analisis del perfil" (Bowie et al., 1991, Science
253:164-170; Gribskov et al., 1990, Meth. Enzym. 183:146-159; Gribskov et al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. 84:4355-
4358) y el “enlace de evolucion” (véase, Holm, 1999, supra-, y Brenner, 1997, supra).

En ciertas realizaciones, las variantes de anticuerpos incluyen variantes de glicosilacion donde el nimero y/o tipo del
sitio de glicosilacion se han alterado en comparacion con las secuencias de aminoacidos del polipéptido parental. En
ciertas realizaciones, las variantes de proteinas incluyen un nimero mayor o menor de sitios de glicosilacion unidos
por N que la proteina nativa. Un sitio de glicosilacion unido a N se caracteriza por la secuencia: Asn-X-Ser o Asn-X-
Thr, donde el residuo de aminoacido designado como X puede ser cualquier residuo de aminoacido excepto prolina.
La sustitucion de residuos de aminoacidos para crear esta secuencia proporciona un posible sitio nuevo para la
adicion de una cadena de hidrato de carbono unida a N. Como alternativa, las sustituciones que eliminan esta
secuencia retiraran una cadena de hidrato de carbono unida a N existente. También se proporciona una
reorganizacion de cadenas de hidratos de carbono unidas a N, donde se eliminan uno o mas sitios de glicosilacion
unidos N (normalmente aquéllos que se producen de manera natural) y se crean uno o mas sitios unidos a N
nuevos. Variantes de anticuerpos adicionales preferidas incluyen variantes de cisteina donde uno o mas residuos de
cisteina se delecionan o sustituyen por otro aminoacido (p. ej., serina) en comparacion con la secuencia de
aminoacidos parental. Las variantes de cisteina pueden ser utiles cuando los anticuerpos se deben volver a plegar
en una conformacion biolégicamente activa, tal como después del aislamiento de cuerpos de inclusion insolubles. En
general, las variantes de cisteina tienen menos residuos de cisteina que la proteina nativa y normalmente tienen un
numero par para minimizar las interacciones resultantes de cisteinas no apareadas.

De acuerdo con ciertas realizaciones, las sustituciones aminoacidicas son aquéllas que: (1) reducen la
susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducen la susceptibilidad a la oxidacién, (3) alteran la afinidad de unién para
formar complejos proteicos, (4) alteran las afinidades de unién y/o (5) confieren o modifican otras propiedades
fisicoquimicas o funcionales de dichos polipéptidos. De acuerdo con ciertas realizaciones, las sustituciones sencillas
o multiples de aminoacidos (en ciertas realizaciones, sustituciones conservadoras de aminoacidos) pueden
realizarse en la secuencia natural (en ciertas realizaciones en la porcién del polipéptido fuera del(los) dominio(s) que
forman contactos intermoleculares). En realizaciones preferidas, una sustitucién conservadora de aminoacido
normalmente no cambia sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia parental (p. €j., un
reemplazo de aminoacido no deberia tender a romper una hélice que se encuentre en la secuencia parental o alterar
otros tipos de estructura secundaria que caracteriza la secuencia parental). Ejemplos se estructuras polipeptidicas
secundarias y terciarias reconocidas en la técnica se describen en Proteins, Structures and Molecular Principles
(Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, New York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden y J.
Tooze, eds.) 1991, Garland Publishing, New York. N.Y. (1991)); y Thornton y col. (1991), Nature 354:105.

Preparacion de anticuerpos

Las unidades estructurales de los anticuerpos naturales normalmente comprenden un tetramero. Cada uno de estos
tetrameros normalmente esta compuesto por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, donde cada par tiene
una cadena ligera de longitud completa (normalmente de un peso molecular de aproximadamente 25 kDa) y una
cadena pesada de longitud completa (normalmente de un peso molecular de aproximadamente 50-70 kDa). La
porcién amino-terminal de cada cadena normalmente incluye una region variable de aproximadamente 100 a 110 o
mas aminoacidos que normalmente es responsable del reconocimiento del antigeno. La porcién carboxi-terminal de
cada cadena define una region constante principalmente responsable de la funcion efectora. Las cadenas ligeras
humanas normalmente se clasifican como cadenas ligeras kappa y lambda. Las cadenas pesadas normalmente se
clasifican como mu, delta, gamma, alfa o epsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE,
respectivamente. La IgG tiene varias subclases, incluidas, entre otras, gg1, IgG2, IgG3, e IgG4. La IgM tiene varias
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subclases, incluidas, entre otras, IgM 1 e IgM2. La IgA se subdivide de forma similar en subclases, incluidas, entre
otras, IgA1 e IgA2. Dentro de las cadenas ligera y pesada de longitud completa, normalmente una regién "J" de
aproximadamente 12 o mas aminoacidos une la region variable y las regiones constantes, la cadena pesada también
incluye una region "D" de aproximadamente 10 aminoacidos mas. Véase, por ejemplo, Fundamental Immunology,
Ch.7,2nd ed., (Paul, W., ed.), 1989, Raven Press, N.Y.

La combinacion de las regiones variantes de cada par de cadena ligera/cadena pesada normalmente forma el sitio
de unidn a antigeno.

Las regiones variables de cada una de las cadenas pesadas y cadenas ligera normalmente exhiben la misma
estructura general que comprende cuatro regiones estructuras (FR) relativamente conservadas unidas por tres
regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de la complementariedad o CDR. Las CDR
de las dos cadenas de cada par normalmente estan alineadas por las regiones estructurales, alineacion que puede
permitir la unién a un epitopo especifico. Del extremo N al extremo C, las regiones variables de tanto las cadenas
ligeras como las pesadas normalmente comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La
asignacion de aminoacidos a cada dominio normalmente se realiza de acuerdo con las definiciones de Kabat
Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991, National
Institutes of Health, Bethesda, Md.), Chothia & Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:901 -917, o Chothia et al., 1989, Nature
342:878-883).

Los anticuerpos pasaron a ser Utiles y de interés como agentes farmacéuticos con el desarrollo de anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales se producen usando cualquier procedimiento que produce moléculas
de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo. Ejemplos de procedimientos adecuados para preparar
anticuerpos monoclonales incluyen los procedimientos de hibridoma de Kohler et al. (1975, Nature 256:495-497) y el
procedimientos de hibridoma de células B (Kozbor, 1984, J. Immunol. 133: 3001; y Brodeur et al., 1987, Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, (Marcel Dekker, Inc., New York), pp. 51-63).

Los anticuerpos monoclonales se pueden modificar para usar como terapéuticos. Un ejemplo es un anticuerpo
“quimérico” donde una porcion de la cadena pesada y/o la cadena ligera es idéntica u homdloga a una
correspondiente secuencia en los anticuerpos derivados de una especie concreta o perteneciente a una clase o
subclase de anticuerpo concreto, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es/son idénticas u homdlogas a una
secuencia correspondiente en anticuerpos derivados de otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de
anticuerpo. Otros ejemplos son fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biolégica
deseada. Véase, la patente de EE.UU. n° 4.816.567 y Morrison et al. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851 -
6855. Un desarrollo relacionado es el anticuerpo “injertado en CDR”, donde el anticuerpo comprende una o mas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de una especie concreta o perteneciente a una clase o
subclase de anticuerpo concreto, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es/son idénticas u homdlogas a una
secuencia correspondiente en anticuerpos derivados de otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de
anticuerpo.

Otro desarrollo es el anticuerpo “humanizado”. En la técnica se conocen procedimientos para humanizar anticuerpos
no humanos (Véanse las patentes de EE.UU. n° 5.585.089 y 5.693.762). En general, un anticuerpo humanizado se
produce en un animal no humano y, después, ciertos residuos de aminoacidos, normalmente de porciones que no
reconocen antigenos del anticuerpo, se modifica para que sea homdlogo a dichos residuos en un anticuerpo humano
del isotipo correspondiente. La humanizacion se puede realizar, por ejemplo, usando procedimientos descritos en la
técnica (Jones et al., 1986, Nature 321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-327; Verhoeyen et al.,
1988, Science 239:1534-1536), sustituyendo al menos una porcién de una region variable de roedor para las
regiones correspondientes de un anticuerpo humano.

Mas reciente y mas prometedor es el desarrollo de anticuerpos humanos sin exposicién del antigeno al ser humano
(“anticuerpos completamente humanos”). Usando animales transgénicos (p. ej., ratones) que son capaces de
producir un repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de produccién de inmunoglobulina de ratén enddgena,
dichos anticuerpos se producen mediante inmunizacion con un antigeno (que normalmente tiene al menos 6
aminoacidos contiguos), opcionalmente conjugado con un vehiculo. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., 1993,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555; Jakobovits et al., 1993, Nature 362:255-258; y Bruggermann et al., 1993,
Year in Immunol. 7:33. En un ejemplo de estos procedimientos, los animales transgénicos se producen
incapacitando los loci de inmunoglobulina de raton endégena que codifica las cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulina de raton e insertando los loci que codifican las proteinas de las cadenas pesada y ligera humanas
en el genoma del mismo. Animales parcialmente modificados, que tienen menos que el complemento completo de
modificaciones, se cruzan para obtener un animal que tiene todas las modificaciones deseadas del sistema
inmunitario. Cuando se administra un inmundgeno, estos animales transgénicos producen anticuerpos que son
inmunoespecificos de estos antigenos que tienen secuencias de aminoacidos humanas (en lugar de murinas),
incluidas las regiones variables. Véanse las publicaciones PCT WO096/33735 y W094/02602. Procedimientos
adicionales se describen en la patente de EE.UU. n° 5,545,807, las publicaciones de PCT N° W091/10741,
W090/04036, y en los documentos EP 546073B1 y EP 546073A1.

Los anticuerpos humanos también se pueden producir mediante la expresion de ADN recombinante en células
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huésped o mediante la expresion en células de hibridoma, como se describe en el presente documento.

Los anticuerpos completamente humanos también se pueden producir a partir de bibliotecas de expresion en fagos
(como se divulga en Hoogenboom et al., 1991, J. Mol. Biol. 227:381; y Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222:581).
Estos procesos simulan la seleccién inmunitaria a través de la expresion de repertorios de anticuerpos sobre la
superficie de bacteriéfagos filamentosos y la posterior seleccion de fagos mediante su unién a un antigeno de
eleccién. Una de estas técnicas se describe en la publicaciéon PCT n°® W099/10494, que describe el aislamiento de
anticuerpos de alta afinidad y agonistas funcionales para receptores de MPL, y msk, usando dicho abordaje.

Una vez que se han determinado las secuencias nucleotidicas que codifican dichos anticuerpos, los anticuerpos
quiméricos, injertados en CDR, humanizados y completamente humanos también se pueden producir mediante
procedimientos recombinantes. Los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos se introducen en células huésped
y se expresan usando materiales y procedimientos generalmente conocidos en la técnica.

La invencién proporciona uno de una pluralidad de anticuerpos monoclonales completamente humanos contra IL-
1R1 humano. Preferentemente, los anticuerpos se unen al tercer dominio de IL-1 R1. En realizaciones preferidas, la
invencion proporciona secuencias nucleotidicas que codifican, y secuencias de aminoacidos que comprenden,
moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera, en particular secuencias que corresponden a las regiones
variables de las mismas. En realizaciones preferidas, se proporcionan las secuencias correspondientes a las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR), especificamente de CDR1 a CDR3. En realizaciones
adicionales preferidas, la invencién proporciona lineas celulares de hibridoma que expresan dichas moléculas de
inmunoglobulina y anticuerpos monoclonales producidos a partir de ellas, mas preferentemente anticuerpos
monoclonales humanos purificados contra IL-1R1 humano.

La capacidad para clonar y reconstruir loci humano de tamafio de megabases en cromosomas artificiales de
levadura (YAC) y para introducirlos en la linea germinal de ratén proporciona un abordaje ventajoso para deducir los
componentes funcionales de loci muy grandes mapeados, asi como generar modelos utiles de enfermedad humana.
Ademas, la utilizacion de esta tecnologia para sustituir los loci de ratdn con sus equivalentes humanos proporciona
informacion Unica sobre la expresion y regulacion de productos génicos humanos durante el desarrollo, su
comunicacioén con otros sistemas, y su implicacién en la induccién y progresion de la enfermedad.

Una aplicacion practica importante de dicha estrategia es la “humanizacion” del sistema inmunitario humoral de
raton. La introduccion de loci de inmunoglobulina (Ig) humana en ratones donde los genes de Ig endogena se han
inactivado ofrece la oportunidad de estudiar los mecanismos subyacentes a la expresion programada y el
ensamblaje de los anticuerpos, asi como su papel en el desarrollo de células B. Ademas, dicha estrategia
proporciona una fuente para la produccion de anticuerpos monoclonales (MAb) humanos, particularmente para usar
como agentes terapéuticos. Cabe esperar que los anticuerpos completamente humanos minimicen las respuestas
inmunogénicas y alérgicas intrinsecas a Mab de ratéon o derivados de ratén y, de este modo, que incrementen la
eficacia y la seguridad de los anticuerpos administrados en aplicaciones terapéuticas. Los anticuerpos
completamente humanos se pueden usar en el tratamiento de enfermedades humanas crénicas y recurrentes, tales
como osteoartritis, artritis reumatoide y otras afecciones inflamatorias, el tratamiento de las mismas requiere la
administracion repetida de anticuerpos.

Un experto en la técnica puede realizar ingenieria genética de cepas de raton deficientes en la produccion de
anticuerpos de ratén con fragmentos grandes de los loci de Ig humana de modo que dichos ratones producen
anticuerpos humanos en ausencia de anticuerpos de raton. Los fragmentos grandes de Ig humana pueden
conservar la gran diversidad génica variable, asi como la regulacion adecuada de produccion y expresion de
anticuerpos. Explotando la maquinaria del ratén para diversificar y seleccionar anticuerpos y la falta de tolerancia
inmunoldgica a proteinas humanas, el repertorio de anticuerpos humanos reproducidos en estas cepas de raton da
anticuerpos de alta afinidad contra cualquier antigeno de interés, incluidos antigenos humanos. Usando la tecnologia
del hibridoma, se pueden producir y seleccionar Mab humanos especificos de antigeno con la especificidad
deseada.

En ciertas realizaciones, el experto en la técnica puede usar regiones constantes de especies distintas a la humana
junto con la(s) regiéon(es) variable(s) humana(s) en dichos ratones para producir anticuerpos quiméricos. Los
anticuerpos de la invencion se pueden producir inmunizando dichos animales con el IL-1 R1, formas solubles de IL-
1R1, o un fragmento del mismo. Véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente internacional WO
93/12227).

Las CDR de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de los anticuerpos anti-IL-1 R1 de la invencion se
pueden injertar en las regiones estructurales (FR) de la misma, u otra, especie. En ciertas realizaciones, los CDR de
las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de los anticuerpos anti-IL-1 R1 se pueden injertar en FR
humanos consenso. Para crear FR humanas consenso, las FR de varias secuencias de aminoacidos de la cadena
pesada o la cadena ligera humanas se alinean para identificar una secuencia de aminoacidos consenso. Las FR de
la cadena pesada o la cadena ligera den anticuerpo anti-IL-1 R1 se pueden sustituir con las FR de una cadena
pesada o cadena ligera diferente. Los aminoacidos raros en las FR de las cadenas pesada vy ligera del anticuerpo
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anti-IL-1 R1 normalmente no se reemplazan, mientras que el resto de los aminoacidos de FR se pueden sustituir.
Los aminoacidos raros son aminoacidos especificos que estan en posiciones donde normalmente no se encuentran
en las FR. Las regiones variables injertadas de anticuerpos anti-IL-1 R1 de la invencion se pueden usar con una
region constante que es diferente de la region constante del anticuerpo anti-IL-1 R1. Como alternativa, las regiones
variables injertadas son parte de un anticuerpo Fv de una sola cadena. El injerto de CDR se describe, por ejemplo,
en las patentes de EE.UU. N° 6,180,370, 5,693,762, 5,693,761, 5,585,089, y 5,530,101.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona anticuerpos anti-IL1-R1 que comprenden una region CDR1 de la
cadena pesada humana que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 61, SEQ ID NO 62, o SEQ ID NO
63; una region CDR2 de la cadena pesada humana que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 64, SEQ
ID NO 65, o SEQ ID NO 66; y/o una region CDR3 de la cadena pesada humana que tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO 67, SEQ ID NO 68, o SEQ ID NO 69.

En otras realizaciones, la invencion proporciona anticuerpos anti-IL1-R1 que comprenden una region CDR1 de la
cadena ligera humana que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 70 o SEQ ID NO 71; una region
CDR2 de la cadena pesada humana que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 72 o SEQ ID NO 73; y/o
una regién CDR3 de la cadena pesada humana que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 74 o SEQ
ID NO 75.

Los anticuerpos de la invencién se preparan, preferentemente, usando ratones transgénicos que tienen una porcion
sustancial del locus productor del anticuerpo humano insertado en las células productoras de anticuerpos de los
ratones y que, ademas, se someten a ingenieria para que sean deficientes en la produccion de anticuerpos murinos
enddgenos. Dichos ratones son capaces de producir moléculas de inmunoglobulina humana y anticuerpos humanos,
y no producen o producen cantidades sustancialmente reducidas de moléculas de inmunoglobulina y anticuerpos
murinos. Las tecnologias usadas para alcanzar este resultado se divulgan en las patentes, solicitudes y referencias
divulgadas en la especificacion del presente documento. En realizaciones preferidas, el trabajador experto puede
usar procedimientos tales como los divulgados en la publicacién de la solicitud de patente internacional n® WO
98/24893, que se incorpora en el presente documento por referencia para cualquier fin. Véase también Mendez et
al., 1997, Nature Genetics 15:146-156.

Los anticuerpos monoclonales (Mab) de la invencion se pueden producir mediante diversas técnicas, incluida la
metodologia de anticuerpos monoclonales convencionales, por ejemplo la técnica de hibridacion de células
somaticas estandar de Kohler y Milstein, 1975, Nature 256:495. Aunque se prefieren los procedimientos de
hibridacion de células somaticas, en principio se pueden usar otras técnicas para producir anticuerpos
monoclonales, por ejemplo transformacién viral u oncogénica de linfocitos B.

En una realizacion preferida, los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra IL-1 R1 se pueden generar
usando ratones denominados ratones "HuMab”, contienen un minilocus del gen de inmunoglobulina humana que
codifica las secuencias de inmunoglobulina de la cadena pesada (1 y y) y la cadena ligera «, junto con mutaciones
dirigidas que inactivan los loci endégenos de las cadenas p y . Lonberg et al., 1994, Nature 368:856-859. De
acuerdo con esto, los ratones exhiben menor expression de IgM o k y en respuesta a la inmunizacion, los
transgenes de la cadena pesada y ligera humanas sufren desplazamiento de clase y mutacion somatica para
generar anticuerpos monclonales IgG k humana de alta afinidad. Lonberg etal., supra; Lonberg y Huszar, 1995,
Intern. Rev. Immunol. 13:65-93; Harding y Lonberg, 1995, Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546. La preparacion de
ratones HuMab se describe con detalle en Taylor et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20: 6287-6295; Chen et al., 1993,
International Immunology 5:647-656; Tuaillon et al., 1994, J. Immunol. 152:2912-2920; Lonberget al., 1994, Nature
368:856-859; Lonberg, 1994, Handbook of Exp. Pharmacology 113:49-101; Taylor et al.,1994, International
Immunology 6:579-591; Lonberg & Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93; Harding & Lonberg, 1995, Ann.
N.Y. Acad. Sci 764:536-546; Fishwild et al., 1996, Nature Biotechnology 14:845-851, cuyos contenidos se incorporan
en el presente documento por referencia en su totalidad. Véanse también las patentes de EE.UU. numeros
5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650; 5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; y 5,770,429; all
to Lonberg y Kay, asi como la patente de EE.UU. n°® 5,545,807 de Surani etal.; las publicaciones de slicitud de
patente internacional n® WO 93/1227, publicada el 24 de junio de 1993; el documento WO 92/22646, publicado el 23
de diciembre de 1992; y el documento WO 92/03918, publicado el 19 de marzo de1992.

Como alternativa, las cepas de ratones transgénicos HCo7 y HCo12 descritos en los Ejemlos siguientes se pueden
usar para generar anticuerpos anti-IL-1 R1 humanos.

De forma ventajosa, los anticuerpos monoclonales completamente humanos especificos de IL-1 R1 se producen del
siguiente modo. Los ratones transgénicos que contienen genes de inmunoglobulina humana se inmunizan con el
antigeno relacionado con IL-1 R1 de interés. Se obtienen células linfaticas (tales como los linfocitos B) de los ratones
que expresan anticuerpos. Dichas células recuperadas se fusionan con una linea celular de tipo mieloide para
preparar lineas celulares de hibridoma inmortales y dichas lineas celulares de hibridoma se someten a deteccién
selectiva y se seleccionan para identificar las lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos especificos del
antigeno de interés. En ciertas realizaciones, se proporciona la produccién de una linea celular de hibridoma que
produce anticuerpos especificos de IL-1 R1.
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En realizaciones preferidas, los anticuerpos de la invencién son producidos por lineas de hibridoma. En estas
realizaciones, los anticuerpos de la invenciéon se unen al IL-1 R1 con una constante de disociacion (Ky) de entre
aproximadamente 4 pM y 100 pM. En ciertas realizaciones de la invencion, los anticuerpos se unen al IL-1 R1 con
una Ky inferior a aproximadamente 20 pM. En otras realizaciones, los anticuerpos de la invencién se unen al tercer
dominio de IL-1 R1. Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos del tercer dominio de IL1 -R1 humano y de rata
se muestran en la Figura 17.

En realizaciones preferidas, los anticuerpos de la invencion son del isotipo IgG1, IgG2 o IgG4, siendo el isotipo IgG2
mas preferido. En realizaciones preferidas de la invencion, los anticuerpos comprenden una cadena ligera kappa
humana y una cadena pesada de IgG 1, IgG2 o IgG4. En realizaciones concretas, las regiones variables de los
anticuerpos esta ligadas a una region constante distinta a la region constante del isotipo IgG1, IgG2 o IgG4. En
ciertas realizaciones, los anticuerpos de la invencién se han clonado para expresion en células de mamifero.

En ciertas realizaciones, las sustituciones conservadoras de aminoacidos en las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo anti-IL-1 R1 (y las correspondientes modificaciones en los nucledtidos codificadores) produciran
anticuerpos anti-IL-1 R1 que tienen caracteristicas funcionales y quimicas similares a las del anticuerpo anti-IL-1 R1.
En contraste con esto se pueden realizar modificaciones sustanciales en las caracteristicas funcionales y/o quimicas
del anticuerpo anti-IL-1 R1 seleccionando sustituciones en la secuencia de aminoacidos de las cadenas pesada y
ligera que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento (a) de la estructura del armazén molecular
en el area de la sustitucion, por ejemplo como una conformacién en lamina o en hélice, (b) de la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana o (c) del grueso de la cadena lateral.

Por ejemplo, una “sustitucion de aminoacido conservadora” puede implicar una sustitucion de un residuo de
aminoacido nativo con un residuo no nativo, de modo que haya poco o ningun efecto sobre la polaridad o la carga
del residuo de aminoacido en dicha posicion. Ademas, cualquier residuo nativo en el polipéptido se puede sustituir
también con alanina, como se ha descrito anteriormente para "mutagénesis que abarca alanina" (Wells, 1991,
Methods Enzymol. 202:390 (ed. J.J. Langone), Academic Press, London).

Los expertos en la técnica pueden determinar sustituciones de aminoacidos deseadas (conservadoras o no
conservadoras) en el momento donde se deseen dichas sustituciones. En ciertas realizaciones, las sustituciones de
aminoacidos se pueden usar para identificar residuos importantes de anticuerpos anti-IL-1 R1 o incrementar o
disminuir la afinidad de los anticuerpos anti-IL-1 R1 descritos en el presente documento.

En realizaciones alternativas, los anticuerpos de la invencién se pueden expresar en lineas celulares distintas a las
lineas celulares de hibridoma. En estas realizaciones, se pueden usar las secuencias que codifican anticuerpos
concretos para la transformacién de una célula huésped de mamifero adecuada. De acuerdo con estas
realizaciones, la transformacion se puede conseguir usando cualquier procedimiento conocido para introducir
polinucledtidos en una célula huésped, incluidos, por ejemplo, envasado del polinucledtido en un virus (o en un
vector viral) y transduccion hado una célula huésped con el virus (o vector) o mediante procedimientos de
transfeccion conocidos en la técnica. Dichos procedimientos se ejemplifican en las patentes de EE.UU. n° 4,399,216,
4,912,040, 4,740,461, y 4,959,455.

En general, el procedimiento de transformacion usado puede depender del huésped que se va a transformar. En la
técnica se conocen bien procedimientos para la introduccion de polinucleétidos heterélogos en células de mamifero
e incluyen, entre otros, transfeccion mediada por dextrano, precipitacion en fosfato calcico, transfeccion mediada por
polibreno, fusion de protoplastos, electroporacion, encapsulacion del(los) polinucledtido(s) en liposomas y
microinyeccion directa del ADN en los nucleos.

De acuerdo con ciertas realizaciones de los procedimientos de la invencién, una molécula de acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos de una region constante de la cadena pesada, una region variable de la
cadena pesada, una region constante de la cadena ligera o una region variable de la cadena ligera de un anticuerpo
anti-IL-1R1 de la invencion se inserta en un vector de expresion adecuado usando técnicas de unién estandar. En
una realizacion preferida, la region constante de la cadena pesada o ligera de IL-1R1 se une al extremo C de la
region variable adecuada y se liga en un vector de expresion. Normalmente, el vector se selecciona de modo que
sea funcional en la célula huésped concreta empleada (es decir, el vector es compatible con la maquinaria de la
célula huésped de un modo tal que se puede producir la amplificacion del gen y/o la expresiéon del gen). Para una
revision de los vectores de expression, véase, Goeddel (ed.), 1990, Meth. Enzymol. Vol. 185, Academic Press. N.Y.

Normalmente, los vectores de expresion usados en cualquiera de las células huésped contendran secuencias para
mantenimiento de plasmidos y para clonacion y expresion de secuencias nucleotidicas exogenas. Dichas
secuencias, en conjunto denominadas “secuencias flanqueantes”, en ciertas realizaciones, normalmente incluiran
una o mas de las siguientes secuencias de nucledtidos: un promotor, una o mas secuencias potenciadoras, un
origen de replicacion, una secuencia de terminacion de la transcripcion, una secuencia de intrén completa que
contiene un sitio de corte y empalme donante y aceptora, una secuencia que codifica una secuencia lider para la
secrecion de polipéptidos, un sitio de unién a ribosoma, una secuencia de poliadenilacion, una regién poliligadora
para insertar el acido nucleico que codifica el polipéptido que se va a expresar y un elemento marcador
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seleccionable. Cada una de estas secuencias se trata mas adelante.

Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia que codifica una “marca”, es decir una molécula de
oligonucledtido localizada en el extremo 5' o 3’ de la secuencia que codifica el polipéptido IL-1R1; la secuencia de
oligonucledtido codifica poliHis (tal como hexaHis) u otra “marca”, tal como FLAG, HA (virus de la hemaglutinina
influenza) o myc para los que existen anticuerpos comercialmente disponibles. Esta marca normalmente de
condensa con el polipéptido tras la expresion del polipéptido y puede servir como medio para purificacion por
afinidad o deteccion del anticuerpo de IL-1 R1 de la célula huésped. La purificacion por afinidad se puede conseguir
mediante, por ejemplo, cromatografia en columna usando anticuerpos contra la marca como matriz de afinidad.
Opcionalmente, la marca puede eliminarse después del polipéptido IL-1 R1 purificado por varios medios, tal como
usando ciertas peptidasas para escision.

Las secuencias flanqueantes pueden ser homdlogas (es decir, de la misma especie y/o cepa que la célula huésped),
heterdlogas (es decir, de una especie distinta a la especie o cepa de la célula huésped, hibridas (es decir, una
combinacion de secuencias flanqueantes de mas de una fuente), sintéticas o nativas. Como tal, la fuente de una
secuencia flanqueante puede ser cualquier organismo procariota o eucariota, cualquier organismo vertebrado o
invertebrado, o cualquier planta, siempre que la secuencia flanqueante sea funcional en la maquinaria de la célula
huésped y pueda ser activada por éste.

Las secuencias flanqueantes Utiles e los vectores de la presente invencion se pueden obtener mediante varios
procedimientos bien conocidos en la técnica. Normalmente, las secuencias flanqueantes utiles en la presente
invencion se han identificado previamente mediante mapeo y/o mediante digestion con endonucleasas de restriccion
y, por tanto, se pueden aislar de la fuente de tejido adecuada usando las endonucleasas de restriccion adecuadas.
En algunos casos, se puede conocer la secuencia de nucledtidos completa de una secuencia flanqueante. Aqui, la
secuencia flanqueante se puede sintetizar usando los procedimientos descritos en el presente documento para
sintesis de acido nucleico o clonacion.

Cuando se conoce toda, o sola una porcién, de la secuencia flanqueante, se puede obtener usando reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y/o mediante deteccion selectiva de una biblioteca gendmica con una sonda
adecuada tal como un oligonucleétido y/o fragmento de secuencia flanqueante de la misma u otra especie. Cuando
no se conoce la secuencia flanqueante, se puede aislar un fragmento de ADN que contiene una secuencia
flanqueante de una pieza de ADN mas grande que puede contener, por ejemplo, una secuencia de codificacién o
incluso otro gen o genes. El aislamiento se puede conseguir mediante digestion con endonucleasas de restriccion
para producir el fragmento de ADN adecuado, seguido de aislamiento usando purificacion en gel de agarosa,
cromatografia en columna Qiagen® (Chatsworth, CA) u otros procedimientos conocidos para el experto en la
técnica. La seleccion de enzimas adecuadas para conseguir este fin sera evidente para los expertos en la técnica.

Normalmente, un origen de replicacion es parte de los vectores de expresion procariotas adquiridos comercialmente
y el origen ayuda en la amplificacion del vector en la célula huésped. Si el vector de eleccion no contiene un origen
de replicacion, se puede sintetizar quimicamente uno en base a una secuencia conocida y se puede ligar en el
vector. Por ejemplo, el origen de replicacion del plasmido pBR322 (New England Biolabs, Beverly, MA) es adecuado
para la mayoria de las bacterias gramnegativas y varios origenes virales (p. ej., SV40, polioma, adenovirus, virus de
la estomatitis vesicular (VSV) o virus del papiloma, tal como HPV o BPV) son utiles para los vectores de clonacion en
células de mamifero. En general, el componente origen de replicacion no es necesario para los vectores de
expresion en mamifero (por ejemplo, el origen de SV40 a menudo se usa Unicamente porque también contiene el
promotor temprano del virus).

Normalmente, una secuencia de terminacion de la transcripcion se localiza en 3’ hasta el final de una regiéon de
codificacién del polipéptido y sirve para terminar la transcripcion. Habitualmente, una secuencia de terminacién de
la transcripcion en células procariotas es un fragmento rico en G-C, seguido de una secuencia de poli-T.
Aunque la secuencia se clona facilmente a partir de una biblioteca, o incluso adquirirse comercialmente como parte
de un vector, también se puede sintetizar facilmente usando procedimientos para la sintesis de acidos nucleicos,
tales como las descritas en el presente documento.

Un gen marcador seleccionable codifica una proteina necesaria para la supervivencia y crecimiento de una célula
huésped cultivada en un medio de cultivo selectivo. Los genes marcadores de seleccion tipicos codifican proteinas
que (a) confieren resistencia a antibidticos u otras toxinas, por ejemplo ampicilina, tetraciclina o kanamicina para las
células huésped procariotas, (b) complementan deficiencias autétrofas de la célula o (c) suministran nutrientes
cruciales no disponibles en el medio complejo o el definido. Marcadores seleccionables preferidos son el gen de
resistencia a kanamicina, el gen de resistencia a ampicilina y el gen de resistencia a tetraciclina. También se puede
usar un gen de resistencia a neomicina para la seleccién en células huésped procariotas y eucariotas.

Otros genes seleccionables se pueden usar para amplificar el gen que se va a expresar. La amplificaciéon es el
proceso en el cual los genes que tienen mayor demanda para la produccion de una proteina crucial para el
crecimiento o la supervivencia celular se repiten, en general en tandem, con los cromosomas de generaciones
sucesivas de células recombinantes. Ejemplos de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero
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incluyen la dihidrofolato reductasa (DHFR) y la timidina quinasa sin promotor. Los transformantes celulares de
mamifero se colocan bajo presion de seleccion, de modo que solo los transformantes son adaptados para sobrevivir
en virtud del gen seleccionable presente en el vector. La presion de seleccién se impone cultivando las células
transformadas en condiciones donde la concentracion del agente de seleccion en el medio aumenta sucesivamente,
de modo que lleva a la amplificacion del gen seleccionable y del ADN que codifica otro gen, tal como el polipéptido
IL-1R1 que comprende el vector. Como resultado se sintetizan mayores cantidades de un polipéptido, tal como el
polipéptido IL-1R1 a partir del ADN amplificado.

Normalmente se necesita un sitio de union al ribosoma para el inicio de la traduccion del ARNm y se caracteriza por
una secuencia de Shine- Dalgarno (procariotas) o una secuencia de Kozak (eucariotas). Normalmente el elemento
se localiza en 3' del promotor y en 5' de la secuencia de codificacion del polipéptido que se va a expresar.

En algunos casos, tal como cuando se desea glicosilacion en un sistema de expresion de células huésped
eucaridticas, se pueden manipular varias pre o prosecuencias para mejorar la glicosilacion o el rendimiento. Por
ejemplo, se puede alterar el sitio de escision de la peptidasa de un péptido sefial concreto o afiadir prosecuencias,
que también pueden afectar a la glicosilacion. El producto proteico final puede tener, en la posicion -1 (respecto al
primer aminoacido de la proteina madura) uno o mas aminoacidos adicionales que inciden sobre la expresion, que
pueden no haberse eliminado del todo. Por ejemplo, el producto proteico final puede tener uno o dos residuos de
aminoacidos encontrados en el sitio de escision de la peptidasa unidos al extremo amino. Como alternativa, el uso
de algunos sitios de escision enzimatica puede dar lugar a una forma ligeramente truncada del polipéptido deseado,
si la enzima corta en dicha area dentro del polipéptido maduro.

La expresion y los vectores de clonacion de la invenciéon contendran normalmente un promotor reconocido por el
organismo huésped y operablemente unido a la molécula que codifica el anticuerpo anti-IL-1 R1. Los promotores son
secuencias no traducidas localizada cadena arriba (es decir, en 5’) del codén de inicio de un gen estructural
(generalmente en el intervalo de aproximadamente 100 a 1000 pb) que controla la transcripcion del gen estructural.
Los promotores se pueden agrupar convenientemente en una de dos clases: Los promotores pueden ser
constitutivos o inducibles. Un promotor inducible inicia niveles aumentados de transcripcion de ADN bajo su control
en respuesta a algun cambio en las condiciones de cultivo, tal como la presencia o ausencia de un nutriente o un
cambio en la temperatura. Por el contrario, los promotores constitutivos inician la produccién continua del producto
génico; es decir, hay poco o ningun control sobre la expresion génica. Se conoce bien un gran numero de
promotores, reconocidos por una diversidad de células huésped potenciales. Un promotor adecuado esta unido
operativamente al ADN que codifica la cadena pesada o la cadena ligera que comprende un anticuerpo anti- IL-1 R1
de la invencion eliminando el promotor del ADN fuente por digestion con enzimas de restriccion e insertando la
secuencia promotora deseada en el vector.

Los promotores adecuados para el uso con levaduras huésped también son bien conocidos en la técnica. Los
potenciadores de levaduras se usan de forma ventajosa con promotores de levadura. Los promotores adecuados
para usar con células huésped de mamifero son bien conocidos e incluyen, entre otros, los obtenidos de los
genomas de virus tales como el virus de | polioma, el virus de la viruela, adenovirus (tal como Adenovirus 2),
papilomavirus bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, retrovirus, virus de la hepatitis-B y, mas
preferentemente, el virus 40 de simio (SV40). Otros promotores de mamifero adecuados incluyen promotores de
mamifero heterdlogos, por ejemplo, promotores del shock térmico y el promotor de actina.

Promotores adicionales que pueden ser de interés incluyen, entre otros: La regiéon promotora temprana del SV40
(Bernoist y Chambon, 1981, Nature 290:304-10); el promotor del CMV; el promotor contenido en la repeticion larga
en el extremo 3' del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al., 1980, Cell 22:787-97); el promotor de la timidina
quinasa del herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad Sci USA 78:1444-45); las secuencias reguladoras del gen
de la metalotionina (Brinster et al., 1982, Nature 296:39-42); vectores de expresion procariota, tal como el promotor
de la beta-lactamasa (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:3727-31); o el promotor tac (DeBoer
et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:21-25). También de interés son las siguientes regiones de control de la
transcripcion, que exhiben especificidad de tejido y que se han usado en animales transgénicos. La region de control
del gen | de la elastasa que es activo en células acinares pancreaticas ((Swift et al., 1984, Cell 38:639-46; Ornitz et
al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986); MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-515); la
region de control del gen de la insulina que esta activo en las células beta pancreaticas (Hanahan, 1985, Nature
315:115-22); la region de control del gen de la inmunoglobulina que esta activa en las células linfoides (Grosschedl
et al., 1984, Cell 38:647-58; Adames et al., 1985, Nature 318:533-38; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-
44); la region de control del virus del tumor de mama de ratén que esta activa en las células testiculares, de mama,
linfoides y mastocitos (Leder et al., 1986, Cell 45:485-95); la region de control del gen de la albumina que esta activa
en el higado (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel 1:268-76); la regidon de control del gen de la alfa-feto-proteina
que esta activa en el higado (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:1639-48; Hammer et al., 1987, Science 235:53-
58); la region de control del gen de la alfa-1-antitripsina que esta activa en el higado (Kelsey et al., 1987, Genes and
Devel. 1:161-71); la region de control del gen de la beta-globina que esta activa en las células mieloides (Mogram et
al., 1985, Nature 315:338-40; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94); la region de control del gen de la proteina basica de
la mielina que esta activa en las células oligodendrocitos del cerebro (Readhead et al., 1987, Cell 48:703-12); la
region de control del gen de la cadena ligera 2 de la miosina que esta activa en el musculo esquelético (Sani, 1985,
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Nature 314:283-86); y la regidn de control del gen de la hormona liberadora de la gonadotropina que esta activa en
el hipotalamo (Mason et al., 1986, Science 234:1372-78).

Una secuencia potenciadora se puede insertar en el vector para incrementar la transcripcién del ADN que codifica la
cadena ligera o la cadena pesada, que comprende un anticuerpo anti-IL-1 R1 de la invencion por los eucariotas
superiores. Los potenciadores son elementos de ADN que actian en cis, normalmente de una longitud de
aproximadamente 10-300 pb, que actuan sobre el promotor para aumentar la trascripcion. Los potenciadores son
relativamente independientes de la orientacién y la posicion. Se han encontrado en 5 y 3’ de la unidad de
transcripcion. Se conocen varias secuencias potenciadoras de genes de mamifero (p. ej., de globina, elastasa,
albumina, alfa-fetoproteina e insulina). No obstante, normalmente se usa un potenciador es un virus, El potenciador
de SV40, el potenciador de promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma y potenciadores de
adenovirus son elementos potenciadores ilustrativos para la activacion de promotores eucariotas. Aunque un
potenciador se puede empalmar en un vector en una posicién 5’ 6 3’ de una molécula de acido nucleico, se localiza
tipicamente en un sitio 5’ del promotor.

Los vectores de expresion de la invencion pueden construirse a partir de un vector de partida, tal como un vector
disponible comercialmente. Dichos vectores pueden o no contener todas las secuencias flanqueantes deseadas.
Cuando en el vector ya no esta presente una o mas de las secuencias flanqueantes descritas en el presente
documento, pueden obtenerse individualmente y ligarse en el vector. Los procedimientos para obtener cada una de
las secuencias flanqueantes son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Una vez que se ha construido el vector y que se ha insertado una molécula de acido nucleico que codifica la cadena
ligera o la cadena pesada o cadena ligera y cadena pesada que comprenden un anticuerpo anti-IL-1 R1 en el sitio
adecuado del vector, el vector completo se puede insertar en una célula huésped adecuada para amplificacion y/o
expresion polipeptidica. La transformacion de un vector de expresién para un anticuerpo anti-IL-1 R1 en una célula
huésped seleccionada se puede conseguir mediante procedimientos bien conocidos, incluidos transfeccion,
infeccion, coprecipitacion en fosfato calcico, electroporacion, microinyeccion, lipofeccion, transfeccion mediada por
dextrano-DEAE u otras técnicas conocidas. El procedimiento seleccionado sera parte de una funcion del tipo de
célula huésped que se va a usar. Los expertos en la técnica conocen bien estos procedimientos y otros
procedimientos adecuados y, son como se indica en, por ejemplo, Sambrook et al., supra.

La célula huésped, cuando se cultiva en las condiciones adecuadas, sintetiza un anticuerpo anti-IL-1 R1 que,
después, se puede recoger del medio de cultivo (si la célula huésped lo secreta al medio) o directamente desde la
célula huésped que lo produce (si no se secreta). La seleccion de una célula huésped adecuada dependera de
varios factores, tales como niveles de expresion deseados, modificaciones polipeptidicas que son deseables o
necesarias para la actividad (tales como glicosilacion o fosforilacion) y la facilidad de plegamiento en una molécula
bioldgicamente activa.

En la técnica se conocen numerosas lineas celulares de mamifero como huéspedes para expresion e incluyen, entre
otras, muchas lineas de células inmortalizadas disponibles en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), tales
como, entre otras, células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células de rifion de cria de hamster
(BHK), células de rifion de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (p. €j., Hep G2), ademas de
otras. En ciertas realizaciones se pueden seleccionar lineas celulares determinando qué lineas celulares tienen
niveles de expresion elevados y producir anticuerpos con propiedades de union de IL-1 R1 constitutivas. En otra
realizacion se puede seleccionar una linea celular del linaje de las células B que no fabrica sus propios anticuerpos
pero que tiene capacidad para fabricar y secretar un anticuerpo heterélogo (p. €j., lineas de células de mieloma de
raton NSO y SP2/0).

Los anticuerpos de la invencion son utiles para detectar IL-1 R1 en muestras bioldgicas y la identificacion de células
o tejidos que producen la proteina IL-1 R1. Dichos anticuerpos que se unen a IL-1 R1 y bloquean la interaccion con
otros compuestos de unién tienen uso terapéutico en la modulacién de las enfermedades mediadas por la IL-1. En
realizaciones preferidas, los anticuerpos frente a IL-1R1 pueden bloquear la unién de IL-1 R1 a IL-1|3 o IL-1 a, que
puede tener como resultado la alteracion de la cascada de la transduccién de seial de la IL-1.

Los anticuerpos de la invencién que se unen especificamente a IL-1 R1 pueden ser Utiles en el tratamiento de
enfermedades mediadas por la IL-1, como se trata mas adelante. Dichos anticuerpos se pueden usar en los ensayos
de unioén para detectar la union de IL-1 R1 y su capacidad para inhibir la formacién del IL-1 R1 de un complejo con
IL-1|3 y la proteina accesorio de IL-1 R (IL-1 RAcP) o con IL-1 a y IL-1 RacP.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona procedimientos para tratar trastornos médicos asociados con
reacciones inflamatorias mediadas por la IL-1 o reacciones inmunorreguladoras mediadas por la IL-1. Los
procedimientos de la invencion incluyen administrar un anticuerpo anti-IL1 R1 de la invencién a un individuo que esté
afectado con una enfermedad inflamatoria o inmunorreguladora que estd mediada por la IL-1. Como se usa en el
presente documento, los términos “enfermedad”, “malestar”, “afecciéon médica” o “afeccion anormal” se usan de
forma intercambiable con el término “trastorno médico”.
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En una realizacién concreta, los procedimientos de la invencién implican administrar a un paciente un anticuerpo
anti-IL1 R1 de la invencion, de modo que se previene la unién de la IL-1 a su receptor de superficie celular (IL-1 R1).

Para tratar un trastorno médico caracterizado por la expresiéon anormal o en exceso de IL-2 o sefializacién anormal o
en exceso de IL-1, una molécula que comprende un anticuerpo del IL-1R de tipo 1 de la presente invencién se
administra al paciente en una cantidad y durante un tiempo suficiente para inducir una mejora sostenida en al menos
un indicador que refleja la gravedad del trastorno. Una mejora se considera “sostenida” si el paciente exhibe la
mejora al menos dos veces separadas por de una a cuatro semanas. El grado de mejora se determina en base a los
signos o sintomas y también se pueden emplear cuestionarios que se administran al paciente, tales como
cuestionarios de la calidad de vida.

Se pueden evaluar varios indicadores que reflejan la extension de la enfermedad del paciente para determinar si la
cantidad y el tiempo de tratamiento son suficientes. El valor basal para el indicador o indicadores escogidos se
establece mediante examen del paciente antes de la administracion de la primera dosis del anticuerpo.
Preferentemente, el examen basal se realiza en aproximadamente 60 dias de administracién de la primera dosis. Si
el anticuerpo IL-1 R se estda administrando para tratar los sintomas agudos, tales como, por ejemplo, para tratar
lesiones traumaticas (lesion traumatica de la rodilla, ictus, lesion en la cabeza etc.), la primera dosis se administra lo
antes posible después de que se produzca la lesion o el acontecimiento.

La mejora se induce administrando repetidamente una dosis del anticuerpo hasta que el paciente manifieste una
mejora sobre la situacidon basal para el indicador o indicadores escogidos. Al tratar las afecciones cronicas, este
grado de mejora se obtiene administrando repetidamente este medicamento durante un periodo de al menos un mes
0 mas, por ejemplo durante uno, dos o tres meses o mas, o indefinidamente. Un periodo de uno a seis meses, o
incluso una sola dosis, a menudo es suficiente para tratar las afecciones agudas.

Aunque la extension de la enfermedad del paciente tras el tratamiento puede parecer que ha mejorado de acuerdo
con una o mas indicadores, el tratamiento puede continuar indefinidamente al mismo nivel o a una dosis o frecuencia
reducida. Una vez que se ha reducido o interrumpido el tratamiento, mas adelante se puede retomar al nivel original
si los sintomas reaparecen.

Cualquier via de administracion eficaz se puede usar para administrar terapéuticamente el anticuerpo. El anticuerpo
se puede inyectar via intraarticular, intravenosa, intramuscular, intralesional, intraperitoneal, intracraneal, inhalatoria
o subcutanea, mediante inyeccion en bolo o mediante infusion continua. Por ejemplo, las enfermedades pulmonares
pueden implicar procedimientos intranasales e inhalatorios. Otros medios adecuados de administracion incluyen la
liberacion sostenida de implantes, inhalacion por aerosol, gotas oculares, preparaciones orales, incluidas pildoras,
jarabes, pastillas o masticables, y preparaciones tépicas tales como lociones, geles, pulverizadores, pomadas u
otras técnicas adecuadas. La administracion mediante inhalacién es particularmente beneficiosa cuando se tratan
enfermedades asociadas con trastornos pulmonares.

En una realizacién de la invencion se puede administrar un anticuerpo anti-IL-1 R1 de la invencién una vez al mes.
En otra realizacion, el anticuerpo se administra una vez cada dos semanas o una vez a la semana para tratar los
diversos trastornos meédicos divulgados en el presente documento. En otra realizacion mas, el anticuerpo se
administra al menos dos veces a la semana y en otra realizacion se administra al menos una vez al dia. Un paciente
adulto es una persona que tiene 18 o mas afos de edad. Si se inyecta, la cantidad eficaz por dosis de adulto varia
de 1 -200 mg/m?, o de 1 -40 mg/m? o de aproximadamente 5-25 mg/m> Como alternativa se puede administrar una
dosis unica cuya cantidad puede variar de 2-400 mg/dosis, 2-100 mg/dosis o de aproximadamente 10-80 mg/dosis.
Si la dosis se va a administrar mas de una vez a la semana, una dosis de ejemplo esta en el mismo intervalo que los
intervalos de dosis descritos anteriormente o menor. En una realizacién de la invencién, las diversas indicaciones
que se describen mas adelante se tratan administrando una preparacion aceptable para inyeccién que contiene el
receptor de IL-1 a 80-100 mg/dosis o, como alternativa, que contiene 80 mg por dosis. La dosis se administra
repetidamente. Si se usa una via de administracion distinta a la inyeccion, la dosis se ajusta adecuadamente de
acuerdo con las practicas médicas estandar. Por ejemplo, si la via de administracion es inhalacion, la dosis puede
ser de una a siete veces a la semana a intervalos de dosis de 10 mg/dosis a 50 mg por dosis.

En realizaciones preferidas, la invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de una o una pluralidad de los anticuerpos de la invencion junto con un diluyente,
vehiculo, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable. Preferentemente,
los materiales aceptables para formulacién son no téxicos para los receptores a las dosis y concentraciones
empleados. En realizaciones preferidas, se proporcionan las composiciones farmacéuticas que comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de anticuerpos anti-IL-1 R1.

En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica puede contener materiales de formulaciéon para modificar,
mantener o conservar. por ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la transparencia, el color, la isotonicidad, el
olor, la esterilidad, la estabilidad, la velocidad de disolucién o liberacién, la adsorcion o penetracion de la
composicion. En dichas realizaciones, los materiales de formulacion adecuados incluyen, entre otros, aminoacidos
(tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina); agentes antimicrobianos; antioxidantes (tales como
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acido ascorbico, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de sodio); tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI,
citratos, fosfatos, otros acidos organicos); agentes de carga (tales como manitol o glicina), agentes quelantes (tales
como acido etilendiaminotetraacético (EDTA)); agentes de formacién de complejos (tales como cafeina,
polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina); cargas; monosacaridos; disacaridos y otros
hidratos de carbono (tales como glucosa, manosa o dextrinas); proteinas (tales como albimina sérica, gelatina o
inmunoglobulinas); agentes colorantes; agentes aromatizantes y de dilucidon; agentes emulsionantes; polimeros
hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona); polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones de formacion de sal (tal
como sodio); conservantes (tales como cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol
fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido soérbico o peréxido de hidrégeno); disolventes (tales
como glicerina, propilenglicol o polietilenglicol); alcoholes de azucar (tales como manitol o sorbitol); agentes de
suspension; tensioactivos o agentes humectantes (tales como pluronics, PEG, ésteres de sorbitano, polisorbatos
tales como polisorbato 20, polisorbato 80, tritdn, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes potenciadores
de la estabilidad (sacarosa o sorbitol); agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metal alcalino
(preferentemente cloruro de sodio o potasio, manitol sorbitol); vehiculos de administracion; diluyentes; excipientes
y/o adyuvantes farmacéuticos. Véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, (A.R Gennaro, ed.), 1990,
Mack Publishing Company.

En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica éptima la determinara un experto en la técnica dependiendo
de, por ejemplo, la via de administracion pretendida, el formato de liberacion y la dosificacion deseada. Véase por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, ant. En ciertas realizaciones, dichas composiciones pueden influir
sobre el estado fisico, la estabilidad, la velocidad de la liberacion in vivo y la velocidad del aclaramiento in vivo de los
anticuerpos de la invencion.

En ciertas realizaciones, el vehiculo o portador primario en una composicién farmacéutica puede ser de naturaleza
acuosa o no acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador adecuado puede ser agua para inyeccion, solucion salina
fisiolégica o liquido cefalorraquideo artificial, posiblemente complementado con otros materiales habituales en
composiciones para la administracion parenteral. Otros ejemplos de vehiculos son solucién salina tamponada neutra
o solucién salina mezclada con albumina sérica. En realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas
comprenden tampdn Tris de aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampdn acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que
puede incluir ademas sorbitol o un sustituto adecuado del mismo. En ciertas realizaciones de la invencion, pueden
prepararse composiciones de anticuerpos anti-IL-1R1 para almacenamiento mezclando la composicién seleccionada
que tiene el grado de pureza deseado con agentes de formulacion opcionales (Remington's Pharmaceutical
Sciences, ant) en forma de una torta liofilizada o una solucion acuosa. Ademas, en ciertas realizaciones, el producto
anticuerpo anti-IL-1 R1 puede formularse como liofilizado usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden seleccionarse para administracion parenteral. Las
composiciones pueden seleccionarse para inhalacion o liberacién a través del tracto digestivo, tal como por via oral.
La preparacion de tales composiciones farmacéuticamente aceptables esta dentro de los conocimientos de la
técnica.

Los componentes de formulacién estan presentes, preferentemente, en concentraciones que son aceptables para el
sitio de administracion. En ciertas realizaciones se usan tampones para mantener la composicion a pH fisiolégico o a
pH ligeramente inferior, normalmente dentro de un intervalo de pH de desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 8.

Cuando se considera la administracion parenteral, las composiciones terapéuticas para su uso en la presente
invencion pueden proporcionarse en forma de una solucidon acuosa, parenteralmente aceptable, libre de pirégenos,
que comprende el anticuerpo anti-IL-1 R1 deseado en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo
particularmente adecuado para inyeccion parenteral es agua destilada estéril donde el anticuerpo anti-IL-1 R1 se
formula como una solucién isoténica, estéril, conservada de manera apropiada. En ciertas realizaciones, otra
preparacion mas puede implicar la formulacion de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas
inyectables, particulas bioerosionables, compuestos poliméricos (tal como acido polilactico), acido poliglicélico)),
perlas o liposomas, que puede proporcionar la liberacién controlada o sostenida del producto que, por tanto, puede
administrarse por medio de una inyeccion de liberacion lenta. En ciertas realizaciones, también puede usarse acido
hialurénico y esto puede tener el efecto de estimular la duracion sostenida en la circulacion. En ciertas realizaciones,
se pueden usar dispositivos implantables de liberacién de farmaco para introducir la molécula de anticuerpo
deseada.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden formularse para inhalaciéon. En estas realizaciones, los
anticuerpos anti-IL.- 1R1 se formulan en forma de polvo seco para inhalacién. En realizaciones preferidas pueden
formularse soluciones para inhalacion de anticuerpo anti-IL-1 R1 con un agente propelente para la liberacion de
aerosol En ciertas realizaciones, pueden nebulizarse soluciones. Se describe ademas la administracion pulmonar y
los procedimientos de formulacion se describen ademas en la publicacion de patente internacional n W094/20069,
que describe la liberacién de proteinas quimicamente modificadas.
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También se contempla que ciertas formulaciones pueden administrarse por via oral. Se pueden formular anticuerpos
Anti-IL-1 R1 que se administran de este modo con o sin los vehiculos usados normalmente en la composicién de
formas de dosificacion sdlida, tales como comprimidos y capsulas. En ciertas realizaciones, una capsula para liberar
la parte activa de la formulacion en el punto del tracto gastrointestinal donde se maximiza la biodisponibilidad y se
minimiza la degradacion presistémica. Pueden incluirse agentes adicionales para facilitar la absorcion del anticuerpo
anti-IL-1 R1. También pueden emplearse diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusion, aceites
vegetales, lubricantes, agentes de suspension, agentes de disgregacion de comprimidos y aglutinantes.

Una composicién farmacéutica de la invencién se proporciona, preferentemente, para comprender una cantidad
eficaz de uno de una pluralidad de anticuerpos anti-IL-1 R1 en una mezcla con excipientes no téxicos que son
adecuados para la fabricacién de comprimidos. Mediante la disolucion de los comprimidos en agua estéril, u otro
vehiculo apropiado, pueden prepararse disoluciones en forma de dosis unitaria. Los excipientes adecuados incluyen,
entre otros, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa o fosfato
de calcio; o agentes aglutinantes, tales como almidon, gelatina o goma arabiga; o agentes lubricantes tales como
estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales seran evidentes para los expertos en la técnica, incluyendo
formulaciones que implican moléculas de anticuerpos anti-IL-1 R1 en formulaciones de liberaciéon sostenida o
controlada. Los expertos en la técnica conocen también técnicas para formular una variedad de otros medios de
liberacién sostenida o controlada, tales como vehiculos de liposoma, microparticulas bioerosionables o perlas
porosas e inyecciones de liberacién lenta. Véase por ejemplo, la publicaciéon de patente internacional n°
WQ093/15722,

que describe la liberacién controlada de microparticulas poliméricas porosas para la liberacién de composiciones
farmacéuticas. Preparaciones de liberacion sostenida pueden incluir matrices de polimero semipermeables en forma
de articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Las matrices de liberacién sostenida pueden incluir
poliésteres, hidrogeles, polilactidos (como se divulga en la patente de EE.UU. 3,773,919 y la publicacion de solicitud
de patente europea n° EP 058481), copolimeros de acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato [Sidman y col,
Biopolymers, 22:547-556 (1983)], poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) [Langer y col, J. Biomed. Mater. Res., 15:167-
277, y Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105), etilenvinilacetato (Langer et al., supra) o acido poli-D(-)-3-
hidroxibutirico (publicacion de solicitud de patente europea N° EP 133,988). Las composiciones de liberacion
sostenida también incluyen liposomas, que pueden prepararse mediante cualquiera de varios procedimientos
conocidos en la técnica. Véase por ejemplo, Eppstein y 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688-3692; publicacion
de solicitud de patente europea n® EP 036,676; EP 088,046 y EP 143,949.

Las composiciones farmacéuticas usadas para administracién in vivo normalmente se proporcionan como
preparaciones estériles. La esterilizacion puede realizarse mediante filtraciéon a través de membranas de filtracion
estériles. Cuando la composicién esta liofilizada, la esterilizacién usando este procedimiento puede realizarse o bien
antes de o bien tras la liofilizacién y reconstitucion. Las composiciones para la administracion parenteral pueden
conservarse en forma liofilizada o en solucién. Las composiciones parenterales se colocan generalmente en un
recipiente que tiene un orificio de acceso estéril, por ejemplo, un vial o bolsa de disolucidn intravenosa que tiene un
tapon perforable mediante una aguja de inyeccion hipodérmica.

Una vez que se ha formulado la composicién farmacéutica, puede almacenarse en viales estériles como solucion,
suspension, gel, emulsién, sélido o un polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones pueden almacenarse o
bien en forma lista para su uso o bien en forma (por ejemplo, liofilizada) que requiere la reconstitucion antes de la
administracion.

La invencién también proporciona kit para producir una unidad de administracion de una sola dosis. Los kits de la
invencion pueden contener cada uno tanto un primer recipiente que tiene una proteina secada como un segundo
recipiente que tiene una formulacién acuosa. En ciertas realizaciones de la presente invencion se proporcionan kits
pueden contener jeringas precargadas de una Unica camara o multiples camaras (por ejemplo, jeringas de liquidos y
liojeringas).

Una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que contiene anticuerpo anti-IL-1 R1 que va a emplearse
terapéuticamente dependera, por ejemplo, de los objetivos y contexto terapéuticos. Un experto en la técnica
apreciara que los niveles de dosificacion apropiados para el tratamiento variaran, por tanto, dependiendo , en parte,
de la molécula liberada, la indicacién para la que esta usandose el anticuerpo anti-IL-1 R1, la via de administracién
y el tamafio (peso corporal, superficie corporal o tamafio del 6rgano) y estado (la edad y salud general) del paciente.
En ciertas realizaciones, el médico puede valorar la dosificacion y modificar la via de administracion para obtener el
efecto terapéutico Optimo. Una dosis diaria tipica podria variar de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente100 mg/kg o mas, en funcién de los factores mencionados anteriormente. En realizaciones
preferidas, la dosificacion puede variar desde 0,1 mg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; mas preferentemente
de 1 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg; o incluso mas preferentemente de 5 mg/kg a aproximadamente 100
mg/kg.
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La frecuencia de la dosificacién dependera de los parametros farmacocinéticos del anticuerpo anti-IL-1 R1 concreto
en la formulacién usada. Normalmente, un médico administra la composicién hasta que se alcanza una dosificacion
que logra el efecto deseado. Por tanto, la composicion puede administrarse como dosis Unica, o como dos o mas
dosis (que pueden o no contener la misma cantidad de la molécula deseada) en el tiempo o como infusion continua
mediante un dispositivo de implantacion o catéter. El perfeccionamiento adicional de la dosis adecuada lo realizan de
forma rutinaria los expertos en la técnica y esta dentro del ambito de las tareas realizadas rutinariamente por ellos.
Pueden comprobarse dosificaciones apropiadas mediante el uso de datos de respuesta a la dosis apropiados.

La via de administracion de la composicion farmacéutica es segun los procedimientos conocidos, por ejemplo por via
oral, a ftravés de inyeccidon por via intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimatosa),
intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal, intralesional, mediante sistemas de
liberacién sostenida o mediante dispositivos de implantaciéon. En ciertas realizaciones, las composiciones pueden
administrarse mediante inyeccion en bolo o de manera continua mediante infusiéon, o mediante dispositivo de
implantacion.

La composicién puede administrarse por via local por medio de implantacién de una membrana, esponja u otro
material apropiado sobre el que se ha absorbido o encapsulado la molécula deseada. En ciertas realizaciones,
cuando se usa un dispositivo de implantacion, el dispositivo puede implantarse en cualquier tejido u érgano
adecuado, y la administraciéon de la molécula deseada puede ser por medio de difusion, bolo de liberacién gradual o
administracion continua.

También puede ser deseable usar composiciones farmacéuticas con el anticuerpo anti-IL-1 R1 de acuerdo con la
invencion ex vivo. En tales casos, las células, los tejidos u 6érganos que se han extraido del paciente se exponen a
las composiciones farmacéuticas con el anticuerpo anti-IL-1R1 tras lo cual las células, los tejidos y/u 6rganos se
implantan posteriormente de nuevo en el paciente.

En concreto, los anticuerpos anti-IL-1 R1 pueden liberarse mediante la implantacién de ciertas células que se han
modificado mediante ingenieria genética, usando procedimientos tales como los descritos en el presente documento,
para expresar y secretar el polipéptido. En ciertas realizaciones, tales células pueden ser células animales o
humanas, y pueden ser autdlogas, heterdlogas o xenogénicas. En ciertas realizaciones, las células pueden
inmortalizarse. En otras realizaciones, con el fin de reducir la probabilidad de una respuesta inmunoldgica, las
células pueden encapsularse para evitar la infiltracion de tejidos circundantes. En realizaciones adicionales, los
materiales de encapsulacion son, normalmente, membranas o envolturas poliméricas, semipermeables,
biocompatibles que permiten la liberacion del (de los) producto(s) de proteina pero evitan la destrucciéon de las
células mediante el sistema inmunitario del paciente o mediante otros factores perjudiciales de los tejidos
circundantes.

En ciertas realizaciones, la invencién abarca ademas la administracion de un anticuerpo anti-IL.-1 R1 o la
composicion farmacéutica de la invencién de forma concurrente con uno o mas farmacos que se administran al
mismo paciente, administrandose cada farmaco de acuerdo con un régimen adecuado para dicho medicamento.
Esto abarca pretratamiento, tratamiento simultaneo, tratamiento secuencial y regimenes alternativos. Ejemplos de
dichos farmacos incluyen, entre otros, antivirales, antibiéticos, analgésicos, corticosteroides, antagonistas de
citocinas inflamatorias, farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARD) y antiinflamatorios no
esteroideos.

En otras realizaciones, un anticuerpo anti-IL-1 R1 o composicién farmacéutica de la invencién se puede administrar
en combinacion con otros inhibidores de citocinas, incluidos los antagonistas, por ejemplo RANKL, TGF-3, IFNy, IL-6
o IL-8 y TNF, particularmente TNFa. En combinacién con IL-6, un anticuerpo de la presente invencién se puede usar
para tratar y prevenir la recurrencia de convulsiones, incluidas las convulsiones inducidas por antagonismo del
receptor del GABA, las convulsiones asociadas con episodios de ictus en EEG y convulsiones limbicos motoras que
se producen durante el estado epiléptico. En combinacion con el inhibidor del IFNy, un anticuerpo de la presente
invencion es util en el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica y la fibrosis quistica. La combinacion de un
anticuerpo del receptor de IL1 e inhibidores de RANKL, por ejemplo anticuerpo RANKL es util para prevenir la
destrucciéon ésea en varios contextos, incluidos, entre otros, varios trastornos reumaticos, osteoporosis, mieloma
multiple u otras neoplasias malignas que producen degeneracion 6sea, o terapia antitumoral dirigida a la prevencion
de las metastasis 6seas o destruccion 6sea asociada con residuos por desgaste de prétesis o con periodontitis.
Ademas, los anticuerpos de la invencion se pueden administrar en combinacién con inhibidores de la IL-17 tales
como formas solubles de un receptor de IL-17 (tal como IL-17R:Fc) o un anticuerpo de IL-17 o un anticuerpo IL-17R,
proteina de unién a la IL-18, formas solubles de los receptores IL-18 y anticuerpos frente a IL-18, anticuerpos frente
a los receptores de IL-18 o anticuerpos contra el ligando-CD30 o contra CDA4.

La invencion abarca ademas procedimientos para usar un anticuerpo anti-IL1 R1 o composicién farmacéutica de la
invencion en el tratamiento de trastornos médicos divulgados en el presente documento en combinacién con un
inhibidor de TNF, preferentemente TNFR: Fc (ENBREL®) y cualquier combinacion de las citocinas descritas o
inhibidores de citocinas que son agentes activos en terapias de combinacion. Por ejemplo, de acuerdo con la
presente invencion, los procedimientos de terapia de combinacion se pueden usar para tratar artritis reumatoide,
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ictus, asma, psoriasis, etc.

Las afecciones tratadas de forma eficaz con un anticuerpo anti-IL-1 R1 o composicion farmacéutica descrita en el
presente documento incluyen enfermedades pulmonares, tales como asma, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, proteinosis alveolar pulmonar, neumopatia inducida por bleomicina vy fibrosis, fibrosis pulmonar inducida por
radiacion, fibrosis quistica, acumulacién de colageno en los pulmones y SDRA, todas ellas se pueden tratar con
combinaciones de un anticuerpo frente a IL-1 R y un inhibidor de IL-4 y/o un inhibidor de IL-13, por ejemplo un
anticuerpo frente a IL-4R que inhibe la actividad de IL-13 e IL-4. Los anticuerpos divulgados y las composiciones
farmacéuticas de la invencion también son Utiles para tratar la displasia broncopulmonar (DBP), enfermedades
pulmonares obstructivas crénicas (p. €j., enfisema y bronquitis cronica) y enfermedad pulmonar fibrética crénica de
lactantes prematuros. Ademas, los compuestos, composiciones y terapias de combinacién de la invencién se usan
para tratar enfermedades pulmonares ocupacionales, incluidas asbestosis, neumoconiosis del trabajador del carbén,
silicosis o afecciones similares asociadas con la exposicion a largo plazo a particulas finas. En otros aspectos de la
invencion, los compuestos, composiciones y terapias de combinacion divulgados se usan para tratar la neumonia de
organizacion bronquioliterans, fibrosis pulmonar, incluidas fibrosis pulmonar idiopatica y fibrosis pulmonar inducida
por radiacion, sarcoidosis pulmonar y alergias, incluidas rinitis alérgica, dermatitis de contacto, dermatitis atdpica y
asma.

Dichas combinaciones son Utiles también para tratar pacientes que sufren varios trastornos cutaneos, incluidos,
entre otros, dermatitis herpetiforme (enfermedad de Duhring), dermatitis atdpica, dermatitis de contacto, urticaria
(incluida la urticaria idiopatica crénica) y enfermedades ampollosas autoinmunitarias, incluidos el pénfigo vulgar y el
penfigoide ampolloso. Otras enfermedades que se pueden tratar con la combinaciéon de un anticuerpo IL-1R y un
inhibidor de IL-4 y/o IL-13 incluyen miastenia gravis, sarcoidosis, incluida la sarcoidosis pulmonar, esclerodermia,
artritis reactiva, sindrome de hiper IgE, esclerosis multiple y sindrome hipereosindfilo idiopatico. La combinacién se
usa también para tratar reacciones alérgicas a la medicacién y como adyuvante para la inmunoterapia de la alergia.

Los anticuerpos frente al receptor de IL-1 y las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento
son Utiles para tratar enfermedades de protozoos, incluidas malaria y esquistosomiasis, y para tratar el eritema
nodoso leproso; la meningitis bacteriana o virica, la tuberculosis, incluida la tuberculosis pulmonar, y la neumonitis
secundaria a una infeccion virica o bacteriana, incluyendo la infeccion de gripe y la mononucleosis infecciosa.

Las enfermedades y lesiones cardiovasculares son tratables y/o prevenibles con las composiciones farmacéuticas
divulgadas o anticuerpos anti-IL1 -R1 solos o en combinacion con otros inhibidores de las citocinas. Los trastornos
cardiovasculares tratables incluyen aneurismas aorticos, incluidos aneurismas adrticos abdominales, sindrome
coronario agudo, arteritis, oclusion vascular, incluida la oclusidon arterial cerebral; complicaciones de la cirugia de
derivaciéon coronaria, isquemia/reperfusion, enfermedad cardiaca, incluida la enfermedad cardiaca aterosclerética,
miocarditis, incluida la miocarditis autoinmunitaria crénica y la miocarditis virica, insuficiencia cardiaca, incluida la
insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca congestiva, caquexia de insuficiencia cardiaca, infarto de
miocardio, reestenosis y/o aterosclerosis tras cirugia cardiaca o tras procedimientos angioplasticos con globo de la
arteria carétida, isquemia miocardica silente, disfuncion de la bomba ventricular izquierda, complicaciones
postimplantacién de los dispositivos de ayuda del ventriculo izquierdo, fendmeno de Raynaud, tromboflebitis,
vasculitis, vasculitis de Kawasaki, enfermedad venooclusiva, arteritis de células gigantes, granulomatosis de
Wegener, confusion mental tras cirugia de derivacion cardiopulmonar y purpura de Schoenlein-Henoch.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-IL-1 R1 y las composiciones farmacéuticas de la invencion también se
pueden usar para tratar afecciones de dolor crénico, tales como dolor pélvico cronico, incluyendo prostatitis
cronica/sindrome del dolor pélvico y dolor postherpético.

Los trastornos del sistema endocrino, incluidos diabetes de inicio juvenil (incluye la diabetes mellitus autoinmunitaria
y los tipos de diabetes dependiente de insulina) y diabetes de inicio en la madurez (incluye la diabetes no
dependiente de insulina y mediada por obesidad) también se pueden tratar con anticuerpos anti-IL-1 R1 o
composiciones farmacéuticas de la invencion. Dicho tratamiento incluye afecciones secundarias asociadas con la
diabetes, tales como retinopatia diabética, rechazo de transplante renal en pacientes diabéticos, resistencia a la
insulina mediada por obesidad e insuficiencia renal, que, en si misma, se puede asociar con proteinuria e
hipertension. Otros tratamientos endocrinos también se pueden tratar con estos compuestos e incluyen enfermedad
de ovario poliquistico, adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X, hipotiroidismo y tiroiditis, incluida la tiroiditis de
Hashimoto (es decir tiroiditis autoinmunitaria), disfunciéon de células tiroideas, incluido el sindrome del enfermo
eutiroideo.

Las afecciones del sistema gastrointestinal se pueden tratar y prevenir con anticuerpos anti-IL-1 R1 o composiciones
farmacéuticas de la invencion, solos o en combinacion con otras terapéuticas. Estas afecciones incluyen enfermedad
celiaca, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, gastroparesia idiopatica, pancreatitis, incluidas pancreatitis cronica,
pancreatitis aguda, enfermedad intestinal inflamatoria y Ulceras, incluidas las Ulceras gastricas y duodenales.

Los trastornos del sistema genitourinaria también se pueden tratar o prevenir con anticuerpos anti-IL-1 R1 o
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. Dichos trastornos incluyen glomerulonefritis,
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incluyendo glomerulonefritis autoinmunitaria, glomerulonefritis debido a la exposicidon a toxinas o glomerulonefritis
secundaria a infecciones con estreptococos hemoliticos u otros agentes infecciosos. También se pueden tratar con
compuestos, composiciones y terapias de combinacion de la invencion el sindrome urémico y sus complicaciones
clinicas (por ejemplo, insuficiencia renal, anemia y miocardiopatia hipertréfica), incluido el sindrome urémico
asociado con la exposicion a toxinas ambientales, farmacos u otras causas. Las complicaciones que surgen por la
inflamacién de la pared de la vesicula biliar que conduce a la alteracién de la funcién de absorcién se pueden tratar o
prevenir con anticuerpos de la presente invencion. En dichas complicaciones se incluyen colelitiasis (calculos) y
coliedocolelitiasis (calculos en el conducto biliar) y la recurrencia de colelitiasis y coliedocolelitiasis. Otras afecciones
tratables con los compuestos, composiciones y terapias de combinacion de la invencién son complicaciones de la
hemodialisis; afecciones prostaticas, incluidas hipertrofia prostatica benigna, prostatitis no bacteriana y prostatitis
cronica; y complicaciones de la hemodialisis.

En el presente documento también se proporcionan procedimientos para usar anticuerpos anti-IL-1 R1 de la
invencion, composiciones y terapias de combinacion para tratar varios trastornos hematolégicos y oncologicos. Por
ejemplo, los anticuerpos anti-IL-1 R1, solos o en combinacién con otros inhibidores de citocinas u otros agentes
activos, como se ha descrito anteriormente, se pueden usar para tratar varias formas de cancer, incluidos leucemia
mieldgena aguda, leucemia mielégena crénica, carcinoma nasofaringeo positivo para el virus de Epstein-Barr,
glioma, canceres de colon, estémago, prostata, de células renales, cervical y ovarico, cancer de pulmén (SCLC y
SNCLC), incluyendo caquexia asociada con cancer, fatiga, astenia, sindrome paraneoplasico de caquexia e
hipercalcemia. Los tumores sélidos, incluyendo sarcoma, osteosarcoma, y carcinoma, tal como adenocarcinoma (por
ejemplo cancer de mama) y carcinoma de células escamosas también se pueden tratar. Otros canceres tratables
incluyen cancer de esdéfago, gastrico, carcinoma de vesicula biliar, leucemia, incluidas leucemia mielégena aguda,
leucemia mieldégena crénica, leucemia mieloide, leucemia linfoblastica aguda o crénica y leucemia de células
peludas. Otras neoplasias malignas con potencial metastatico invasivo, incluido el mieloma multiple, se pueden tratar
con los compuestos, composiciones y terapias de combinacion objeto.

Ademas, los anticuerpos anti-IL1R1 divulgados se pueden usar para tratar anemias y trastornos hematolégicos,
incluidos neutropenia idiopatica cronica, anemia de enfermedad crénica, anemia aplasica, incluida la anemia
aplasica de Fanconi, purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), purpura trombocitopénica trombdtica, sindromes
mielodisplasicos (incluidos anemia refractaria, anemia refractaria con sideroblastos en anillo, anemia refractaria con
exceso de blastos, anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion), mielofibrosis/ metaplasia mieloide y
crisis vasooclusiva de drepanocitos.

Varios trastornos linfoproliferativos también se pueden tratar con anticuerpos anti-IL-1 R1 de la invencién, incluidos
sindrome linfoproliferativo autoinmunitario (SLPA), leucemia linfoblastica cronica, leucemia de células peludas,
leucemia linfatica crénica, linfoma de células T periféricas, linfoma linfocitica pequefia, linfoma de células del manto,
linfoma folicular, linfoma de Burkitt, linfoma de células T positivas para el virus de Epstein-Barr, linfoma histiocitico,
enfermedad de Hodgkin, linfoma agresivo difuso, leucemias linfaticas agudas, enfermedad linfoproliferativa gamma
de células T, linfoma cutaneo de células B, linfoma cutaneo de células T (es decir, fungoides micosis) y sindrome de
Sezary.

Las afecciones hereditarias, tales como enfermedad de Gaucher, enfermedad de Huntington, enfermedad de IgA
lineal y distrofia muscular se pueden tratar con los anticuerpos de la presente invencion.

Otras afecciones que se pueden tratar o prevenir con los anticuerpos anti receptor de IL-1 divulgados o las
composiciones farmacéuticas incluyen las resultantes de lesiones en la cabeza o la médula espinal, incluyendo
hematoma subdural debido al traumatismo en la cabeza. En relacion con esta terapia, las composiciones y
combinaciones descritas son adecuadas para prevenir los dafios neurolégicos craneales y prevenir y tratar los
dolores de cabeza cervicogénicos. Las composiciones y combinaciones descritas son ademas adecuadas para tratar
los efectos secundarios neuroldgicos asociados con la irradiacion cerebral.

Los anticuerpos Anti-IL-1 R1 y la composicion farmacéutica de la invencion son también utiles para tratar afecciones
del higado, tales como hepatitis, incluidas hepatitis alcohdlica aguda, hepatitis aguda viral o inducida por farmaco,
hepatitis A, B y C, colangitis esclerosante, epitelio sinusoide hepatico e inflamaciéon hepatica por causas
desconocidas.

Trastornos que implican pérdida de audicidon y que estan asociados con la expresion anormal de la IL-1 se pueden
tratar con los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones farmacéuticas de la invencién. Dichos trastornos incluyen
pérdida de audicidn asociada con el nervio coclear que se piensa que es el resultado de un proceso autoinmunitario,
es decir pérdida de audicién autoinmunitaria. También se pueden tratar o prevenir con los anticuerpos anti-IL-1 R1 o
las composiciones farmacéuticas de la invencion el sindrome de Meniere y el colesteatoma, un trastorno del oido
medio a menudo asociado con la pérdida de audicion.

Los trastornos no artriticos de los huesos y las articulaciones también se pueden tratar con los anticuerpos descritos

en el presente documento. Esto abarca trastornos de los osteoclastos que conducen a la pérdida de hueso, tales
como, entre otros, osteoporosis, incluida la osteoporosis posmenopausica, osteoartritis, periodontitis resultante de la
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pérdida o aflojamiento de dientes, y aflojamiento de protesis tras sustitucion articular (generalmente en asociacion
con una respuesta inflamatoria a los residuos por desgaste). Esta ultima afeccion también se denomina “ostedlisis
del implante ortopédico”. Otra afeccion que se puede tratar con los compuestos, composiciones y terapias de
combinacién de la invencion es la disfuncion articular mandibular (TMJ).

Los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones farmacéuticas de la invencién también se pueden usar para tratar
trastornos reumaticos, incluyendo artritis reumatica adulta y juvenil, esclerodermia, lupus eritematoso sistémico,
gota, osteoartritis, polimialgia reumatica, espondiloartropatias seronegativas, incluyendo la espondilitis anquilosante,
y la enfermedad de Reiter, artritis psoriasica y artritis cronica de Lyme. Los anticuerpos de la presente invencion
también son utiles para tratar la inflamacién del musculo voluntario y otros musculos, incluidos dermatomiositis,
miositis de cuerpos de inclusion, polimiositis y linfanfioleiomiomatosis.

Otro uso para los anticuerpos y las composiciones farmacéuticas de la invencién es el tratamiento y/o prevencion de
la amiloidosis primaria y la amiloidosis secundaria que es caracteristica de varias afecciones, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer, amiloidosis reactiva secundaria, sindrome de Down y amiloidosis asociada con didlisis.
También se pueden tratar con los anticuerpos y las composiciones farmacéuticas de la invencion son los sindromes
de fiebre periddica hereditaria, incluyendo la fiebre mediterranea familiar, hiperinmunoglobulina D y sindrome de
fiebre periddica y sindromes periddicos asociados con el receptor del TNF (TRAPS).

En otras realizaciones, los anticuerpos o las composiciones farmacéuticas de la invenciéon se pueden usar para tratar
trastornos que afectan a la piel o a las membranas mucosas. Estos trastornos incluyen enfermedades acantoliticas,
incluyendo enfermedad de Darier, queratosis folicular y pénfigo vulgar. Otros trastornos de piel que se pueden tratar
usando los anticuerpos de la invencion incluyen acné, acné rosaceo, alopecia areata, estomatitis aftosa, penfigoide
ampolloso, quemaduras, eccema, eritema, incluido eritema multiforme y eritema multiforme ampolloso (sindrome de
Stevens-Johnson), enfermedad cutanea inflamatoria, liquen plano, enfermedad ampollosa por IgA lineal (dermatosis
ampollosa cronica de la infancia), pérdida de elasticidad de la piel, Ulceras en la superficie mucosa, incluidas ulceras
gastricas, dermatitis neutrofilica (sindrome de Sweet), dermatomiositis, pitiriasis rubra pilaris, psoriasis, pioderma
gangrenoso, reticulohistiocitosis multicéntrica y necrolisis epidérmica toxica. Otras afecciones relacionadas con la
piel que se pueden tratar con las terapias y terapias de combinacion de la presente invencién incluyen dermatitis
herpetiforme.

Trastornos adicionales que se pueden tratar con los anticuerpos o las composiciones farmacéuticas de la invencién
incluyen la enfermedad del injerto contra el huésped y complicaciones resultantes de transplantes de 6rganos
solidos, tales como transplantes de corazon, higado, piel, rifién, pulmén (obstruccidon de las vias respiratorias tras
transplante de pulmdn) u otros transplantes, incluidos los transplantes de médula 6sea.

Los trastornos oculares también se pueden tratar o prevenir con los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones
farmacéuticas divulgados, incluidos desprendimiento de retina regmatdégena y enfermedad ocular inflamatoria,
incluida la enfermedad ocular inflamatoria asociada con el tabaquismo y la degeneracién macular.

Los anticuerpos o composiciones farmacéuticas de la invencién, como se describe en el presente documento, son
utiles para tratar trastornos que afectan al sistema reproductor femenino. Ejemplos incluyen, entre otros, insuficiencia
multiple de implantes/infertilidad, sindrome de pérdida fetal o pérdida del embridon IV (aborto espontaneo),
embarazos preeclamsicos o eclampsia, endometriosis, cervicitis cronica y parto prematuro.

Ademas, los anticuerpos o composiciones farmacéuticas de la invencion, son Utiles para tratar y/o prevenir la ciatica,
los sintomas del envejecimiento, las reacciones farmacoldgicas graves (por ejemplo, toxicidad por IL-2 o neumopatia
inducida por bleomicina y fibrosis) o para suprimir la respuesta inflamatoria antes, durante o después de la
transfusion de glébulos rojos alogénicos en cirugia cardiaca o de otro tipo o en el tratamiento de lesiones no
traumaticas de una extremidad o articulacion, tal como la lesién traumatica de la rodilla. Otros diversos trastornos
médicos que se pueden tratar con los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones farmacéuticas incluyen
esclerosis multiple, sindrome de Behcet, sindrome de Sjogren, anemia hemolitica autoinmunitaria, beta talasemia,
esclerosis lateral amiotréfica (enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de Parkinson y tenosinovitis de causa
desconocida, asi como varios trastornos autoinmunitarios o enfermedades asociadas con deficiencias hereditarias,
incluido el retraso mental ligado al cromosoma X.

Ademas, los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones farmacéuticas de la invencién son utiles para tratar
lesiones del sistema nervioso central (SNC), incluidos los efectos de los neurotransmisores neurotéxicos liberados
durante la excitacion de la inflamacion en el sistema nervioso central y para inhibir o prevenir el desarrollo de
cicatrices gliales en sitios de lesiones del sistema nervioso central. En relacién con la epilepsia y el tratamiento de
las convulsiones, reduccion de la gravedad y el nUmero de convulsiones recurrentes y reduccion de la gravedad de
los efectos perjudiciales de las convulsiones, reducciéon de la pérdida neuronal, degeneracion neuronal y gliosis
asociada con convulsiones

Usos adicionales para los anticuerpos o composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen, entre otros, tratar la
polineuropatia y miopatia de enfermedad critica (CIPNM), polineuropatia aguda, anorexia nerviosa, paralisis de Bell,
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sindrome de fatiga cronica, demencia transmisible, incluida la enfermedad de Creutzfeld-Jacob, neuropatia
desmielinizante, sindrome de Guillain-Barre, enfermedad de disco vertebral, sindrome de la guerra del golfo,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, miastenia gravis, isquemia cerebral silente, trastornos del suefio,
incluido narcolepsia y apnea del suefio, degeneracion neuronal crénica e ictus, incluidas las enfermedades
isquémicas cerebrales. Otros usos adicionales para los anticuerpos de la invenciéon son anorexia y/o trastornos
anoreéxicos, peritonitis, endotoxemia y shock séptico, formacion de granuloma, ictus cardiaco, sindrome de Churg-
Strauss, inflamacién cronica tras infecciones agudas tales como tuberculosis y lepra, esclerosis sistémica y
cicatrizacién hipertréfica.

En otras realizaciones, las proteinas de fusién con avidina que comprenden una secuencia de aminoacidos de uno
de los anticuerpos IL-1 R1 de la invencién se pueden construir para varios fines. Las proteinas de fusién con avidina
se pueden generar usando, por ejemplo, un vector de expresion en mamiferos que contienen la secuencia de ADNc
que codifica la avidina de pollo recombinante adyacente a un sitio de clonaciéon multiple para insercién de una pareja
de fusién génica diana especifica. El vector puede incluir una secuencia de avidina con su secuencia sefial
enddgena para permitir la secrecion de parejas génicas de fusidon pequefias que no contienen secuencias sefal de
forma natural. La proteina de fusion expresada por el vector tiene una marca de la proteina avidina en la porciéon N
de la pareja de fusion. La estrategia de fusion como se ha descrito en el presente documento tiene la capacidad de
secretar proteinas que se expresan normalmente intracelularmente, tal como genes de transduccion de sefal o
receptores de hormonas nucleares.

Como alternativa, se puede usar un vector que codifica avidina sin su secuencia sefial endégena, que tendra como
resultado una marca en C terminal de las parejas de proteinas de fusidon. Una fusién de avidina en el extremo C
permite la secrecion de proteinas en base a la secuencia sefial endégena de la pareja de fusion. Esta estrategia se
puede aplicar para permitir el correcto procesamiento y plegamiento de la proteina o para determinar la validez de
una secuencia sefial propuesta. Adicionalmente, el vector puede comprender una secuencia nucleotidica corta que
codifica una secuencia de aminoacidos que puede actuar como sustrato especifico escindible por enzima, entre la
avidina y las secuencias de la pareja de fusion. Dichas secuencias escindibles por enzimas permiten la separacion
de la pareja de fusion de la avidina para la purificacion o con fines de liberacion de la proteina.

Las proteinas de fusion con avidina de la invencion se pueden usar en por ejemplo, deteccion selectiva de
anticuerpos, caracterizacion funcional (determinacion de la utilidad de un anticuerpo como agonista o antagonista,
agente neutralizante etc.), mapeo de epitopos o estrategias de inmunizacion. Las fusiones con avidina de una
proteina diana también se pueden usar en formatos de ensayos farmacocinéticos, de eficacia o estandar de otro tipo
disefiados para analizar las muestras preclinicas o las muestras de pacientes clinicos por la presencia del anticuerpo
terapéutico en sangre, orina u otras muestras de tejido. Las parejas de proteinas de fusion con avidina se pueden
preparar como secuencias de longitud completa o truncadas, dominios estructurales aislados especificos o como
secuencias quiméricas con otros homdlogos de la pareja de fusion de otras especies.

Las proteinas de fusion con avidina se pueden expresar usando medios estandar de introducir genes en células,
como se ha descrito en el presente documento y como se conoce en la técnica. Las proteinas se pueden expresar
en, por ejemplo, células 293 o CHO transfectando las células con una construccion de la fusion de avidina en una
solucién de lipidos, tal como en Lipofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Los medios acondicionados y/o lisados celulares de células que expresan las proteinas de fusién se pueden recoger
y aplicar a un sustrato de ensayo, tal como perlas de poliestireno recubiertas con biotina o placas de ELISA
revestidos con biotina. La recoleccion del medio acondicionado y/o el lisado celular se puede realizar en un punto de
tiempo que permita la expresion éptima de la proteina de fusiéon. Los expertos en la técnica pueden determinar
experimentalmente el punto de tiempo, pero normalmente es de aproximadamente 48 horas tras la transfeccion. Las
proteinas de fusidon también se pueden analizar en la membrana celular o intracelularmente para la expresion y
funcionalidad en la unién de ligandos, receptores o anticuerpos conocidos.

Las proteinas de fusién de avidina de la invencion se pueden analizar mediante cualquier procedimiento conocido o
previamente caracterizado que usa interacciones biotina-avidina. Dichos procedimientos incluyen, entre otros,
citometria de flujo y pruebas de imagen fluorescente/microscopia. Por ejemplo, las proteinas de fusion de avidina
expresadas en medios o lisados celulares se pueden aplicar a perlas recubiertas con biotina y tefir con anticuerpos
anti-avidina marcados con fluorescencia para indicar el nivel de expresién. Asimismo, se pueden aplicar anticuerpos
fluorescentes que reconocen la pareja de la proteina de fusion especifica en un formato de ensayo
multicolorimétrico. Adicionalmente, los anticuerpos no marcados especificos de la pareja de la proteina de fusion se
pueden aplicar de forma simultanea con anticuerpos marcados con fluorescencia en un ensayo de competicion.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona procedimientos para mapear los epitopos usando proteinas de
fusion con avidina. Mas adelante se proporciona un ejemplo de un procedimiento para mapear los epitopos de la
invencion con respecto al mapeo de epitopos para anticuerpos anti-IL- 1R1. No obstante, un experto en la técnica
reconocera que dichos procedimientos se pueden aplicar facilmente para mapear los epitopos para cualquier
anticuerpo y no esta limitado a los anticuerpos anti-IL- 1R1. Por ejemplo, el ADNc que codifica avidina de pollo (con
secuencia sefial endogena) se puede unir con el extremo 5’ de ADNc que codifican una proteina de interés (es decir,
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una proteina reconocida por los anticuerpos para los cuales se desea determinar un epitopo) condensada a una
secuencia marcadora FLAG en el extremo 3'. Los genes de fusién marcados con FLAG se pueden ensamblar en un
vector de expresién usando técnicas moleculares convencionales. Un panel de proteinas mutantes marcadas con
avidina-FLAG donde se han sustituido ciertos aminoacidos (p. €j., con los correspondientes residuos de aminoacidos
de ofras especies animales) se pueden generar usando técnicas convencionales. Las proteinas mutantes y
silvestres se pueden expresar en células huésped y la unién de las proteinas mutantes y silvestres con un anticuerpo
de interés se puede detectar usando, por ejemplo, analisis de transferencia Western o ensayos de unién basados en
perlas, como se describe en el presente documento. Por tanto, un epitopo se puede definir determinando qué
sustituciones en las proteinas mutantes destruyen la unién al anticuerpo de interés.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes, incluidos los experimentos realizados y los resultados alcanzados, se proporcionan con
fines ilustrativos Unicamente y no deben interpretarse como limitantes de la presente invencion.

Ejemplo 1
Produccion de anticuerpos monoclonales humanos contra el receptor tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1R1)

Ratones HuMab transgénicos

Los anticuerpos monoclonales completamente humanos frente al receptor de tipo 1 de IL-1 (IL-1R1) se prepararon
usando la cepa HCo7 de ratones transgénicos, que expresan genes de anticuerpos humanos. En cada una de estas
cepas de ratones, el gen endogeno de la cadena ligera kappa de ratén se ha alterado de forma homocigota como se
describe en Chen et al. (1993, EMBO J. 12:811 -820) y el gen enddégeno de la cadena pesada de ratén se ha
alterado de forma homocigota como se describe en el Ejemplo 1 de la publicacion de solicitud de patente
internacional n® WO 01/09187.

Cada una de estas cepas de ratdn porta un transgén de la cadena ligera kappa humana, KCo5, como se describe en
Fishwild et al. (1996, Nature Biotechnology 14:845-851). La cepa HCo7 porta el transgén de la cadena pesada
humana de HCo7 como se describe en las Patentes de EE.UU. N° 5.545.806; 5.625.825; y 5.545.807.

La cepa HCo7 se denomina en el presente documento ratén HuMab.

Inmunizaciones con HuMab

Para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos frente al IL-1 R1 se inmunizo a los ratones HuMab
con IL-1 R1 recombinante purificado derivado de células de insecto o de mamifero (por ejemplo, células CHO) como
antigeno. Los esquemas de inmunizacion general para ratones HuMab se describen en Lonberg et al. (1994, Nature
368:856-859; Fishwild et al., supra; y la publicacion de solicitud de patente internacional n® WO 98/24884.

Los ratones tenian 6-16 semanas de edad tras la primera infusion del antigeno. Una preparacion recombinante
purificada (25-50 pg) del antigeno IL-1 R1 (p. €j., purificada de células de insecto o de mamifero transfectadas que
expresan IL-1 R1) se us6 para inmunizar los ratones HuMab por via intraperitoneal (IP) o subcutanea (SC).

Las inmunizaciones de ratones HuMab transgénicos se realizaron usando antigeno en adyuvante completo de
Freund y dos inyecciones, seguido de 2-4 semanas de inmunizacion IP (hasta un total de 11 inmunizaciones) con el
antigeno en adyuvante incompleto de Freund. Varias docenas de ratones se inmunizaron para cada antigeno. Se
inmunizé un total de 149 ratones de la cepa HCo7 con IL-1 R1. La respuesta inmunitaria se monitorizé mediante
sangrados retroorbitales.

Para seleccionar los ratones HuMab productores de anticuerpos que se unieron a IL-1R1 se analizaron los sueros de
ratones inmunizados mediante ELISA tal como describen Fishwild et al.,, supra. En resumen, placas de
microtitulacion se revistieron con IL-1R1 recombinante purificado de células de insecto o de mamifero a 1-2 pg/ml en
PBS y 50 pl/pocillo incubadas a 4 °C durante la noche, después se bloquearon con 200 pl/pocillo de suero de pollo al
5 % en PBS/Tween (0,05 %). A cada pocillo se afiadieron diluciones de plasma de ratones inmunizados con IL-1 R1
y se incubaron durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con PBS/Tween y después se
incubaron con reactivo policlonal especifico de Fc de IgG ANTI-humana de cabra conjugado con peroxidada de
rabano (HRP) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con PBS/Tween y después se
incubaron con reactivo policlonal especifico de Fc de IgG ANTI-humana de cabra conjugado con peroxidada de
rabano (HRP) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar, las placas se desarrollaron con sustrato
ABTS (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Catalog No. A-1888, 0,22 mg/mL) y se analizaron
espectrofotométricamente a un DO de 415-495. Los ratones con titulos suficientes de inmunoglobulina humana anti-
IL-1 R1 se usaron para producir anticuerpos monoclonales como se describe mas adelante.
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Generacion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales humanos frente a IL-1 R1

Los ratones se prepararon para la produccion de anticuerpos monoclonales reforzando con antigeno por via
intravenosa 2 dias antes del sacrificio y, después, se extrajeron los bazos. Los esplenocitos de ratén se aislaron de
ratones HuMab y se condensaron con PEG a una linea celular de mieloma de ratéon usando protocolos estandar.
Normalmente se realizaron 20-30 fusiones para cada antigeno.

En resumen, suspensiones celulares simples de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados se condensaron a un
cuarto del nimero de P3X63-Ag8.653 células de mieloma de ratén no secretor (n° de registro en la A.T.C.C., CRL
1580) o células de mieloma de ratén no secretor SP2/0 (A.T.C.C., CRL 1581) con 50 % de PEG (Sigma). Las células
se sembraron a aproximadamente 1x10°% pocillo en placas de microtitulacion de fondo plano, seguido de
aproximadamente una incubacion de dos semanas en medio selectivo que contiene 10 % de suero bovino fetal, 10
% de medio condicionado P388D1 (n° de registro en la A.T.C.C., CRLTIB-63), 3-5 % origen (IGEN) en DMEM
(Mediatech, N° de catalogo CRL 10013, con alto contenido en glucosa, L-glutamina y piruvato sédico) mas HEPES 5
mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, 50 mg/ml de gentamicina y Ix HAT (Sigma, n° de catalogo CRL P-7185). Tras 1-2
semanas se cultivaron las células en medio donde HAT se habia sustituido por HT.

Los hibridomas resultantes se sometieron a deteccion selectiva para la producciéon de anticuerpos especificos de
antigeno. Los pocillos individuales se sometieron a deteccion selectiva mediante ELISA (descrito anteriormente) para
anticuerpos IgG monoclonales anti-IL-1 R1 humanos. Una vez producido un crecimiento extenso del hibridoma, el
medio normalmente se monitorizé tras 10-14 dias. Los hibridomas secretores de anticuerpos se volvieron a sembrar,
se volvieron a someter a deteccion selectiva y, si siguen siendo positivos para IgG humana, los anticuerpos
monoclonales anti-IL-1 R1 se subclonaron al menos dos veces mediante dilucion limite. Los subclones estables se
cultivaron después in Vitro para generar cantidades pequefias de anticuerpo en medio de cultivo tisular para
caracterizar.

Selecciéon de anticuerpos monoclonales anti-IL-1 R1 humanos

Para la deteccion selectiva de hibridomas que mostraron reactividad positiva con el inmunégeno IL-1 R1 se us6 un
ensayo ELISA como se ha descrito antes. Los hibridomas secretores de un anticuerpo monoclonal unido con avidez
elevada a IL-1R1 se subclonaron y después se caracterizaron. Un clon de cada hibridoma, que retuvo la reactividad
de las células parentales (determinado por ELISA) se escogi6 para hace un banco celular de 5-10 viales almacenado
en nitrégeno liquido.

Se realizé un ELISA especifico de isotipo para determinar el isotipo de los anticuerpos monoclonales producidos
como se divulga en el presente documento. En estos experimentos, los pocillos de las placas de microtitulacion se
revistieron con 50 pl/pocillo de una solucion de 1 pg/ml de la cadena ligera kappa anti-humana de ratén en PBS y se
incubaron a 4 °C durante la noche. Después de bloquear con 5 % de suero de pollo, las placas reaccionaron con
sobrenadante de cada anticuerpo monoclonal analizado y un isotipo control purificado. Las placas se incubaron
durante a temperatura ambiente durante 1-2 horas. Después, los pocillos se hicieron reaccionar con antisuero
policlonal anti-humano de cabra conjugado con peroxidada de rabano especifico de 1gG 1, IgG2 o IgG4 humanas y
las placas se desarrollaron y analizaron como se describe mas adelante.

Los anticuerpos monoclonales purificados de los sobrenadantes de hibridoma que mostraron una union significativa
a IL-1R1 detectado mediante ELISA se analizaron después segun su actividad bioloégica usando ensayos de union in
vitro y ensayos basados en células de sangre entera y condrocitos humanos. Se disefiaron los anticuerpos que
mostraron la mejor actividad 15C4, 26F5, 27F2, 24E12, y 10H7. Los anticuerpos se sometieron a un experimento
preliminar de clasificacion de epitopos. Las placas de ELISA se revistieron con slL-1 R1 humano (dominio 1+2+3),
slL-1 R1 humano truncado (dominio 1+2), slL-1 R1 de rata, slL-1 R1 de tipo Il humano y ovoalbumina (control
negativo). La unién del anticuerpo se detectdé con un anticuerpo Fc anti-humano conjugado con peroxidada de
rabano (Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Los resultados se resumen en la Tabla 2. Una marca de comprobacion
(\) en la Tabla 2 representa un resultado positivo para la unién; “X” representa un resultado negativo. Los
anticuerpos 15C4, 26F5, 27F2 y 24E12 solo se unen a la proteina IL-1 R1 que tiene los tres dominios extracelulares,
lo que indica que los epitopos para cada uno entran dentro del tercer dominio. El anticuerpo 10H7 se une al dominio
extracelular de longitud completa IL-1 R1 y también una proteina truncada que solo tiene los dominios 1y 2, que
demuestra que el epitopo para este anticuerpo estan dentro del dominio 1 o 2. Ninguno de los anticuerpos
analizados tiene reactividad cruzada con el receptor de tipo || humano o IL-1 R1 de rata.

Tabla 2
OA Hu siL-1 R1 Hu siL-1 R1 Hu siL-1 R1 Rata sIL-1 R1
Anticuerpo | (Control negativo) (Dominio 1+2+3)| (Dominio 1+2) | (Dominio 1+2+3) | (Dominio 1+2+3)

15C4 X Y X X X
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OA Hu sIL-1 R1 Hu sIL-1 R1 Hu sIL-1 R1 Rata siL-1 R1
Anticuerpo | (Control negativo) (Dominio 1+2+3)| (Dominio 1+2) | (Dominio 1+2+3) | (Dominio 1+2+3)
26F5 X y X X X
27F2 X v X X X
24E12 X v X X X
10H7 X V Xl X X
Ejemplo 2

Inhibicion in Vitro de la formacion del complejo del receptor de IL-1 de tipo | por anticuerpos anti-IL-1 R1

La capacidad de los anticuerpos para inhibir los acontecimientos de unién extracelular requeridos para la
sefializacion de IL-1 se evalud con proteinas recombinantes in vitro en un ensayo donde la unién de IL-1 a IL-1 R da
lugar a la formacién de un sitio de union de alta afinidad para IL-1RAcP. La unién de IL-1RAcP a IL-1 unida a IL-1 R
(denominado “formacion de complejo”) se mide del siguiente modo. Las proteinas recombinantes se incubaron en
ensayos de union en placas de microtitulacion en ausencia (control) o presencia de anticuerpos. Los valores de CI50
derivaron de las comparaciones de los valores control con los valores obtenidos en presencia del anticuerpo a
concentraciones entre 10 fM y1 uM. En resumen, el ensayo se realizé del siguiente modo: IL-1R1 biotinilado y perlas
recubiertas con estreptavidina (Dynal, Dynabeads M-28) se dispensaron en placas de microtitulacion. Después se
afiadié anticuerpo a los pocillos adecuados en una dilucion en serie que cubre un amplio abanico de
concentraciones. Se afadid IL-18 o IL-1a a una concentracion de 1 nM y se afadioé IL1 RAcP marcado con rutenio
(preparado con NHS-Tag (IGEN) de acuerdo con los protocolos IGEN) a una concentracion final de 5 nM. Tras
incubar 1 hora a temperatura ambiente, la reacciéon de unién se analizé con un instrumento ORIGEN™ 1.5 o M8
(IGEN International Inc.). La unién de IL-1 RAcP a IL-1 unida a IL- 1R1 se determin6 detectando la sefial de
electroquimioluminiscencia asociada con las perlas unidas a IL-1 R1. La reduccién de la sefal resultante de la
competicion del anticuerpo de la union de IL-1 o IL-1 RAcP se calculé como un porcentaje de la sefial ECL para la
unién maxima (sin competicion).

Se establecié la curva de respuesta de inhibicién para cada anticuerpo en estos ensayos de unién y las CI50 se
obtuvieron usando el software PRISM™. Los resultados de la inhibicién de IL-1 (3 acontecimientos de unién inducida
se representan en el grafico en la Figura 12. Los valores de CI50 para la inhibicion de la formacién del complejo se
muestran en la tabla 3 a continuacion. Los anticuerpos 15C4, 26F5, 27F2, y 24E12 inhiben fuertemente la formacion
del complejo. Estos anticuerpos son todos ellos ligandos del tercer dominio de IL-1 R1, como se ha descrito
anteriormente. El anticuerpo 10H7 pertenece a una clase de anticuerpos que se une a una construccion del IL-1 R
que carece del tercer dominio. 10H7 es un inhibidor menos potente de la unién dirigida por IL-1 de IL-1 RAcP que los
ligandos del tercer dominio. La inhibicién de la formacion del complejo por los anticuerpos de la invencion se
compard con la inhibicién por IL-1 ra. Los ligandos del tercer dominio demostraron una capacidad similar o
ligeramente superior para inhibir la formacion del complejo mediante comparacién con IL-1 ra.

La Figura 13 representa la capacidad del anticuerpo 15C4 para inhibir la formacién del complejo IL-1 R1/IL-1a/RAcP.
La CI50 para la formacion del complejo IL-1 R1/IL-1a/RAcP fue 43 pM.

Tabla 3
Anti-IL1-R1 humano
15C4 26F5 27F2 24E12 10H7 rll-1 ra
CI50 96 pM 160 pM 333 pM 348 pM 5.3 nM 555 pM
Limites del | 71 pM a129 (118 pM a 219|214 pM a 517| 223 pMa 542 | 3.6 nMa 7,5 | 414pM a 743

intervalo de pM pM pM pM nM pM
confianza del

95 %

Ejemplo 3

Anticuerpos Anti-IL-1 R1 inhiben la unién de IL-1B E il-1ra al receptor

La capacidad de los anticuerpos anti-IL-1 R1 para inhibir la IL-1 § o el IL-1 ra a IL-1 R1 se evalud en un ensayo con
proteinas recombinantes. La mezcla de reaccion contenia 0,1 mg/ml de Dynabeads M-280 Streptavidin (Dynal) y IL-

35



10

15

20

25

30

35

40

ES 2565189 T3

1 R1 biotinilado 1 nM. Los anticuerpos se afiadieron a concentraciones de 320 nM a 0,3 nM. La adicion de IL-13 (5
nM) o IL-1 ra (1 nM) marcados con rutenio inicié la unién que procedié durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
mezclas de reaccion se midieron como antes usando un instrumento ORIGEN™ 1.5 o M8 (IGEN International Inc.).
La competicion se calculd como el porcentaje de la sefial ECL para la unién maxima (sin competicion). Los
anticuerpos 15C4, 26F5, y 27F2, los anticuerpos mas potentes, bloquean la union del ligando (IL-18) al receptor,
pero no interfieren significativamente con la unién de IL-1 ra en comparaciéon con | IgG control. En contraste, el
anticuerpo 24E12 se une al receptor pero no bloquea la unién de IL-1B o de IL-1 ra al receptor. Por tanto, el
anticuerpo 24E12 representa una clase Unica de ligandos del tercer dominio distintos de la clase representada por
15C4, 26F5, y 27F2. El anticuerpo 10H7 inhibe la unién de IL-1B y de IL-1 ra al receptor. Los resultados se resumen
en la Figura 14.

Ejemplo 4

Ensayos en condrocitos y sangre entera humana

Condrocitos humanos primarios (Cell Applications Inc., San Diego, CA) se sembraron en placas de 96 pocillos a una
densidad de 10.000 células/pocillo en medio DMEM que contiene FBS al 1 % y Pen Strep al 1 % (GIBCO). Se dejé
que las células se recuperaran durante la noche antes de la adiciéon de anticuerpos anti-IL1-RI a concentraciones
que varian de nM a 0,1 pM durante 20 minutos. Se afadi6 IL-1B a una concentracion de 1 pM (~CE50) y los
sobrenadantes de los cultivos se recogieron tras 16 horas de incubacién a 37°C. Los niveles de IL-6 en el
sobrenadante se midieron usando un ELISA (Pierce-Endogen, Rockford, IL, n° de cat. EH2IL-65) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se establecio la curva de respuesta de inhibicién para cada anticuerpo de la invencién
en los ensayos basados en células y los valores de CI50 se obtuvieron usando el software PRISM™. Los
anticuerpos 15C4,26F5, y 27F2 son potentes inhibidores de la sefializacion de IL-1 en comparacion con IL-1 ra
(Figura 15A). Los anticuerpos 24E12 y 10H7 son marcadamente menos potentes que 15C4 y 27F2 (Figura 15B). Los
valores de CI50 para la inhibicidn de la produccion de IL-6 inducida por IL-1B en condrocitos humanos se muestran
en las Tablas 4A y 4B.

Los anticuerpos monoclonales Anti-IL-1 R1 15C4,26F5, y 27F2 se preincubaron 40-60 minutos con sangre entera
humana obtenida de voluntarios sanos en vacutainers con heparina sodica. Los ensayos se realizaron como se
indica a continuacion. 100 pl de sangre recién aislada se alicataron en pocillos de una placa de 96 pocillos. 50 pl del
anticuerpo se afiadieron en medio RPMi que contiene suero AB humano al 10 %. Después se afadio IL-18 a una
concentracion de 30 pM (CE50). Los sobrenadantes del cultivo se recogieron tras 18 horas y se midieron los niveles
de IL-6 en el sobrenadante usando un ELISA. Como control, el IL-1ra se preincubd 40-60 minutos con sangre entera
y la produccién de IL-6 se midié como se ha indicado antes. Los tres anticuerpos anti-IL-1 R1 bloquearon la actividad
de IL-1 con una potencia comparable a la de IL-1 ra (Figura 16). Los valores de CI50 para la inhibicién de la
produccion de IL-6 inducida por IL-1 en sangre entera se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4A
Anticuerpos anti-IL-1 R1 humanos
15C4 27F2 26F5 riL-1ra
CI50 16 pM 32 pM 26 pM 32 pM
Limites de confianza del| 15 pM a 18 pM |21 pM a 49 pM| 19pM a 36pM | 22 pM a 46 pM
95 %
Tabla 4B
Anticuerpos anti-IL-1 R1 humanos
15C4 27F2 10H7 24E12 riL-ra
CI50 7pM 28 pM 7,5 pM NA 20 pM

Limites de confianza del| 5,8pM a 7,9pM | 22pM a 35 pM | 5,6 nM a 10 nM NA 17 pM a 23 pM
95 %
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Tabla 5
Donante Parametros de 15C4 26F5 27F2 IL-1ra
analisis
CI50 126 pM 410 pM 249 pM 241 pM
1047
Limites de 47Pm a 339 pM (213 pM a 790 pM| 88 pM a 703 pM | 124pM a 471 pM
confianza del 95
%
CI50 111 pM 174 pM 579 pM 381 pM
1319
Limites de 59pM a 208pM | 60 pM a 501 pM (249 pM a 1,3 nM | 167 pM a 875 pM
confianza del 95
%
Compuesto CI50 126 pM 372 pM 387 pM 264 pM
(Datos Limites de 62pM a 255 pM [ 187 pM a 739 pM| 202pM a 748 pM | 134pM a 517pM
combinados) |confianza del 95
%
Ejemplo 5

Mutagénesis y mapeo de epitopos

La mutagénesis dirigida a sitio (Altered Sites® In Vitro Mutagenesis System, Promega, Madison WI) de IL-1 R1 se
usO para preparar un panel de proteinas mutantes ("muteinas") Se construyeron quince plasmidos mutados
diferentes (véanse las barras numeradas en la Figura 17). Los plasmidos que codifican estas proteinas sustituidas y
el IL-1 R1 parental se transfectaron de forma transitoria en células CHO. Los transfectantes simulados se generaron
como controles negativos. El medio acondicionado (CM) de estas células se concentré por 20 usando las columnas
de concentracion Centriprep 10 (Amicon) La expresion de las luteinas se evalu6 mediante SDS-PAGE vy
transferencia Western. Se expresaron trece proteinas mutantes a niveles que permitieron la evaluacién de la union
del anticuerpo. Las proteinas se cargaron en un gel, se sometieron a electroforesis y se transfirieron a membranas.
Las membranas se bloquearon en 1 % de leceh en PBS, Tween-20 al 0,1 % y después se incubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente con anticuerpos anti-IL-1 R 15C4, 27F2, o 24E12 a 0,5 ug/mL e PBS, Tween-20 al 0,1 %.
Tras lavar, las membranas se incubaron con IgG- Fc-HRP anti-humana de cabra. La sefal se detectd usando
sustrato de quimioluminiscencia (ECL) (Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Las secuencias especificas humanas
criticas para la union de anticuerpo se identificaron como aquellas secuencias que, cuando se sustituyeron con
secuencias de rata, redujeron o eliminaron la sefial ECL. El reconocimiento de 15C4 de los mutantes 1, 2,4y 10 se
alteré cuando se compardé con 24E12 (Figura 18, panel superior). De forma similar, la union de 27F2 de los mutantes
1, 2 y 4 se alter6 (Figura 18, panel central). 27F2 no tuvo ninguna unién significativa a los mutantes 12, 13, 14y 15
(Figura 18, panel inferior).

El aislamiento y caracterizacion de los anticuerpos anti-IL-1 R1 han identificado tres clases distintas de anticuerpos
competitivos (Figura 19). Los inhibidores mas fuertes de la actividad biolégica de IL-1, como se demuestra en
bioensayos basados en células, son los anticuerpos que se unen al tercer dominio de IL-1R1 y previenen la
asociacion de IL-1B. Los experimentos de mapeo del epitopo usando un panel de proteinas mutantes en el tercer
dominio han demostrado que esta clase de anticuerpos, que incluye 15C4, 27F2 y 26F5, comparte un epitopo
conformacional solapante pero no idéntico. Las Figuras 20 y 21 ilustran la posicién de los epitopos de 15C4 en el
tercer dominio del receptor de IL-1, en un diagrama de lazo de un receptor de IL-1 unido a IL-1 ra (Schreuder et al.,
1997, Nature 386:194-200). Los residuos del receptor de IL-1 que definen la unidén de la clase mas potente de
anticuerpos se ilustran en gris. Estos anticuerpos han demostrado una potencia superior y, por tanto, estos epitopos
definen sitios de unién para anticuerpos de una clase superior. Los sitios de unién de 15C4 y 27F2 son solapantes,
pero no idénticos, determinado por el analisis mutacional de los 15 sitios diferentes dentro del IL-1 R1 descrito
anteriormente, Los sitios se representan en la Figura 17 como las barras numeradas encima de la secuencia de la
proteina. Los sitios de interaccion criticos parecen estar dentro de las mutaciones en los sitios 1 (LSDIA; SEQ ID NO
41) 2, (VIDE; SEQ ID NO 42), 4, (YSV) Y 10 (TCFA; SEQ ID NO 43). Los sitios de unién de 15C4 y 27F2 estan
comprendidos dentro de los sitios 1y 2, ya que la sustitucion de los residuos de rata para los residuos humanos en
cualquiera de los sitios anula la unién. 27F2 difiere de 15C4 en que los cambios en el sitio 4 anulan completamente
su unién, mientras que la unién de a15C4 se reduce pero no se elimina completamente. La mutacién 10 también
reduce la unién de 15C4, pero 27F2 no tienen ninguna interaccion obvia con este sitio. El examen de la estructura
cristalina revela que estos residuos definen una cara del tercer dominio que esta orientada hacia el espacio ocupado
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por el ligando unido (Figuras 20 y 21) (Vigers et al., 1997, Nature 386:190-194).

La segunda clase de anticuerpos identificados, representados por 10H7, no requiere el tercer dominio de unién vy, al
contrario que la clase preferida, inhibe la unidon del IL-1 ra. Esta clase es activa en bioensayos, pero es menos
potente que la clase preferida.

En contraste con la fuerte inhibicion de los bioensayos de IL-1 con la clase preferida de anticuerpos, 24E12 es un
inhibidor ineficaz en bioensayos. El anticuerpo 24E12 inhibe la unién de IL-1 RAcP con IL-1 unida IL-1R. El epitopo
para esta clase de anticuerpos, definido por los mutantes 12, 13, 14 y 15, esta proximal al dominio transmembrana
de IL-1R1 y esta en una region no implicada directamente en IL-1 o en la union del IL-1 ra (Figura 22).

Ejemplo 6

Clonacidn de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo anti-IL1-R1

Clonacion de la cadena ligera del MAb 15C4 anti-IL1-R1

Las cadenas ligeras de diez hibridomas que expresan los anticuerpos monoclonales de union a alL1-RI, 15C4, 27F2,
y 26F5, se clonaron el vector de expresion de células de mamifero pDSRa19 (véase la publicacion de solicitud
internacional n® WO 90/14363.

La construccioén del plasmido que codifica la cadena ligera kappa de 15C4 se describe explicitamente en el presente
documento; la clonacion de la otra especie de cadena ligera se realizé usando procedimientos similares. La region
variable de la cadena ligera kappa de alL-1 R1 15C4 se obtuvo usando amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de la primera hebra del ADNc preparado del ARN total del hibridoma all_1-RI de 15C4 preparado
usando el reactivo TRIzol® (Invitrogen). La primera hebra de ADNc se sintetizd usando un cebador aleatorio con un
adaptador de extension 5'- GGC CGG ATA GGC CTC CAN NNN NNT -3'; SEQ ID NO 44) y un 5' RACE
(amplificacion rapida de los extremos del ADNc) se realizé usando el kit GeneRacer™ (Invitrogen). Para la cadena
ligera completa, el cebador directo fue el cebador anidado GeneRacer™ (5' GGA CAC TGA CAT GGA CTG AAG
GAG TA -3'; SEQ ID NO 45) y el cebador inverso fue 5'- GGG GTC AGG CTG GAA CTG AGG -3' (SEQ ID NO 46).
Los productos de RACE se clonaron en pCR4-TOPO (Invitrogen) y se determinaron las secuencias de ADN. La
secuencia del ADN consenso de la cadena kappa de 15C4 se usé para disefiar cebadores para la amplificaciéon por
PCR del anticuerpo de longitud completo. El cebador de PCR de la cadena kappa 5’ codifico el extremo amino de la
secuencia sefial y un sitio para la enzima de restriccion Xbal y una secuencia Kozak optimizada ((5'- CAG CAG AAG
CTT CTA GAC CAC CAT GTC GCC ATC ACA ACT CAT TGG G -3'; SEQ ID NO 47). El cebador 3’ codifico el
extremo carboxilo y el codon de terminacion, asi como el sitio de restriccion Sa/l (5- CTT GTC GAC TCA ACACTC
TCC CCT GTT GAA GCT C -3; SEQ ID NO 48).

cebador de la cadena kappa 5'alL-1 R1 15C4 (SEQ ID NO 47):

5’- CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC CAT GTC GCC ATC ACA ACT
Xbal Kozak M S P S Q L
CATTGG G-3’
I G (SECID N°:49)

cebador de la cadena kappa 3'alL-1 R1 15C4 (SEQ ID NO 48):

5°- CTT GTC GAC TCA ACACTCTCCCCT GTTGAAGCTC-3
Salf * C E G R N F S (SECIDN:50)

El clon de la cadena kappa de longitud completa de alL-1 R1 15C4 se obtuvo usando el clon pCR4:15C4 cadena
kappa mediante amplificacion con PCR con los cebadores de la cadena kappa de 15C4 de alL-1 R1 5'y 3'. La
reaccion de PCR generd un producto de 733 pares de bases que codifican los 233 residuos de aminoacidos (incluida
la secuencia sefal de la cadena kappa de 19 aminoacidos) de la regidn variable de la cadena kappa de alL-1 R1
15C4. El producto de la amplificacion con PCR se purificaron usando un kit de purificaciéon QlAquick PCR (Qiagen N°
de catalogo 28104), se corté con Xbal ySall, se aisl6 en gel y se purificé usando un kit de extraccion QlAquick Gel
(Qiagen n° de catalogo 28704). Este fragmento de PCR que contiene la cadena kappa completa aE-1 R1 15C4 se
ligd después en el vector de expresion de mamiferos pDSRa19. El clon de expresion de la cadena kappa de 15C4
se secuencié para confirmar que codificaba el mismo péptido que se identificé en el hibridoma 15C4. EIl vector de
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expresion final, pDSRa19:15C4 I1gG1, cadena kappa, tiene 5468 pares de bases y contiene las siete regiones
funcionales que se describen en la Tabla 6.

Tabla 6
Numero de pares de bases
del plasmido
2 a 881 Una sefal de poliadenilaciéon/terminacion de la transcripcion de la subunidad o de la hormona

glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res.
11:6873-82; Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027  |Un minigén de dihidrofolato reductasa (DHFR) de ratén que contiene el promotor de DHFR
enddgeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de
poliadenilacidon/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem.
257:5143-7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 |Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen
de replicacion del plasmido en E. coli (NUmero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292 |Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988,
Mol. Cell Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 |Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 |Intrédn de SV40 16S, 19S, sefiales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama y Berg,
1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 5468 |EI ADNc de IgG1, cadena ligera de 15C4, entre los sitios Xbal y Sa/l

Construccion de pDSR19:higG1CH

Se construy6 un plasmido de expresion pDSRa.19:regién variable de rata/region constante humana IgG1 (rVh/hCh1)
MAb como resultado de una unién de tres piezas del producto de la PCR de la regién variable de anticuerpos de rata
terminada con Xba\ y BsmB, la region constante de IgG1 humana (dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3) derivada por
escision con Sa/l y aislamiento en gel del fragmento de SsmBI y Sa/l del plasmido lineal pDSRa19:higG1 CH
(extremos H/'nc/l 11 y SsmBl) y un pDSRa19 linealizado con extremos Xba\ y Sa/l (véase la solicitud de patente
provisional de EE.UU. de propiedad conjunta y pendiente de tramitacion n® 60/370,407, presentada el 5 de abril de
2002, "Human Anti-OPGL Neutralizing Antibodies As Selective OPGL Pathway Inhibitors", incorporado por referencia
El vector de expresion final, pDSRa19 9:region variable de rata/Region constante humana IgG1 (rVh/hCh1), tiente
6158 pares de bases y contiene las siete regiones funcionales que se describen en la Tabla 7.

Tabla 7
Numero de pares de bases
del plasmido
2 a 881 Una sefial de poliadenilacion/terminacion de la transcripcion de la subunidad o de la hormona

glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-
82; Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027 Un minigén de dihidrofolato reductasa (DHFR) de ratéon que contiene el promotor de DHFR
endégeno de ratén, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de
poliadenilaciéon/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S,
A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143+
7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 [Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen de
replicacion del plasmido en E. coli (Nimero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292 |Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988, Mol.
Cell Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)
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Numero de pares de bases

del plasmido

4299 a 4565

Un elemento potenciador de la traduccién del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730

Intrén de SV40 16S, 19S, sefales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama y Berg,
1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 6158

El ADNc de la cadena pesada de hVh/hCh1 , entre los sitios Xbal y Sa/l La secuencia de este
fragmento de la cadena pesada, mas adelante (SEQ ID NO 51) con las secuencias de los sitios de
restriccion subrayados:
Abal
TCTAG ACCACCATGG ACATCAGGCT CAGCTTAGTT TTCCTTGTCC
TTTTCATAAA AGGTGTCCAG TGTGAGGTAG AACTGGTGGA
GTCTGGGGGC GGCTTAGTAC AACCTGGAAG GTCCATGACA
CTCTCCTGTG CAGCCTCGGG ATTCACTTTC AGAACCTATG GCATGGCCTG
_GGTCCGCCAG GOCCCAACGA AGGGTCTGGA GTGGGTCTCA

TCAATTACTG CTAGTGGTGG TACCACCTAC TATCGAGACT CCGTGAAGGG
CCGCTTCACT ATTTTITAGGG ATAATGCAAA AAGTACCCTA TACCTGCAGA
TGGACAGTCC GAGGTCTGAG GACACGGCCA CTTATTTCTG TACATCAATT

BsmB1

TCGGAATACT GGGGCCACGG AGTCATGGTC ACCGTCICTA
OTGCCTCCACCAAGGGCCCA TCGGTCTTCC CCCTGGCACC CTCCTCCAAG
AGCACCTCTGGGGGCACAGC GGCCCTGGGC TGCCTGGTCA AGGACTACTT
CCCCGAACCG GTGACGGTGT CGTGGAACTC AGGCGCCCTG
ACCAGCGGCG TGCACACCTT CCCGGCTGTC CTACAGTCCT CAGGACTCTA
CTCCCTCAGC AGCGTGGTGACCGTGCCCTC CAGCAGCTTG GGCACCCAGA
CCTACATCTG CAACGTGAATCACAAGCCCA GCAACACCAA
GGTGGACAAG AAAGTTGAGC CCAAATCTTG TGACAAAACT
CACACATGCC CACCGTGCCC AGCACCTGAA CTCCTGGGGG
GACCGTCAGT CTTCCTCTTC CCCCCAAAAC CCAAGGACAC CCTCATGATC
TCCCGGACCC CTGAGGTCAC ATGCGTGGTG GTGGACGTGA
GCCACGAAGACCCTGAGGTC AAGTTCAACT GGTACGTGGA
CGGCGTGGAG GTGCATAATG CCAAGACAAA GCCGCGGGAG
GAGCAGTACA ACAGCACGTA CCGTGTGGTC AGCGTCCTCA
CCGTCCTGCA CCAGGACTGG CTGAATGGCA
AGGAGTACAAGTGCAAGGTC TCCAACAAAG CCCTCCCAGC
CCCCATCGAG AAAACCATCTCCAAAGCCAA AGGGCAGCCC
CGAGAACCAC AGGTGTACAC CCTGCCCCCA TCCCGGGATG
AGCTGACCAA GAACCAGGTC AGCCTGACCT GCCTGGTCAA
AGGCTTCTAT CCCAGCGACA TCGCCGTGGA GTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAA CTACAAGACC ACGCCTCCCG
TGCTGGACTC CGACGGCTCC TTCTTCCTCT ATAGCAAGCT CACCGTGGAC
AAGAGCAGGT GGCAGCAGGG GAACGTCTTC TCATGCTCCG
TGATGCATGA GGCTCTGCAC AACCACTACA CGCAGAAGAG
CCTCTCCCTG TCTCCGGGTA

Sall
AATGATAAGT CGAC

El plasmido lineal pDSR1a9:higG1Cy se prepard digiriendo el plasmido pDSR19:region variable de rata/region
constante humana IgG1 con las enzimas de restriccion Xbal y BsmBI para eliminar la region variable de rata y
purificar usando el kit de extraccién QIAquick Gel Extraction kit. El plasmido lineal pDSRa19:higG1CH que contiene

el dominio de la region constante de IgG14 humana de 1kpb se us6 para aceptar el hibridoma derivado de las
regiones variables del anticuerpo anti-IL-1R1.

Clonacién de la cadena pesada del MAb 15C4 anti-IL1-R1

Las cadenas pesadas de diez hibridomas que expresan los anticuerpos monoclonales de union a alL1-RI, 15C4,
27F2, y 26F5, se clonaron el vector de expresion de células de mamifero pDSRa19. La construccion del plasmido
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que codifica la cadena pesada de 15C4 se describe explicitamente; la clonacién de la otra especie de cadena
pesada se realizé usando procedimientos similares. La region variable de la cadena pesada de alL-1 R1 15C4 se
obtuvo usando procedimientos de amplificacion por PCR de la primera hebra del ADNc preparado del ARN total del
hibridoma alL-1 R1 de 15C4 preparado usando el reactivo TRIzol®. La primera hebra de ADNc se sintetizd usando
un cebador aleatorio con un adaptador de extensién 5'- GGC CGG ATA GGC CTC CAN NNN NNT -3'; SEQ ID NO
44) y un 5' RACE (amplificacion rapida de los extremos del ADNc) se realizé usando el kit GeneRacer™. Para la
cadena pesada de longitud parcial, el cebador directo fue el cebador anidado GeneRacer™ (5' GGA CAC TGA CAT
GGA CTG AAG GAG TA -3'; SEQ ID NO 45) y el cebador inverso fue 5'- TGA GGA CGC TGA CCA CAC G -3' (SEQ
ID NO 52). Los productos de RACE se clonaron en pCR4-TOPO y se determinaron las secuencias de ADN. La
secuencia del ADN consenso de la region variable de la cadena pesada de 15C4 se us6 para disefiar cebadores
para la amplificacion por PCR de la region variable de la cadena pesada. El cebador de PCR de la cadena pesada 5’
codific el extremo amino de la secuencia sefial y un sitio para la enzima de restriccion Xbal y una secuencia Kozak
optimizada (5'-CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC CAT GGG GTC AAC CGC CAT CCT CG- 3'; SEQ ID NO 53). El
cebador 3’ codificé el extremo carboxilo de la regién variable, incluida un sitio para BsmB en la hebra sentido natural
(5'-GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTG ACC AGG GTT CC-3'; SEQ ID NO 54).

cebador de la cadena pesada 5'alL-1 R1 15C4 (SEQ ID NO 53):

5’- CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC C ATG GGG TCA ACC GCC
Xbal Kozak M G S T A

ATC CTCG -3’
I L (SEC ID N°:55)

cebador de la cadena pesada de 3'alL-1 R1 15C4 (SEQ ID NO 54):
5°- GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTG ACC AGG GTT CC-3’
T S A S S V T V L T G (SECIDN:56)

BsinBI

Construccion del clon de expresion de la cadena pesada de IgG1 anti-IL1-R1

El clon de la cadena pesada de longitud completa de alL-1 R1 15C4 se obtuvo del clon pCR4:15C4 cadena pesada
mediante amplificacion con PCR con los cebadores de la cadena pesada de 15C4 de alL-1 R1 5"y 3'. La reaccion de
PCR gener6é un producto de 442 pares de bases que codifican los 137 residuos de aminoacidos (incluida la
secuencia sefial de la cadena pesada de 19 aminoacidos) de la region variable de la cadena pesada de alL-1 R1
15C4. El producto de la PCR se purificé usando un kit de purificacion QlAquick PCR y después se digirié con Xba\ y
SsmBl, se aislé en gel y se purificd usando un kit de extraccion en gel QlAquick. Este fragmento que contiene la
region variable de la cadena pesada de alL-1 R1 15C4 completa se ligd después en el vector de expresion en
mamiferos pDSRa19:higG1CH. El clon de expresion de IgG1 cadena pesada de 15C4 se secuencié su ADN para
conformar que codificada el mismo péptido de la regidon variable de la cadena pesada que se identifico en el
hibridoma 15C4. El vector de expresion final, pDSRa19:15C4 IgG1, cadena pesada, tenia 6173 pares de bases y
contenia las siete regiones funcionales que se describen en la Tabla 8.

Tabla 8
Numero de pares de bases
del plasmido
2 a 881 Una senal de poliadenilacidon/terminacion de la transcripcion de la subunidad o de la hormona

glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82;
Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027 Un minigén de dihidrofolato reductasa (DHFR) de raton que contiene el promotor de DHFR
endégeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc vy las sefiales de
poliadenilaciéon/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,
79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143-7;
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)
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2031 a 3947 |Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen de
replicacion del plasmido en E. coli (Numero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292  [Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988, Mol. Cell
Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 |Un elemento potenciador de la traduccién del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983, Proc. Natl.
)Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 |Intrdn de SV40 16S, 19S, sefales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama y Berg, 1983.
Mol. Cell Biol. 3:280-9; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 6173 |EI ADNc de IgG1, cadena pesada de 15C4, entre los sitios Xbal y Sa/l

Construccion de pDSR19:hlgG2Cy

Se construyé un plasmido de expresion pDSR1a9:regidon variable humana/region constante humana IgG2
((hVh/hCh2) Mab como resultado de una unién de tres piezas del producto de PCR de la regién variable del
anticuerpo humano digerido con Xba\ y BsmBI, un gel aisl6 la region constante de IgG2 humana digerida con BsmBI
y BsmB (dominios Cus, bisagra, Crz y Chs) y un producto pDSRa19 linealizado. El vector de expresion final,
pDSRa19:regiéon variable humana/region constante humana IgG1 (hVh/hCh2) (véase la solicitud de patente
provisional de EE.UU. de propiedad conjunta y pendiente de tramitacion n® 60/370,407, presentada e5 5 de abril de
2002, "Human Anti-OPGL Neutralizing Antibodies As Selective OPGL Pathway Inhibitors"), tienen 6164 pares de
bases y contiene las 7 regiones funcionales descritas en la tabla 9.

Tabla 9

NuUmero de pares de bases
del plasmido

2a881 |Una sefial de poliadenilacion/terminacion de la transcripcion de la subunidad o de la hormong
glicoproteica de la hipdfisis bovina (o-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Numero
de registro en Genbank X00004)

882 a Un minigén de dihidrofolato reductasa (DHFR) de ratéon que contiene el promotor de DHFR enddgeno de
2027 raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de poliadenilacion/terminacion de Ig
transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell
19:355-64; Setzeret al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143-7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260:2307-

14)
2031 a [Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen de
3947 replicacion del plasmido en E. coli (Numero de registro en Genbank J01749)

3949 a  |Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol.
4292 8:466-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a Un elemento potenciador de la traduccién del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983, Proc. Natl. Acad.
4565 Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a  |(Intron de SV40 16S, 19S, sefales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama y Berg, 1983. Mol,
4730 Cell Biol. 3:280-9; Numero de registro en Genbank J02400)

4755a |ElI ADNc de la cadena pesada de hVh/hCh2, entre los sitios Xbal y Sa/l La secuencia de este fragmento
6164 de la cadena pesada, mas adelante (SEQ ID NO 57) con los sitios de restriccion subrayados. Xbal
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TCTAGA CCACCATGGA CATGAGGGTC CCCGCTCAGC TCCTGGGGCT
CCTGCTATTG TGGTTGAGAG GTGCCAGATG TGAGGTCCAG
CTGGTGCAGTCTGGGGGAGG CTTGGTACAT CCTGGGGGGT CCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGGCTCTGGAT TCACCTTCAG TGGCCATGCT TTGCACTGGG
TTCGCCAGGCTCCAGGAAAA GGTCTGGAGT GGGTATCAGG TATTGGTACT
CATGGTGGGACATACTATGC AGACTCCGTG AAGGGCCGAT TCACCATCTC
CAGAGACAATGCCAAGAACT CCTTGTTTCT TCAAATGAAC AGCCTGAGCG
CCGAGGACATGGCTGTGTAT TACTGTACAA GAAGAAACTG

BsmB1
GGGACAATTT GACTACTGGGGCCAGGGAAC CCTGGTCACC GTCTCTAGTG
CCTCCACCAA GGGCCCATCGGTCTITCCCCC TGGCGCCCTG CTCCAGGAGC
ACCTCCGAGA GCACAGCGGCCCTGGGCTGC CTGGTCAAGG ACTACTTCCC
CGAACCGGTG ACGGTGTCGTGGAACTCAGG CGCTCTGACC
AGCGGCGTGC ACACCTTCCC AGCTGTCCTACAGTCCTCAG GACTCTACTC
CCTCAGCAGC GTGGTGACCG TGCCCTCCAGCAACTTCGGC ACCCAGACCT
ACACCTGCAA CGTAGATCAC AAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGACA GTTGAGCGCA AATGTTGTGT
CGAGTGCCCACCGTGCCCAG CACCACCTGT GGCAGGACCG TCAGTCTTCC
TCTTCCCCCCAAAACCCAAG GACACCCTCA TGATCTCCCG GACCCCTGAG
GTCACGTGCGTGGTGGTGGA CGTGAGCCAC GAAGACCCCG
AGGTCCAGTT CAACTGGTACGTGGACGGCG TGGAGGTGCA
TAATGCCAAG ACAAAGCCAC GGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTG TGGTCAGCGT CCTCACCGTT GTGCACCAGGACTGGCTGAA
CGGCAAGGAG TACAAGTGCA AGGTCTCCAA
CAAAGGCCTCCCAGCCCCCA TCGAGAAAAC CATCTCCAAA
ACCAAAGGGC AGCCCCGAGAACCACAGGTG TACACCCTGC
CCCCATCCCG GGAGGAGATG ACCAAGAACCAGGTCAGCCT
GACCTGCCTG GTCAAAGGCT TCTACCCCAG CGACATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGG GCAGCCGGAG AACAACTACA
AGACCACACCTCCCATGCTG GACTCCGACG GCTCCTTCTT CCTCTACAGC
AAGCTCACCGTGGACAAGAG CAGGTGGCAG CAGGGGAACG
TCTTCTCATG CTCCGTGATGCATGAGGCTC TGCACAACCA CTACACGCAG Sall

AAGAGCCTCT CCCTGTCTCCGGGTAAATGA TAAGTCGAC

El plasmido lineal pDSRa19:higG4CH se prepard digiriendo el plasmido pDSR19:region variable humana/region
constante humana IgG2 con las enzimas de restriccion Xbal y BsmBl para eliminar la region variable humana y
purificar usando el kit de extraccién QIAquick Gel Extraction kit. El plasmido lineal pDSRa19:hIgG2CH que contiene

el dominio de la regién constante de IgG2 humana de 1kpb se us6 para aceptar el hibridoma derivado de las
regiones variables del anticuerpo anti-IL-1R1.

Construccion del clon de expresion de la cadena pesada de IgG2 anti-IL1-RI

El fragmento de la region variable de la cadena pesada de alL-1 R1 15C4, descrito anteriormente, se ligd en el
vector de expresion en mamiferos pDSRa19:higG2CH. El clon de expresion de 1IgG2 cadena pesada de 15C4 se
secuencio su ADN para confirmar que codificaba el mismo péptido de la region variable de la cadena pesada que se
identifico en el hibridoma 15C4. El vector de expresion final, pPDSRa.19:15C4 IgG2, cadena pesada, tenia 6161 pares
de bases y contenia las siete regiones funcionales que se describen en la Tabla 10.

Tabla 10
Numero de pares de bases
del plasmido
2 a 881 Una sefial de poliadenilacion/terminacion de la transcripciéon de la subunidad o de la hormona
glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res|
11:6873-82; Numero de registro en Genbank X00004)
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882 a 2027  |Un minigén de dihidrofolato reductasa (DHFR) de ratén que contiene el promotor de DHFR
enddgeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefales de
poliadenilacién/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem.
257:5143-7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 |Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen
de replicacion del plasmido en E. coli (NUmero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292 |Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988,
Mol. Cell Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 |Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 |Intron de SV40 16S, 19S, sefales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama y Berg,
1983. Mol. Cell Biol. 3:2809; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 6161 |EI ADNc de la cadena pesada 15C4 de IgG2 entre los sitios Xba\ y Sa/l

Construccion de pDSR19:higG4CH

Se construyd un plasmido de expresion pDSRal9:region variable humana/regidon constante humana IgG4
((hVh/hCh4) Mab como resultado de una unién de tres piezas del producto de PCR de la regién variable del
anticuerpo humano digerido con Xba\ y BsmBI, un gel aisl6 la region constante de IgG4 humana digerida con BsmBI
y Sail (dominios CH2, bisagra, CH2 y CH3) y un pDSRa.19 linealizado. El vector de expresion final, pPDSRa19:region
variable humana/region constante humana IgG4 (hVh/hCh4) (véase la solicitud de patente provisional de EE.UU. de
propiedad conjunta y pendiente de tramitacion n® 60/370,407, presentada e5 5 de abril de 2002, "Human Anti-OPGL
Neutralizing Antibodies As Selective OPGL Pathway Inhibitors"), tienen 6167 pares de bases y contiene las 7
regiones funcionales descritas en la tabla 11.

Tabla 11
Numero de pares de bases
del plasmido
2 a 881 Una senal de poliadenilacion/terminacion de la transcripcion de la subunidad o de la hormona

glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82;
Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027 Un minigén de dihidrofolato reductasa (DHFR) de raton que contiene el promotor de DHFR
endégeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc vy las sefiales de
poliadenilaciéon/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,
79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143-7;
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 [Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen de
replicacion del plasmido en E. coli (Nimero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292  |Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988, Mol. Cell
Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 |Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983, Proc. Natl,
)Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 |Intron de SV40 16S, 19S, sefiales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama y Berg, 1983,
Mol. Cell Biol. 3:2809; Numero de registro en Genbank J02400)
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4755 a 6167 |El ADNc de la cadena pesada de hVh/hCh4 , entre los sitios Xbal y Sa/l La secuencia de este
fragmento de la cadena pesada, mas adelante (SEQ ID NO 58) con los sitios de restriccion
subrayados:
Abal .

TCT AGACCACCAT GGACATGAGG GTCCCCGCTC AGCTCCTGGG

GCTCCTGCTA TTGTGGTTGA GAGGTGCCAG ATGTGAGGTC

CAGCTGGTGCAGTCTGGGGG AGGCTTGGTA CATCCTGGGG

GGTCCCTGAG ACTCTCCTGTGCAGGCTCTG GATTCACCTT CAGTGGCCAT

GCTTTGCACT GGGTTCGCCAGGCTCCAGGA AAAGGTCTGG AGTGGGTATC

AGGTATTGGT ACTCATGGTGGGACATACTA TGCAGACTCC GTGAAGGGCC

GATTCACCAT CTCCAGAGACAATGCCAAGA ACTCCTTGIT TCTTCAAATG

AACAGCCTGA GCGCCGAGGACATGGCTGTG TATTACTGTA

CAAGAAGAAA CTGGGGACAA TTTGACTACTGGGGCCAGGG

BsmB1
AACCCTGGTC ACCGTCTICTA GTGCCAGCAC CAAGGGGCCATCCGICTTCC

CCCTLLGUGUC CIGUTCCAGOG AGCACCTCCG
AGAGCACAGCCGCCCTGGGC TGCCTGGTCA AGGACTACTT
CCCCGAACCG GTGACGGTGTCGTGGAACTC AGGCGCCCTG
ACCAGCGGCG TGCACACCTT CCCGGCTGTCCTACAGTCCT CAGGACTCTA
CTCCCTCAGC AGCGTGGTGA CCGTGCCCTCCAGCAGCTTG GGCACGAAGA
CCTACACCTG CAACGTAGAT CACAAGCCCAGCAACACCAA
GGTGGACAAG AGAGTTGAGT CCAAATATGG TCCCCCATGCCCATCATGCC
CAGCACCTGA GTTCCTGGGG GGACCATCAG TCTTCCTGTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CTCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCACGTGCGTGGT
GGTGGACGTG AGCCAGGAAG ACCCCGAGGT
CCAGTTCAACTGGTACGTGG ATGGCGTGGA GGTGCATAAT
GCCAAGACAA AGCCGCGGGAGGAGCAGTTC AACAGCACGT
ACCGTGTGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGCACCAGGACTG GCTGAACGGC
AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCAACAAAGGCCTCCCGT
CCTCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA
AAGGGCAGCCCCGAGAGCCA CAGGTGTACA CCCTGCCCCC
ATCCCAGGAG GAGATGACCAAGAACCAGGT CAGCCTGACC
TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA CCCCAGCGACATCGCCGTGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA
ACTACAAGACCACGCCTCCC GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC
TACAGCAGGCTAACCGTGGA CAAGAGCAGG TGGCAGGAGG
GGAATGTCTT CTCATGCTCCGTGATGCATG AGGCTCTGCA CAACCACTAC
Sall
ACACAGAAGA GCCTCTCCCTGTCTCTGGGT AAATGATAAG TCGAC

El plasmido lineal pDSRa19:higG4CH se prepard digiriendo el plasmido pDSR19:region variable humana/region
constante humana IgG4 con las enzimas de restriccion Xbal y BsmBl para eliminar la region variable humana y
purificar usando el kit de extraccién QIAquick Gel Extraction kit. El plasmido lineal pDSRa19:higG4CH que contiene
el dominio de la regién constante de IgG4 humana de 1kpb se us6 para aceptar el hibridoma derivado de las
regiones variables del anticuerpo alL-1R

Construccion del clon de expresion de 1IgG4 de cadena pesada anti-IL1-RI

El fragmento de la region variable de la cadena pesada de alL-1 R1 15C4, descrito anteriormente, se ligd en el
vector de expresion en mamiferos pDSRa19:higG4CH. El clon de expresion de IgG4 cadena pesada de 15C4 se
secuencio su ADN para confirmar que codificaba el mismo péptido de la regién variable de la cadena pesada que se
identificd en el hibridoma 15C4. El vector de expresion final, pPDSRa19:15C4 1gG4, cadena pesada, tenia 6164 pares
de bases y contenia las siete regiones funcionales que se describen en la Tabla 12.
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Tabla 12
Numero de pares de bases
del plasmido
2 a 881 Una sefial de poliadenilacién/terminacion de la transcripciéon de la subunidad o de la hormona

glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res|
11:6873-82; Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027  |Un minigén de dihidrofolato reductasa (DHFR) de ratén que contiene el promotor de DHFR
enddgeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefales de
poliadenilaciéon/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem.
257:5143-7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 [Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen
de replicacion del plasmido en E. coli (NUmero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292 |Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988,
Mol. Cell Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 |Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 |Intron de SV40 16S, 19S, sefales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama y Berg,
1983. Mol. Cell Biol. 3:2809; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 6164 |EI ADNc de IgG2, cadena pesada de 15C4, entre los sitios Xbal y Sa/l

Ejemplo 7

Expresion de anticuerpos anti-IL-1 R1 en células de ovario de hamster chino (CHO)

Los anticuerpos anti-IL-1 R1 recombinantes se generan en células de ovario de hamster chino, especificamente
CHO AM-1/D, como se divulga en la patente de EE.UU. n°: 6.210.924.

En resumen, las secuencias de ADN que codifican las cadenas pesada o ligera completas de cada anticuerpo anti-
IL-1 R1 de la invencion se clonan en vectores de expresion. Las células CHO AM-1/D se co-transfeccionan con un
vector de expresion capaz de expresar una cadena pesada completa y un vector de expresién que expresa la
cadena ligera completa del anticuerpo anti-IL-1 R1 adecuado. Por ejemplo, para generar el anticuerpo 26F5, las
células se co-transfeccionan con un vector capaz de expresar una cadena ligera completa que comprende la
secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 38 y un vector capaz de expresar una cadena pesada
completa que comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 20, la SEQ ID NO 22 o la
SEQ ID NO 24. Para generar el anticuerpo 27F2, las células se co-transfeccionan con un vector capaz de expresar
una cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 38; y un
vector capaz de expresar una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos que se expone
en la SEQ ID NOID N° 26, la SEQ ID NO 28 o la SEQ ID NO 30. Para generar el anticuerpo 15C4, las células se co-
transfeccionan con un vector capaz de expresar una cadena ligera completa que comprende la secuencia de
aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 40; y un vector capaz de expresar una cadena pesada completa que
comprende la secuencia de aminoacidos que se expone en la SEQ ID NOID N° 32, la SEQ ID NO 34 o la SEQ ID
NO 36. En la Tabla 13 se resumen las cadenas ligera y pesada completas para los diversos anticuerpos de IL-1 R1.
La designacion ".../IgG_" describe la secuencia de la region constante del anticuerpo concreto.

Tabla 13
IAnticuerpo Regién variable de la cadena pesada + region constantelCadena pesada completa
de la cadena pesada
26F5/lgG1 (nucleétido) SEQID NO 9 +SEQ ID NO 1 SEQID NO 19
26F5/lgG1 (aminoacido) SEQ ID NO 10 +SEQ ID NO 2 SEQ ID NO 20
26F5/lgG2 (nucleétido) SEQIDNO9+SEQIDNO 5 SEQ ID NO 21
26F5/lgG2 (aminoacido) SEQID NO 10 +SEQ ID NO 6 SEQ ID NO 22
26F5/IgG4 (nucleétido) SEQIDNO 9 +SEQIDNO7 SEQ ID NO 23

46



10

15

20

25

30

ES 2565189 T3

Anticuerpo Region variable de la cadena pesada + region constante |Cadena pesada completa
de la cadena pesada
26F5/IgG4 (aminoacido) SEQID NO 10 +SEQ ID NO 8 SEQ ID NO 24
27F2/IgG1 (nucledtido) SEQ ID NO 13 +SEQ ID NO 1 SEQ ID NO 25
27F2/IgG1 (aminoéacido) SEQ ID NO 14 +SEQ ID NO 2 SEQ ID NO 26
27F2/1gG2 (nucledtido) SEQID NO 13 +SEQ ID NO 5 SEQ ID NO 27
27F2/IgG2 (aminoacido) SEQID NO 14 +SEQ ID NO 6 SEQ ID NO 28
27F2/IgG4 (nucledtido) SEQID NO 13 +SEQIDNO 7 SEQ ID NO 29
27F2/IgG4 (aminoacido) SEQID NO 14 +SEQ ID NO 8 SEQ ID NO 30
15C4/IgG1 (nucledtido) SEQ ID NO 15 +SEQ ID NO 1 SEQ ID NO 31
15C4/IlgG1 (aminoacido) SEQ ID NO 16 +SEQ ID NO 2 SEQ ID NO 32
15C4/IgG2 (nucledtido) SEQ ID NO 15 +SEQ ID NO 5 SEQ ID NO 33
15C4/IlgG2 (aminoacido) SEQ ID NO 16 +SEQ ID NO 6 SEQ ID NO 34
15C4/IlgG4 (nucledtido) SEQID NO15+ SEQID NO 7 SEQ ID NO 35
15C4/IgG4 (aminoacido) SEQ ID NO 16 + SEQIDNO:8 SEQ ID NO 36

Anticuerpo Region variable de la cadena ligera + region constante de| Cadena ligera completa

la cadena ligera

26F5/27F2 (nucledtido) SEQIDNO 11+ SEQIDNO 3 SEQ ID NO37
26F5/27F2 (aminoacido) SEQID NO12 + SEQ ID NO 4 SEQ ID NO38
15C4 (nucledtido) SEQID NO17 + SEQ ID NO 3 SEQ ID NO 39
15C4 (aminoécido) SEQ ID NO18 + SEQ ID NO 4 SEQ ID NO 40

La expresion estable de anticuerpos anti-IL-1 R1 se consigue cotransfectando células CHO AM-1/D deficientes en
dihidrofolato reductasa (DHFR) con los vectores de expresion. Las transfecciones se llevan a cabo usando técnicas
estandar (coprecipitacion en fosfato calcico) y seleccion de DHFR. Las colonias transfectadas se aislan y cultivan
hasta confluencia en placas de 24 pocillos. Los anticuerpos producidos por las células transfectadas se analizan
para determinar su plegamiento adecuado y la actividad neutralizante Se seleccionan los clones hiperproductores de
anticuerpos anti-IL-1 R1 adecuadamente plegados de los isotipos IgG1, 1IgG2, e IgG4 y los anticuerpos se purifican
como se describe mas adelante.

Ejemplo 8

Produccion de anticuerpo anti-IL-1 R1

Los anticuerpos anti-IL-1 R1 se producen mediante expresion en una linea clonal de células CHO. Para cada ciclo
de produccion, las células de un solo vial se descongelan en medios de cultivo celular sin suero. Las células se
cultivan inicialmente en un matraz T y se expanden en serie a través de una serie de matraces giratorios hasta que
se ha generado suficiente in6culo para sembrar un biorreactor de 20 I. Tras cultivar durante 5-10 dias, el cultivo se
usa después para inocular un biorreactor de 300 I. Tras cultivar durante 5-10 dias adicionales, el cultivo se usa para
inocular un biorreactor de 2000 I. La produccién se lleva a cabo en un biorreactor de 2000 | usando un cultivo
discontinuo donde se afiade un alimento nutriente que contiene componentes de medio concentrado para mantener
el crecimiento celular y la viabilidad del cultivo. La produccion dura aproximadamente dos semanas, durante las
cuales las células producen anticuerpo anti-IL1-R1 de forma constitutiva y lo secretan al medio de cultivo celular.

El reactor de produccién esta controlado a un pH y temperatura fijados y a un nivel de oxigeno disuelto. El Ph se
controla con gas dioxido de carbono y con la adicion de carbonato sédico; el oxigeno disuelto se controla con flujos
de aire, nitrégeno y oxigeno.

Al final de la produccién, el caldo celular se introduce en una centrifuga de apilamiento de discos y el sobrenadante

del cultivo se separa de las células. El concentrado se aclara después a través de un filtro en profundidad, seguido
de un filtro de 0,2 um. El medio acondicionado aclarado se concentra después mediante ultrafiltracion de flujo
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tangencial. EI medio acondicionado se concentra por 15-30. El medio acondicionado concentrado resultante se
procesa mediante purificacion o se congela para purificacion posterior.

Ejemplo 9

Mapeo del epitopo usando proteinas de fusiéon con avidina

Para generar proteinas de fusion con avidina, el ADNc que codifica avidina de pollo (con secuencia sefial endégena)
se unié con el extremo 5 de ADNc que codifican los dominios extracelulares maduros de IL-1 R1 humanos o de
cinomolgos condensados a una secuencia marcadora FLAG en el extremo 3'. Los genes de fusidn marcados con
FLAG se ensamblaron en un vector pALTERMAX usando técnicas moleculares convencionales. La secuencia de
aminoacidos de la proteina de fusion IL-1R1 humana-avidina se muestra en la Figura 23 (SEQ ID NO 59). La
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion IL-1R1 de cinomolgos-avidina se muestra en la Figura 24 (SEQ
ID NO 60). Un panel de proteinas cynolL-1R1-FLAG-avidina donde los aminoacidos humanos se habian sustituido
para los residuos correspondientes de cinomolgos se generd usando el sistema de mutagénesis Altered Sites I
Mammalian In Vitro Mutagenesis System (Promega Corp.). Las mutaciones se ilustran en la figura 24.

Los plasmidos que codifican las proteinas mutantes y silvestres avidina-cynolL-1 R asi como la proteina avidina-
hulL-1 RI-FLAG se transfectaron de forma transitoria en células 293T usando el reactivo de transfeccion Cytofectine
(Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los transfectantes simulados se usaron como controles negativos. La union del
anticuerpo monoclonal (MAb) anti-hulL-1 Rl a estas proteinas se evalué mediante transferencia Western y ensayos
de unidn con perlas usando medio acondicionado (CM) recogido de las células transfectadas.

Para el analisis de transferencia Western, el CM se diluy6 1:3 en tampdn de muestra de SDS no reductor, se llevo a
ebullicion durante 5-10 minutos y se cargé en geles de Tris al 10 %-glicina. Tras SDS-PAGE y transferencia
Western, las membranas se bloquearon con BSA al 3 %/ovoalbumina al 1 % en PBS/Tween-20 al 0,1 % (PBST) y se
tiien con los Mab anti-hulL-1 RI. Para la deteccion secundaria se usé un anticuerpo IgG- Fc-H RP anti-humano de
cabra (Pierce Chemical Co.) diluido a 1:15.000 en PBST. La deteccion de anti-FLAG se us6 para normalizar la carga
de proteinas. La captura de imagenes y la densitometria se realizaron usando un sistema de imagenes digital
FluorChem 8000 (Alpha Innotech Corp.). Las intensidades de la sefal para los MAb anti-hulL-1 Rl se normalizaron
frente a los valores para el anticuerpo nti-FLAG para contar la variacion de la carga de proteinas. La union del
anticuerpo se expresion como un porcentaje de la unién al IL-1 R1 humano-avidina-FLAG.

Los resultados de la transferencia Western se muestran en la Figura 25A. La Figura 25B muestra el analisis
densitométrico de un conjunto duplicado de experimentos de transferencia de tipo Western. Los residuos humanos
criticos para la unién del anticuerpo sin aquéllos que restablecen la sefial cuando se sustituyen en cyno-IL-1 R1. En
general, las mutaciones 1y 2 (ilustradas en la Figura 25), solas o en combinacion, reestablecieron la unién a muchos
de los anticuerpos (15C4/IgG2, 5B8, 1C2, 24H2, 16E9, 26E4 y 20G1) mientras que las mutaciones 10.1 y 10.2 no lo
hicieron. Ninguno de estos anticuerpos se encontré que era el cynolL-1 R1 silvestre. Dos anticuerpos (27F2 y 19C8)
se unieron de forma consistente a las proteinas mutantes, asi como a cynolL-1 R1 silvestre. Esto sugirid6 que el
epitopo 4 (residuos Y279-V281 de cynolL-1 R1), identificado en las proteinas paralogas de rata’lhumanas y que no
variaba en cynolL-1 R1 de cinomolgo era el epitopo dominante para estos anticuerpos. El epitopo 4 esta en negrita y
subrayado en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 24.

En los ensayos de union multiplexados basados en perlas, las proteinas de fusién de avidina se capturaron mediante
incubacion del CM con perlas fluorescentes revestidas con biotina, un conjunto de perlas por proteina de perfusion
(Beadlyte Multi-Biotin 10plex Bead Kit; Upstate Biotechnologies). Las perlas se lavaron y combinaron en PBST y se
alicuotaron en los pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo con filtro (Millipore Corp.). Los anticuerpos (anti-hulL-
1 Rl o anti-FLAG MADb) se afadieron a 25 pg/ml y se incubaron durante 1 hora. Las perlas se lavaron de nuevo y una
mezcla de anticuerpo IgG anti-ratén conjugada con ficoeritrina e 1IgG ((Fab'); anti-humana se us6 para detectar la
union del anticuerpo. Tras 1 hora de incubacion, las perlas se lavaron y resuspendieron en PBST. Las intensidades
medias de fluorescencia (IMF) se midieron usando un Luminex 100 (Luminex Corp). Los datos se normalizaron
usando los valores de IMF para la union de Mab Anti-FLAG para representar la variacion en la carga proteica. La
union del anticuerpo se expres6 como un porcentaje de la unién al IL-1 R1 humano-avidina-FLAG (Figura 26). El
patrén de unién de los anticuerpos anti-IL.- 1R1 a las proteinas avidina-cinolLl R1 -FLAG mutadas con residuos
humanos, asi como las proteinas de IL-1 R1 silvestres humanas y de cinomolgos fue consistente con el analisis de
inmunotransferencia en la Figura 25.

Se divulga que:

1. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al receptor de tipo 1 de la IL-1 (IL-1R1), que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena pesada comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en cualquiera de las SEQ ID
NO: 10, la SEQ ID NO 14 o la SEQ ID NO 16, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunoldgicamente funcional de los mismos.
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2. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al receptor de tipo 1 de la IL-1 (IL-1R1), que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena ligera comprende una region variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO
12 o la SEQ ID NO 18, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional
de los mismos.

3. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al receptor de tipo 1 de la IL-1 (IL-1R1), que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO 22, la SEQ ID NO 24, la SEQ
ID NO 26, la SEQ ID NO 28, la SEQ ID NO 30, la SEQ ID NO 32, la SEQ ID NO 34 o la SEQ ID NO 36, o un
fragmento de inmunoglobulina de union a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos.

4. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al receptor de tipo 1 de la IL-1 (IL-1R1), que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO: 38 o la SEQ ID NO 40, o un fragmento de
inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos.

5. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al receptor de tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1R1),
donde el anticuerpo comprende: a una cadena pesada que tiene una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEQ ID NO 10, un fragmento de union a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y una
cadena ligera que tiene una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
que se expone en la SEQ ID NO 12, un fragmento de unién a antigeno del mismo o un fragmento de
inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, b. una cadena ligera que tiene una region variable
de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO 14, un
fragmento de union a antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de
los mismos, y una cadena ligera que tiene una region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO 12, un fragmento de unioén a antigeno del mismo o
un fragmento de inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de los mismos o c. una cadena ligera que tiene
una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que se expone en la
SEQ ID NO 16, un fragmento de unidon a antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina
inmunolégicamente funcional de los mismos, y una cadena ligera que tiene una region variable de la cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO 18, un fragmento de
unién a antigeno del mismo, o un fragmento de inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

6. El anticuerpo de la clausula 5, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 10, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEQ ID NO 12, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

7. El anticuerpo de la clausula 6, donde la regién variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en
la SEQ ID NO 10, y donde la region variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se expone en la SEQ
ID NO 12, y donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la interleucina-1(IL-1R1).

8. El anticuerpo de la clausula 5, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 14, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEQ ID NO 12, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

9. El anticuerpo de la clausula 8, donde la regién variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 14, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 12, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

10. El anticuerpo de la clausula 5, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 16, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
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se expone en la SEQ ID NO 18, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

11. El anticuerpo de la clausula 10, donde la regidn variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 16, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 18, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

12. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al receptor de tipo 1 de la interleucina 1 (IL-
1R1), donde el anticuerpo comprende:

a.una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEQ ID NO 38,
un fragmento de uniéon a antigeno del mismo, o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente
funcional de la misma; y

b.una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEQ ID NO
20, la SEQ ID NO 22, la SEQ ID NO 24, SEQ ID NO 26, SEQ ID NO 28 o la SEQ ID NO 30, un fragmento de
unién a antigeno del mismo, o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la misma.

13. El anticuerpo de la clausula 12, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 20, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEQ ID NO 38, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

14. El anticuerpo de la clausula 13, donde la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 20, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 38, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

15. El anticuerpo de la clausula 12, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 22, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEQ ID NO 38, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

16. El anticuerpo de la clausula 15, donde la regidn variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 22, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 38, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

17. El anticuerpo de la clausula 12, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 24, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEQ ID NO 38, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

18. El anticuerpo de la clausula 17, donde la regidn variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 24, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 38, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

19. El anticuerpo de la clausula 12, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 26, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
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se expone en la SEQ ID NO 38, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

20. El anticuerpo de la clausula 19, donde la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 26, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 38, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

21. El anticuerpo de la clausula 12, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 28, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEQ ID NO 38, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

22. El anticuerpo de la clausula 21, donde la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 28 y donde la region variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 38, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

23. El anticuerpo de la clausula 12, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 30, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEQ ID NO 38, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

24. El anticuerpo de la clausula 23, donde la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 30, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 38, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

25. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al receptor de tipo 1 de la interleucina 1 (IL-
1R1), donde el anticuerpo comprende:

a. una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEQ
ID NO 40, un fragmento de uniéon a antigeno del mismo, o un fragmento de inmunoglobulina
inmunolégicamente funcional de la misma; y

b. una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEQ
ID NO 32, la SEQ ID NO 34 o la SEQ ID NO 36, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un
fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la misma.

26. El anticuerpo de la clausula 25, donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO 32, un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEQ ID NO 40, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento de
inmunoglobulina inmunoldgicamente funcional de la misma.

27. El anticuerpo de la clausula 126, donde la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 32, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 40, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

28. El anticuerpo de la clausula 25, donde la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos como

se expone en la SEQ ID NO 34, un fragmento del mismos de union a antigeno o un fragmento de
inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la cadena ligera comprende una secuencia de
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aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO 40, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento
de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la misma.

29. El anticuerpo de la clausula 28, donde la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 34, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 40, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

30. El anticuerpo de la clausula 25, donde la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos como
se expone en la SEQ ID NO 36, un fragmento del mismos de union a antigeno o un fragmento de
inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de los mismos, y la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO 40, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un fragmento
de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la misma.

31. El anticuerpo de la realizacion 30, donde la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEQ ID NO 36, y donde la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEQ ID NO 40, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la
interleucina-1(IL-1R1).

32. El anticuerpo de la clausula 1, 2, 3, 4, 5, 12, o 25, donde la cadena pesada y la cadena ligera estan
conectadas por un ligador flexible para formar un anticuerpo de una cadena.

33. El anticuerpo de acuerdo con la clausula 32, que es un anticuerpo Fv de una sola cadena.
34. El anticuerpo de la clausula 1, 2, 3, 4, 5, 12, o0 25, que es un fragmento de anticuerpo Fab.
35. El anticuerpo de la clausula 1, 2, 3, 4, 5, 12, o0 25, que es un fragmento de anticuerpo Fab'.
36. El anticuerpo de la clausula 1, 2, 3, 4, 5, 12, o 25, que es un fragmento de anticuerpo (Fab') 2.

37. El anticuerpo de la clausula 1, 2, 3, 4, 5,12, 12, o 25, donde el anticuerpo es un anticuerpo completamente
humano.

38. El anticuerpo de la clausula 1, 2, 3, 4, 5, 12, 0 25, donde el anticuerpo inhibe la unién de IL-1 a su receptor.

39. Un método de tratamiento de una enfermedad mediada por IL-1 en un paciente, que comprende administrar
a un paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz del anticuerpo de la realizacion 38.

40. Una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo de la realizacién 38.

41. Un método de tratamiento de una enfermedad mediada por IL-1 en un paciente, que comprende administrar
a un paciente la composicién farmacéutica de la realizacion 40.

42. Una cadena pesada que comprende una region variable y una region constante, donde la region variable
comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO 10, la SEQ ID NO
14 o la SEQ ID NO 16, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional
de los mismos.

43. Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en cualquiera de
las SEQ ID NO 20, la SEQ ID NO 22, la SEQ ID NO 24, la SEQ ID NO 26, la SEQ ID NO 28, la SEQ ID NO 30,
la SEQ ID NO 32, la SEQ ID NO 34 o la SEQ ID NO 36, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno
o inmunolégicamente funcional de los mismos.

44. Una cadena ligera que comprende una region variable y una region constante, donde la region variable
comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO 12 o la SEQ ID
NO 18, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos.

45. Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en cualquiera de las

SEQ ID NO 38 o la SEQ ID NO 40, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunoldgicamente funcional de los mismos.
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46. Un anticuerpo humano aislado que comprende:

a. regiones marco de cadena pesada humana, una region CDR1 de cadena pesada humana, una
region CDR2 de cadena pesada humana y una region CDR3 de cadena pesada humana, donde la
region CDR3 de cadena pesada humana tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 67, la SEQ
ID NO 68 o la SEQ ID NO 69; y

b. regiones marco de cadena ligera humana, una region CDR1 de cadena ligera humana, una region
CDR2 de cadena ligera humana y una region CDR3 de cadena ligera humana, donde la region CDR3
de cadena ligera humana tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 74 o la SEQ ID NO 75,
donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la interleucina-1(IL-1R1).

47. El anticuerpo humano aislado de la clausula 46, donde la regién CDR2 de la cadena pesada humana tiene
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 64, la SEQ ID NO 65 o la SEQ ID NO 66 y ka region CDR2 de la
cadena ligera humana tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 72 o la SEQ ID NO 73.
48. El anticuerpo humano aislado de la clausula 46, donde la region CDR1 de la cadena pesada humana tiene
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 61, la SEQ ID NO 62 o la SEQ ID NO 63 y la region CDR1 de la
cadena ligera humana tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 70 o la SEQ ID NO 71.
49. Un anticuerpo humano aislado que comprende una regiéon CDR1 de la cadena pesada humana, donde la
CDR1 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 61, la SEQ ID NO 62 o la SEQ ID
NO 63, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la interleucina-1(IL-1R1).
50. Un anticuerpo humano aislado que comprende una regién CDR2 de la cadena pesada humana, donde la
CDR2 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 64, la SEQ ID NO 65 o la SEQ ID
NO 66, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la interleucina-1(IL-1R1).
51. Un anticuerpo humano aislado que comprende una regién CDR3 de la cadena pesada humana, donde la
CDR3 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 67, la SEQ ID NO 68 o la SEQ ID
NO 69, donde el anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la interleucina-1(IL-1R1).
52. Un anticuerpo humano aislado que comprende una regiéon CDR1 de la cadena ligera humana, donde la
CDR1 de la cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 70 o la SEQ ID NO 71, donde el
anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la interleucina-1(IL-1R1).
53. Un anticuerpo humano aislado que comprende una region CDR2 de la cadena pesada humana, donde la
CDR2 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 72 o la SEQ ID NO 73, donde el
anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la interleucina-1(IL-1R1).
54. Un anticuerpo humano aislado que comprende una regién CDR3 de la cadena pesada humana, donde la
CDR3 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 74 o la SEQ ID NO 75, donde el
anticuerpo se une especificamente a un receptor de tipo 1 de la interleucina-1(IL-1R1).
55. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al polipéptido de la SEQ ID NO 76.
56. El anticuerpo de la clausula 55, donde el anticuerpo se une especificamente al epitopo 4 de IL-1-R1.
57. El anticuerpo de la clausula 5, 12, o 25, que es un anticuerpo IgG2.
58. El anticuerpo de la clausula 5, 12, o 25, que se une especificamente al polipéptido de la SEQ ID NO 76.
59. El anticuerpo de la clausula 5, 12, o 25, que se une especificamente alL epitopo 4 de IL-1R1.
60. Un método para el mapeo deL epitopo de un antigeno seleccionado, que comprende:

(a) generar un conjunto de proteinas de fusion, donde cada proteina de fusion comprende

(i) avidina 'y

(i) un fragmento del antigeno;

(b) seleccionar el conjunto de proteinas de fusion para la unién a una o mas parejas de unién especifica para
el antigeno;

(c) aislar las proteinas de fusion en un medio que comprende biotina, con lo que la avidina se une a la biotina;
y
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sitios de unién en el antigeno para la pareja de unién especifica o parejas.

61. El método de la clausula 60, donde las parejas de unidn especifica son anticuerpos.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Amgen Inc.

<120> Anticuerpo monoclonal anti-IL-1R humano terapéutico

<130> EP34140lIHvapu

<140> todavia no asignado
<141> por la presente

<150> 03 752 058.2

<151> 05-09-2003

<150> PCT/US2003/027978

<151> 05-09-2003

<150> US 60/408.719

<151> 06-09-2002

<160> 89

<170> PatentIn versién 3.0

<210> 1
<211>990
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 1

gectocacca
ggcacagegg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgea
aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gccgrggagt
ctggactceg

cagcagggga
cagaagagcc

agggcccatc
ccctgggetg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctcttece
gcgtagtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcageeccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtcttetc

LCTCCCIgTC

ggtcttcece
cctggtcaag
cagcggegty
cgtggtgacc
caagcccage
cacatgccca
cccaaaacec
ggacgtgagc
gcataatgec
cgtectcace
caacaaagce
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagecy
cttcctctat
atgctceogtg

tccggotaaa

ctggcaccct
gactacttec
cacaccticc
gtgcccteeca
aacaccaagy
ccgtgeccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcotgeace
ctecccageec
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

54

cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgrect
gcagcttggg
tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
<gcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcceecate
gcttctatec
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

cacctctggy
gacggtgtcg
acagtcetea
cacccagacc
agttgagcecc
cctgggggga
ccggaccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctec
ccgggatgag
cagcgacate
gcctcccgtg
gagcaggtgg
ccactacacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
990



<210> 2

<211> 330

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400>2
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Ala
ser
Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Lys
Pro
Lys
val
145
Tyr
Glu
His
LYS
GIn
225
Leu
Pro
ASN
Leu
val

305
Gin

<210>3
<211> 321
<212> ADN

ser
Thr
Pro
val
50

ser
Ile
val
Ala
Pro
130
val
val
Gln
GIn
Ala
210
Pro
Thr
ser
Tyr
Tyr
290

Phe

Lys

Thr
ser
Glu
35

Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
val
Asp
Tyr
AS

19

Leu
Arg
Lys
ASp
LyS
ng
ser

ser

ser

LyS
Gly
20

Pro
Thr
val
Asn
Pro
100
Glu
AsSp
AsSp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

325

Gly
5
Gly
val
Phe
val
val
85
LyS
Leu
Thr
val
val
165
sSer
Leu
Ala
Pro
GIn
245
Ala
Thr
Leu

ser

ser

ES 2565189 T3

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
ser
Leu
Leu
ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Al
230
val
val
Pro
Thr
val

310

Leu

Ser
Ala
val
Ala
55

val
His
Cys
Gly
Met
135
His
val
Tyr
Gly
Ile
215
val
ser
Glu
Pro
val
295

Met

Ser

val
Ala
ser
40

val
Pro
Lys
ASp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
TYyr
Leu
Trp
val
280
ASp
His

Pro

56

Phe
Leu
25

Trp
Leu
ser
Pro
Lys
105
Pro
ser
ASp
Asn
val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

330

Pro
10

Gly
AsSn
Gln
Ser
Ser
90

The
ser
Arg
Pro
Ala
170
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
ser
Asp
ser

Ala

Lys

Leu
Cys
ser
ser
ser
75

Asn
His
val
Thr
Glu
155
Lys
ser
LYS
Ile
Pro
235
Leu
Asn
ser

Arg

Leu
315

Ala
Leu
Gly
ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
val
Thr
val
Cys
ser
220
Fro
val
Gly
Asp
Tr

300

His

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
LyS
Cys
teu
125
Glu
LyS
LyS
Leu
LyS
205
LysS
ser
LYS

Gln

Gly
285

p Gln

Asn

ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Phe
val
Phe
Pro
Thr
190
val
Ala
Arg
Gly
Pro
270

Ser

Gln

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
a5

Pro
Pro
Thr
Asn
Ar

17

val

Ser

Lys

Phe
Gly

Tyr

Lys
Tyr
ser
ser
Thr
80

LyS
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
AsSn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

AsSn

Thr
320
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<213> Homo Sapiens

<400>3

cgaactgtgg crgcaccatc

ggaactgcct ctgttgtgtg

tggaaggtyg ataacgccct

agcaaggaca gcacctracag

aaacacaaag tctacgcctg
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tgtctteatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcage

cgaagtcacc

agcltcaaca ggggagagrg t

<210> 4

<211>107

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 4
Arg Thr val
1
GIn Leu Lys
Tyr Pro Arg

35

ser Gly Asn
50

Thr Tyr Ser
65

Lys His Lys

Pro val Thr

<210>5

<211>978

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 5

Ala
ser
20

Glu
ser
Leu

val

Lys
100

Ala
5

Gly
Ala
Gln
Ser
Tyr

85

Ser

Pro
Thr
LysS
Glu
ser
70

Ala

Phe

Ser
Ala
val
Ser
55

Thr

Cys

Asn

val
ser
Gln
40

val
Leu

Glu

Arg

Phe Ile
10

val val
25

Trp Lys
Thr Glu
Thr Leu
val Thr

a0
Gly Glu
10%

Phe
Cys
val
Gln
ser
75

His

Cys

Pro
Leu
Asp
S

Lys

Gln

Pro
Leu
ASn
45

Ser

Ala

Gly

Ser
Asn
30

Ala
Lys

Asp

Leu

ttcccgecat ctgatgagea gttgaaatct
aacttctatc ccagagagge caaagtacag
adactcccagg agagtgrcac agagcaggac
accctgacge tgagcaaagce agactacgag

catcagggcc tgagctcgec cgtcacaaag

ASp
15

Asn
Leu
Asp

Tyr

ser
95

grctccacca agggcccatce ggtcttccce ctggogocct gotecaggag cacctecgag

agcacagcgg cccrggoctg cctggtcaag gactacttcc ccgaaccggt gacggrgreg

tggaactcag gcgctcetgac cagegogcgtg cacaccticc cagctgtcct acagtcctca

ggactctact ccctcagcag cgrggtgacc grgoccteca geaacttegg cacccagace

57

€0
120
180
240
300
321

Glu

rPhe

GIn

Ser

Glu

80

Ser

60
120
180
240



10

tacacctgca acgtagatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagac
aaatgttgtg tcgagtgccc accgtgecca gcaccacctg tggcaggace
ctcttccccc caaaacccaa ggacaccctc atgatctccc ggacccciga
9tggtggrgg acgtgagcca c€gaagacccc gaggrccagt tcaactggta
gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagcca cgggaggagc agttcaacag
gtggtcagcg tcctcaccgt tgtgcaccag gactggctga acggcaagga
aaggtctcca acaaaggcct €CCageccce atcgagaaaa ccatctccaa
cagccccgag aaccacaggt gtacaccctg cccccatcec gggaggagat
caggtcagce tgacctgcct ggtcaaagge ttctacccca gcgacatcge
gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac aagaccacac ctcccatget
ggctccttet tcctectacag caagetcacc gtggacaaga gcaggtggea
gtctictcat gerccgtgat gcatgaggcet ctgcacaacc actacacgca
tccctgtocrc cgggtaaa
<210>6
<211> 326
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 6
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala
1 5 10
ser Thr ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
20 25
phe pro Glu Pro val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly
35 40
Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu GIn Ser Ser
50 55 60
Leu Ser Ser val val Thr val Pro Ser Ser asn Phe
65 70 75
Tyr Thr Cys Asn val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr
85 90
Thr val Glu Arg Lys Cys Cys val Glu Cys Pro Pro
100 105
Pro val ala Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120
Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys
130 135 140
val ser His Glu Asp Pro Glu val Gln Phe Asn Trp
145 150 155
val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu

ES 2565189 T3

58

agttgagcoc

gtcagtctic

ggtcacgtge

cgtggacggc
cacgutccgt

gracaagtgc

aaccaaaggg

gaccaagaac

<€gtggagtgy

ggactccgac

gcaggggaac
gaagagcctc

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Lys
155
val
Tyr

Glu

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Pro
val

val

GIn

ser
15

Asp
Thr
TYr
GIn
AsSp
95

Ala
LYS
val

ASD

Phe

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
978

Arg
Tyr
Ser
ser
Thr
80

Lys
Pro
ASp
Asp
Gly

160

Asn
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59

165 170 175
ser Thr Phe Arg val val Ser val Leu Thr val val His Gin Asp Trp
18 185 190
Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Gly Leu Pro
195 200 205
Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly GIn Pro Arg Glu
210 215 220
Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
225 230 235 240
GIn val Ser Leu Thr Cys teu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
245 250 255
Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
260 265 270
Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe pPhe Leu Tyr Ser Lys
275 280 285
Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln GIn Gly Asn val Phe Ser Cys
290 29 300
ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
305 310 315 320
ser Leu Ser Pro G1§ LyS
32
<210>7
<211> 981
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400>7
gccagcacca aggggecate CgILttcccC crggegocct gotccaggag cacctccgag 60
agracagccg ccctgggctg €Ctggtcaag gactacttcc £cgaaccggt gacggtgtcy 120
tggaactcag gcgecctgac cageggogtg cacaccttce cggetgtect acagtcectca 180
ggactctact ccctcagcag cgtggtgace gtgocctcca gcagettggg cacgaagacc 240
tacacctgca acgtagatca Caagoccage aacaccaagg tggacaagag agttgagtoc 300
aaatatggtc ccccatgccc atcatgccca gcacctgagt tcctgggggg accatcagec 360
ttcctgttce Ccccaaaacce caaggacact ctcatgatct cccggacece tgaggtcacg 420
tgcgtggtgg tggacgtgag ccaggaagac cccgaggtcc agttcaactg gtacgtggat 480
gogcogtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagttcaa cagcacgtac 540
cgtgtggtca gegtcctcac cgtccrgcac caggactgge tgaacggcaa ggagtacaag 600
tgcaagglct ccaacaaagg ¢ctcccgtece tccatcgaga aaaccatetc caaagcecaaa 660
gggcagccee gagagccaca ggtgracace ctgeccccat coccaggagga gatgaccaag 720
aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctacc ccagcgacat cgccgtggag 780
tgggagagcea atgggcagoe ggagaacaac Tacaagacca cgectcccgt gotggactce 840
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gacggctcct tettcectcta cagcaggeta accgtgraca agagcaggtg 9caggagggg

aatgtcettct catgectccgt gakgeatgag getctgcaca accactacac acagaagage

ctctecectgt ctctgggtaa a

<210>8
<211> 327
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 8
Ala
1
ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
145
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
225

Asn

Ile

ser
Thr
Pro
val
50

ser
Thr
val
Phe
Thr
130
val
val
ser
Leu
ser
210
Pro

Gln

Ala

Thr
Ser
Glu
35

His
ser
Cys
Glu
Leu
115
Leuw
ser
Glu
Thr
ASn
195
ser
GIn

val

val

LysS
Glu
20

Pro
Thr
val
Asn
ser
100
Gly
Met
Gln
val
Tyr
180
Gly
Ile
val

Ser

Glu
260

Gly
5
ser
val
Phe
val
val
85
LysS
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu

245

Trp

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
ser
Asp
150
Asn
val
Glu
Lys
Thr
230

Thr

Glu

Ser
Ala
val
Ala
55

val
His
Gly
ser
Arg
135
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
215
Leu

Cys

Ser

val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Pro
val
120
Thr
Glu
Lys
ser
LysS
200
Ile
Pro

Leu

Asn

60

Phe
Leu
25

Trp
Leu
ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
val
Thr
val
185
Cys
sSer

Pro

val

Pro
10

Gly
AsSn
GIn
ser
ser
90

Cys
Leu
Glu
GlIn
Lys
170
Leu
Lys
LyS
Ser
LyS

250
Gln

Leu
Ccys
Ser
sSer
ser
75

ASh
Pro
Phe
val
Phe
155
Pro
Thr
val
Ala
Glin
235

Gly

Pro

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Ser
Pro
Thr
140
ASn
Arg
val
Ser
LyS
220
Glu

Phe

Glu

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu

Tyr

Asn

Cys
LYS
30

Ley
Leu
Thr
val
Pro
110
Lys
val
Tyr
Glu
His
190
Lys
GIn
Met

Pro

Asn
270

ser
15

Asp
Thr
Tyr
LyS
Asp
95

Ala
Pro
val
val
Gln
175
GIn
Gly
Pro
Thr
ser

255
Tyr

900
960
981

Arg
Tyr
ser
ser
Thr
80

Lys
Pro
LYyS
val
AsSp
160
Phe
ASp
Leu
Arg
Lys
240

Asp

Lys
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Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
275 280 285

Arg Leu Thr val Asp Lys Ser arg Trp Gln Glu Gly Asn val phe ser
290 295 300

Cys
305

Leu

<210>9
<211> 417
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 9

atggagtitg
gtgcagctgy
tgtgcagcot
ggCaaggggc
cactccgtga
caaatgaaca

ttcgactggce

<210>10
<211>139
<212> PRT

ggctgagctg
rggagtcryg
ctggattcac
tggagrggqgt
ggggccgatt
gcccgagage
tattatttga

<213> Homo Sapiens

<400> 10

Met Glu

1

val Gln

Pro Gly

Phe Gly

Gln
20

ser

Cys

Arg
35

Leu

val

Leu

Ser Leu Ser Leu Gly Lys
325

ggrcrtcete grtgetcett
gg9gaggcgtg gtccagcctg
cttcagcaac tatggcatge
ggcaggcatt tggaargatg
caccatcrcc agagacaatt
cgaggacacg gctgtgtatt
gttctggggc cagggaacce

ser Trp val phe

Leu val

taagaggtgt
ggaggrccct
actgggtccg
gaattaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tggtcaccgt

Ala

10

Glu
25

Cys

GIn Leu val

ser
40

Arg Leu

sSer Gly

Ala Ala

Gly

ser

ser val Met His Glu Ala Leu His Asn g}g Tyr Thr Gln Lys Ser

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
araccatgca
gcrgtatcig
agcacggtct

ctctagt

Leu Leu

15

val
30

Phe

Gly

Gly
45

Arg

val

Thr

ser
Glu
65

His

Thr

TY TP

Asn
50

Trp
Ser

Leu

Tyr

Tyr

val

val

Tyr

Cys
115

Gly
Ala
Arg
Leu

100
Ala

Met
Gly
Gly
85

GIn

Arg

His
Ile
70

Arg

Met

Ala

Trp val

55

Trp Asn
Phe Thr
Asn Ser

Ser

Arg
120

61

Arg
Asp
Ile
Pro

105
phe

GIn Ala

Gly 1le
75

ser Arg
a0

Arg Ala

Asp Trp

Pro
60

ASN
Asp

Glu

Leu

Gly
Lys
Asn
Asp

Leu
125

Lys
Tyr
ser
Thr

110
Phe

Gly
His
Lys
95

Ala

Glu

320

60
120
180
240
300
3860
417

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
80

ASN

val

Phe



10

15

20

25

<210> 11
<211> 384
<212> ADN

ES 2565189 T3

Trp §;5 GIn Gly Tnr Leu val Thr val Ser Ser

<213> Homo Sapiens

<400> 11

atggaagccc
gaaattgtgt
ctctectgca
ggccagyctc
aggttcagtg
gaagattrttyg
ggagyggacca
<210> 12

<211>128
<212> PRT

cagctcaget
tgacacagec
gggccagtea
ccaggctect
gcagtgggrc
cagtttatta
aggtggagat

<213> Homo Sapiens

<400> 12

Met Glu

1

Asp Thr

Leu Ser

Ala

Thr

Pro

Pro Ala

Gly Glu

20

Gly Glu

35

val ser

50
Arg Leu
65

Arg Phe

ser Leu

Asn Trp

ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Tyr Leu

Ile Tyr

ser
85

Glu

Gly
Pro
100

Pro Leu

115

<210> 13
<211> 417
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 13

135

TCTLTTICCEC ctgctactct

tccagecace ctgtetttgt
gagtgttagc agctacttag
catctatgat gcatccaaca
tgggacagac trcactctca
ctgtcagcag cgtagcaact

Caaa

Gln Phe Leu

10
Gln

Leu Leu

Thr
25

Leu

Ile val Leu

Thr
40

Tyr

Arg Ala ser

Ala Trp GIn G1n

55
Ala Ser

ASp Asn

70
Gly

Arg

ser Gly Thr Asp

90

val
105

1
i

Asp phe Ala Tyr

Thr phe Gly

62

Leu
ser
Cys
LYS
Ala
75

rPhe

Tyr

Thr

gogcrcccaga
ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggcctccget

Leu
Pro
Arg
Pro
60

Thr
Thr

Cys

LYyS

taccaccgga
aagagccacc
acagaaacct
catcccagec
cctagagecet
cactttcygge

Leu
15

Leu Trp

Thr
30

ser

Ala Leu

Ala Gin

45
Gly

Gln Ala

Gly Ile Pro

Ile
a5

Arg

Leu Thr

Gln
110

Glu

Gln

val Ile

125

60
120
180
240
300
360
384

Pra

Ser

ser

Pro

Ala

80

Ser

ser

LyS



10

15

arggagtttg

gtgcagctog
tgtgcagegt
ggcaaggggc
ggctccgtga
caaatgaaca

ttrgactggt

<210> 14
<211> 139
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 14

Met
1
val
Pro
Ser
Glu
65
Gly
Thr
Tyr

Trp

<210> 15
<211> 411
<212> ADN

Glu
Gln
Gly
ASn
50

Trp
ser

Leu

TYr

Phe
Cys
39
Tyr
val
val
Tyr
Cys

115
Gln

<213> Homo Sapiens

<400> 15

Gly
GIn
20

Ser
Gly
Ala
Arg
Leu
100

Ala

Gly

ggctgagctg

tggagtctgg
ctggattcac
tggagrgggt
ggggccgatt
gcetgagage

tattatttga

Leu
val
Leu
Met
Ala
Gly
85

Gln

Arg

Thr

ES 2565189 T3

ggttttccte

99gaggcgtg
cttcagtaac
ggcagctata
caccatctec
cgaggacacg

gtattggggc

ser
Gin
Arg
His
Ile
70

Arg
Met

Gly

Leu

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Trp
Phe
Asnh

Arg

val
135

val
val
ser
40

val
Asn
Thr
ser
Tyr

120

Thr

63

Phe
Glu
25

Cys
Arg
AsD
Ile
Leu
105

Phe

val

gttgctcttt

gtccagectg
tatggratgc
tggaatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt

cagggaaccc

Leu
10

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
90

Arg

ASp

Ser

taagaggtgt ccagtgtcag

ggaggtcect gagactitee

acrgggtccg ccaggctcca

gagaaaataa acaccatgca

ccaagaacac gctgtatctg

actgtgcgag aggacgatat

tggtcaccgt crctagt

val
Gly
val
Ala
Glu
75

Arg
Ala

Trp

Ser

Ala
Gly
ser
Pro
60

Asn

Asp

Glu

Leu

Leu Leu Arg
15

Gly val val
30

Gly Phe Thr
45

Gly Lys Gly
Lys His His
Asn Ser Lys

95

Asp Thr Ala
110

Leu Phe Glu
125

60

120
180
240
300
360
417

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
80

Asn

val

Tyr



10

15

atggggtcaa
gtgcagctga
tgtaagggtt

gggaaaggcc
ccgrecttec

cagtggagca

ctcgactact

ccgocatcect
tgcagtcrgyg
ctggatacag
tggagrggat
aaggccaggt

gcctgaagac
ttgactactg

ES 2565189 T3

cgeccctecte
agcagagotg
cttrtccttc
ggggatcatc

caccatctca

cteggacacc

gggccaggga

ctggctgtte
aaaaagcccg
cactggatcg
catcctggrg

gccgacaact

gccatgratt

acccragtea

<210> 16

<211>137

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 16
Met Gly Ser Thr Ala Ile Leu Ala Leu Leu
1 > 10

val Ala Glu val GIn Leu Met Gln

20 25

Glu Ser Leu Lys Ile Ser
35 40

val

Cys ser

Pro Gly Cys Lys

ser Phe His Trp Ile Ala Trp GIn

50 55

Glu Trp Met Gly Ile Ile
65 70

GIn

Arg

His Pro Gly Ala

Pro Ser Phe Gly GIn val Thr Ile Ser

85 90
Gln

Ala Thr Leu

105

Leu

Tyr Leu Trp Ser Ser Lys
100

Glu
120

Phe Cys Ala Gln

115

Tyr Arg Arg ASp

Thr val
135

GIn Gly Thr Leu val ser Ser

<210> 17

<211> 378

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 17

64

tccaaggagt
gggagtctct
ccrgggtgeg
cctetgatac

€Caacagcgce

tetgtgegag

ccgtctctag

Leu Ala
Gly

Gly Ser

val
Glu

Gly Tyr

ctgtgecgag
gaagatctcc
ccagatgoec
cagatacagc

cacctacctyg

acaaagggaa

t

Gln
15

Leu

val
30

Lys

ser

45

Met
60

ser Asp

75
Ala
Ala ser

Tyr

Pro Gly
Thr
ASp Asn

Asp Thr

Lys Gly

Arg Tyr

ASn
95

ser

Ala
110

Phe Asp Tyr Trp

60
120
180
240
300

360
411

Gly
LysS
Phe
Leu
Ser
80

ser

Met

Gly



10

15

atgtcgccat
attgtgctga
acctgccggg
cagrctccaa
ttcagtggca

gatgcigcayg

accaaggtag

cacaactcat
ctcagtetce
ccagtcagag
agcrcctcat

gtggatctgg
cgtattactg

agatcaaa

ES 2565189 T3

tgggttrctg ctgctctygy
agactttcag tctgtgactc
cattggtagt agcttacact
caagtatgcy tcccagtoct
gacagatttc accctcacca

tcatcagagt agtagtttac

ttceagecte
caaaggagaa
ggtaccagca
tctcaggggr
tcaatagcct

ctctcacttt

caggggtgaa
agtcaccatc

gaaaccagat
ccccrcgagy
ggaagctgaa
€9gcggaggqg

<210> 18
<211> 126
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 18
Met
1
ser
Thr
Gly
Leu
65
Phe

Leu

Leu

<210>19

<211> 1407

<212> ADN

Ser
Arg
Pro
ser
50

Leu
sSer

Glu

fro

Pro
Gly
3%
Ser
Ile
Gly

Ala

Leu
115

<213> Homo Sapiens

<400> 19

Ser
Glu
20

Glu
Leu
Lys
ser
Glu

100
Thr

GIn Leu

Ile val

Lys val

His Trp

Ala
70

Ser

Tyr
Gly
85

Asp Ala

Phe Gly

Ile
Leu
Thr
TYr
55

ser
Gly

Ala

Gly

Gly
Thr
Ile
40

Gln
Gln
Thr

Ala

Gly
1

65

Phe
Gln
25

Thr
Gln
ser
ASp
Tyr

105
Thr

Leu
10

ser
Cys
LYS
Phe
Phe
a0

Tyr

LysS

Leu
Pro
Arg
Pro
Ser
75

The

Cys

val

Leu
Asp
Ala
60
Gly
Leu
His

Glu

Trp
Phe
ser
45

Gin
val
Thr

Gln

Ile
125

val
Gln
30

Gln
Ser
Pro
Ite
sSer

110
Lys

Pro
15

Ser
ser
Pro
ser
Asn

95

Ser

60
120
180
240
300
360

378

Ala
val
Ile
Lys
Arg
80

ser

ser



atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagegt
ggcaaggggc
cactccgtga
caaatgaaca
ttcgactgge
tccaccaagg
acagcggecec
aactcaggcg
ctctactece
atctgceaacy
tcttgtgaca
tcagtcttee

gtcacatgcg

gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
pccaaagogc
accaagaacc
gtggagtogg
gactccgacg
caggggaacy
aagagcctct

ggctgagctg
tygagtctgy
ctggattcac
tggagtgggt
ggggccgatt
gcccgagage
tattattitga
gcecatcggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac

tcrtccocece

tggtggtgga

tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagecct
agagcaatgg
gerccttett
tettcteatg

cccrogtctece

ES 2565189 T3

ggtcttcctce
gggaggegty
cttcagcaac
ggcaggcaty
caccatctcc
cgaggacacg
gttctggggc
cttccecctg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtyg
gcecageaac
atgeccaceg
aaaacccaag

cgtgagccac

taatgccaag
cctecaccgre
caaagccctc
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctatage
ctcegtgaty
gggtaaa

gttgctcttt
gtccagectg
tatggcatac
tggaatgatg
agagacaatt
gcrgtgratt
cagggaatcc
gcaccctect
tacttccccg
accttcccgg
ccctecagea
accaaggtgg
tgcccagecac
gacaccctca

gaagaccectg

acaaagq¢cge
ctgcaccagg
ccagccceca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

<210> 20

<211> 469

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 20

66

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaattaataa
c¢caagaacac
actgtgcgag
tggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcecac
acaagaaagt
ctgaactect
tgatcrcccey
aggtcaagtt

gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccceatcecg
tctatcccag
agaccacgec
tggacaagag

tgcacaacca

ccagtgtcag
gagact¢tee
ccaggctcca
ataccatgca
gctgtatctyg
agcacggtct
ctctagtgec
ctetgggggc
gygtgtcgtygg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccyg
gaccecetgag

caactggtac

gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcce
tcccgrgetg
caggtggcag

ctacacgcag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1407



ES 2565189 T3

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp val phe Leu val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15

val G61In Cys GIn val G1n Leu val Glu Ser Gly Gly Gly val val Gln
20 25 30

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45

ser ggn Tyr Gly Met His Egp val Arg G1n Ala Ego Gly Lys Gly Leu

Glu Trp val Ala Gly Ile Trp Asn Asp Gly Ile Asn Lys Tyr His Ala
65 70 75 80

His Ser val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
85 90 95

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Pro Arg Ala Glu Asp Thr ala val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Arg Ser Phe Asp Trp Leu Leu Phe Glu Phe
115 120 125

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
130 135 140

Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
145 150 155 160

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val
165 170 175

p Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe

Thr val Ser Tr
180 185 130

Pro Ala val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val
195 200 205

67



10

Thr
ASh
225
ser
Leu
Leu
ser
Glu
305
Thr
Ash
Pro
Gln
val
385
val
Pro
Thr

val

Leu
465

<210> 21
<211> 1395
<212> ADN

val
21¢
His
Cys
Gly
Met
His
290
val
Tyr
Gly
Ile
val
370
Ser
Glu
Pro
val
Met

450

Ser

Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
275
Glu
His
Arg
LysS
Glu
355
Tyr
Leu
Trp
val
ASp
435
His

Pro

<213> Homo Sapiens

<400> 21

atggagtttg ggctgagctg ggtcttccte gttgotcttt taagaggtgt
gtgcagctgg tggagtctgg ggygaggegrg grccagectg ggaggtecct
tgtgcagcgt ctggattcac cttcagcaac tatggcatge actgggtecg
ggcaagggge tggagtgggt ggcaggcatt tggaatgatg gaattaataa

cactccgtga ggggecgatt caccatctcc agagacaatt ccaagaacac

ser
Pro
LyS
Pro
260
ser
Asp
ASN
val
Glu
340
LYS
Thr
Thr
Glu
Leu
420
LyS

Glu

Gly

Ser
ser
Thr
245
5er
Arg
Pro
Ala
val
325
Tyr
Thr
Leu
cys
ser
405
Asp
ser

Ala

Lys

ES 2565189 T3

Ser
Asn
230
His
val
Thr
Glu
Lys
310
ser
LYyS
Ile
Pro
Leu
390
ASNn
ser

Arg

Leu

Leu
215
Thr
Thr
Phe
Pro
val
295
Thr
val
Cys
ser
Pro
375
val
Gly

Asp

Trp

Gly
LyS
Cys
Leu
Glu
280
LYS
Lys
Leu
Lys
5%
Ser
Lys
GIn
Gly
G1In

440

Asn

68

Thr
val
Pro
Phe
265
val
Phe
Pro
Thr
val
345
Ala
Arg
Gly
Pro
ser
425

Gln

His

Gln
Asp
Pro
250
Pro
Thr
Asn
Arg
val
330
ser
Lys
AsSp
Phe
Glu
410
Phe

Gly

Tyr

Thr
LyS
235
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
315
Leu
AsSn
Gly
Glu
Tyr
395
ASnh
Phe

AsSn

Thr

TYr
220
Lys
Pro
LyS
val
TYyr
300
Glu
His
LyS
Gln
lLeu
380
Pro
Asn
Leuy

val

Gln
460

Ile
val
Ala
Pro
val
285
val
GIn
GIn
Ala
Pro
365
Thr
Ser
Tyr
Tyr
phe

445

Lys

Cys
Glu
Pro
Lys
270
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
350
Arg
LyS
Asp
Lys
ser
430

Ser

Ser

Asp
Gly
Asn
Trp
335
Pro
Glu
AsSn
Ile
Thr
415
LYS

Cys

Leu

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggcetcca
ataccatgea

gctgtatctg

val
LYyS
240
Leu
Thr
val
val
ser
320
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
400
Thr
Leu

Ser

Ser

60
120
180
240
300
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caaatgaaca gcccgagagc cgaggacacg gctgtgtatt acrtgtgcgag agcacggtcet 360
ttcgactgge tattatttga gttctgggygc cagggaacce tggtcaccgt ctetagtgoe 420
tCcaccaagg gcccatcggt Cticcocctg gcgeectgct ccaggageac ctecgagage 480
acagcgygcce tgggctgcct ggtcaaggac tacttccceg aaccggtgac ggtgtegtyg 540
aactcaggcg ctctgaccag cggcgtgcac accttcccag ctgtcectaca gtcctcagga 600
ctctactcce tcagcagcgt ggtgaccgtg ccctccagca acttcggcac ccagacctac 660
acctgcaacg tagatcacaa geccagcaac accaaggtgg acaagacagt tgagcgcaaa 720
tgttgtgtcg agtgcccace gtgeccagea ccacctgtgyg caggaccgte agtcttocte 780
ttoccocccaa aacccaagga caccctcatg atcteccgga cccctgaggt cacgtgegtg 840
gtggtggacy tgagccacga agaccccgag gtccagttca actggtacgt ggacggegtg 200
gaggtgcata atgccaagac aaagccacgg gaggagcagt tcaacagceac gttccgtgtg 360
gtcagcgtce tcaccgttgt gcaccaggac tggctgaacg gcaaggagta caagtgcaag 1020
gtctccaaca aaggcctece agecccccate gagaaaacca torccaaaac caaagggeag 1080
€CcCcgagaac cacaggtgta caccetgecc ccatcecggyg aggagatgac caagaaccag 1140
gtcagectga cctgectggt caaaggettc taccccageg acatcgecgt ggagtgggag 1200
agcaatgggec agccggagaa caactacaag accacacctc ccatgetgga ctccgacgge 1260
tccttcttee tctacagcaa goctcaccgtg gacaagagca ggtggcagca ggggaacgtc 1320
ttctcatgcet ccgtgatygca tgaggetctg cacaaccact acacgcagaa gagecetctcece 1380
ctgtctccygg gtaaa 1395
<210> 22
<211> 465
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 22
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp val Phe Leu val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15
val GIn Cys GIn val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly val val GlIn
20 25 30
Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly phe Thr pPhe
35 40 45
ser Asn Tyr Gly Met His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 , 60
Glu Trp val Ala Gly Ile Trp Asn aAsp Gly Ile Asn Lys Tyr His Ala
65 70 75 80
His ser val Arg g}y Arg fhe Thr Ile 3gr Arg Asp Asn Ser bgs Asn
Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Pro Arg Ala Glu asp Thr Ala val

69
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100 ©108 ' 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Arg Ser Phe Asp Trp Leu Leu Phe Glu Phe
115 120 125

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val ser Ser Ala ser Thr Lys Gly
130 135 140

Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser
145 150 155 160

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val
16 170 175

Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe
180 . 185 190

Pro Ala val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val
195 200 205

Thr val Pro Ser Ser Asn phe Gly Thr GIn Thr Tyr Thr Cys Asn val
210 215 220

Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Thr val Glu Arg Lys
225 230 235 240

Cys Cys val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro val Ala Gly Pro
245 250 255

Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
260 265 270

Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser His Glu Asp
275 280 285

Ppro Glu val G1ln Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn
290 29 300

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Phe Arg val
305 31 315 320

val Ser val Leu Thr val val His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
325 330 335

Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
340 345 350

Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr
355 360 365

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GlIn val Ser Leu Thr
370 375 380

Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
3%5 390 395 400

ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu
405 410 415

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys
P P 420 4%5 430

ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val phe Ser Cys Ser val Met His Glu
435 440 445

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
450 455 460

70
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15
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Lys
465

<210> 23

<211> 1398

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 23

atggagtrtyg
gtgcagctgy
tgtgcagcgt
99caagggyc
cactccgtga
caaatgaaca
ttcgactgge
agcaccaagg
acagcecgoee
aactcagycg
crtctactcce
acctgcaacg
tatggtccco
ctgtrcccce
gtggrogryg
gtggaggtgc
gtggtcagey
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaaty
ggctcctect
gtcttctcat

tecctgtctc

ggctgagctg ggtcttcctc gttgctcttt taagaggtgt
Tggagtctgg 9ggaggcgtg grocagoctg ggaggtecct
ctggattcac cttcagcaac tatggcatgc actgggrccg
tggagtyggt ggcaggcatt tggaatgatyg gaattaataa
ggggcegatt caccatctec agagacaatt ccaagaacac
gcccgagage cgaggacacg getgrgtatt actgtgegag
tattatttga gttctgggge caggoaacce tggtcaccgt
ggccatcegt crtccecctg gegecctget ccaggagceac
tgggctgect ggicaaggac tacttCcccg aaccogtgac
ccctgaccag €ggcgtgeac accttccegy crgtoctaca
tcagcagcygt ggtgaccgtg Ccctccagea gettgggcac
tagatcacaa gcccagcaac accaaggtgg acaagagagt
catgcccatc atgcccagea cctgagttcc tggggggacce
caaaacccaa ggacactctc atgatctccc ggacccctga
acgtgagcca ggaagacccc gaggtccagt tcaactggta
ataatgccaa gacaaagccg <gggaggagc agttcaacag
tcctcaccgt cctgcaccag gactggetga acggcaagga
acaaaggcct cccgtocctce atcgagaaaa ccatctccaa
agccacaggt gtacaccctg cccccatcec aggaggagat
tgacctgect ggtcaaagyc ttctacccca gegacatcge
9gcagccgga gaacaactac aagaccacgc ctccegtget
tcctctacag caggctaacc gtgracaaga gcaggtggea
gctccgtgak gcatgaggct Ctgcacaacc actacacaca

tgggtraaa

<210> 24

<211> 466

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 24

71

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
ataccatgca
gctgtatctg
agcacggtct
ctcragtgcc
ctccgagagce
9gtgtcgtag
gtcctcagga
gaagacctac
tgagtccaaa
atcagtetic
ggtcacgtgc
cgtggatogc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
ggaggggaat
gaagagcctc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1398



Met
val
Pro
Ser
Glu
65

His
Thr
Tyr
Trp
Pro
145
Thr
Thr
Pro
Thr
ASD
225
Tyr
Pro
ser
ASD
Asn
305

val

Glu

Glu
GIn
Gly
Asn
50

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
ser
Ala
val
Ala
val
210
His

Gly

ser
Arg
Pro
290
Ala

val

Tyr

Phe
Cys
Arg
35

Tyr
val
val
Tyr
Cys
115
Gin
val
Ala
ser
val
195
Pro

Lys

Pro

val
Thr
275
Glu
Lys

ser

Lys

Gly
GIn
20

Ser
Gly
Ala
Arg
Ley
100
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
180
Leu
ser

Pro

Pro

Phe
260
Pro
val
Thr

val

Cys
340

Leu
val
Leu
Met
Gly
85"
Glin
Arg
Thr
Pro
I8
AsSn
GIn

Ser

ser

Leu
Glu
GIn
Lys
Leu

325

Lys

ES 2565189 T3

ser

GIn

Arg

His

Ile

70

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

150

Cys

Ser

Ser

Ser

ASn

230

Pro

Phe

val

Phe

Pro

310

Thr

val

Trp
Leu
Leu
Trp
95

Trp
Phe
Asn
aArg
val
135
Ala
Leu
Gly
ser
Leu
215

Thr

ser

Pro
Thr
Asn
295
Arg

val

ser

val
val
ser
40

val
ASn
Thr
ser
ser
120
Thr
Pro
val
Ala
Gly
200
Gly

Lys

Cys

Pro
cys
280
Trp
Glu

Leu

Asnh

72

Phe
Glu
25

Cys
Arg
ASp
Ile
Pro
105
Phe
val
Cys
Lys
Leu
185
Leu
Thr
val
Pro
Lys
265
val
Tyr
Glu
His

LyS
345

Leu
10

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
a0

Arg
Asp
Ser
Ser
Asp
170
Thr
Tyr
Lys

Asp

Ala

Pro
val
val
Gln
Gln

330
Gly

val
Gly
Ala
Ala
Ile
75

Arg
Ala
Trp
ser
Arg
155
Tyr
ser
Ser
Thr
LyS
2%5
Pro
Lys
val
ASp
Phe
315

ASp

Leu

Ala
Gly
ser
Prao
60

ASn
ASp
Glu
Leu
Ala
140
ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
220

Arg

Glu

Asp
Asp
Gly
300
Asn

Trp

Pro

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
AsSn
Asp
Leu
125
ser
Thr
Pro
val
ser
205
Thr

val

Phe

Thr
val
285
val
ser

Leu

Ser

Leu
val
30

Phe
Lys
TYyr
Ser
Thr
110
Phe
Thr
Ser
Glu
His
190
ser
Cys

Glu

Glu

Leu
270
Ser
Glu
Thr

Asn

Ser
350

i
val
Thr
Gly
His
3
Ala
Glu
Lys
Glu
Pro
175
Thr
val
Asn
Ser
5
Met
Glin
val
Tyr
Gly

335
Ile

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
80

Asn
val
fhe
Gly
Ser
160
val
Phe
val
val
Lys
240
Gly
Ile
Glu
His
Ar

32

Lys
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10

73

Lys Thr Ile ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr
355 360 365
Thr Leu Pro Pro Ser GIn Glu Glu Met Thr Lys asn Gin val Ser Leu
370 375 380
Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp
385 390 395 400
Glu ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val
405 410 415
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr val asp
420 425 430
Lys Ser Arg Trp GIn Glu Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His
435 440 445
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu
450 455 460
Gly Lys
465
<210> 25
<211> 1407
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 25
atggagtttg goctgagctg ggtrtitcctc gttgotcttt taagaggtgt ccagtgtcag 60
gtgcagctgy tggagtctgg gQgaggcgty gtcagocty ggaggtecct gagactctec 120
tgtgcagtgt ctggattcac cttcagtaac tatggcatgc actgggtccg ccaggceteca 180
ggcaaggggc tggagtgggt ggcagctata tggaatgatg gagaaaataa acaccatgca 240
ggctccgtga ggggccgatt caccatctec agagacaatt ccaagaacac gctgtatctg 300
caaatgaaca gcctgagage ¢gaggacacg goctgtgtatt actgtgcgag aggacgatat 360
tttgactggt tattatttga gtattggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctctagtgec 420
tccaccaagg gcccatcggr cttccccoctg gecaccctect ccaagageac ctctggggge 480
acagcggece tgggctgoct ggtcaaggac tacttccccg aaccggtgac ggtgtcgtag 540Q
aactcaggcg ccctgaccag £ggcgtycac accttccegg ctgtcctaca gtectcagga 600
ctctactcce tcagcagegt ggtgaccgtg ccctccagea gettgggoac ccagacctac 660
atctgcaacg tgaatcacaa geccagcaac accaaggtgg acaagaaagt tgagcccaaa 720
tctigrgaca aaactcacac atgeccaccg tgcccageac ctgaactcCt ggggggaccdg 780
tcagtcttcee tottcCCCCC aaaacccaag gacaccctca tgatcteocqg gaccoctgag 840
gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagecac gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac 900
gtggacggcg tggaggtgca taatgcecaag acaaagccge gggaggagca gracaacage 960
acgtaccgtg tggtcagcgt ccicaccgte ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag 1020
tacaaQgtgca aggtctccaa €aaageectc Ccagecccca tcgagaaaac catctcecaaa 1080
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gccaaaggge agccccgaga accacaggtg tacaccctygc ccccateccg ggatgagetg 1140
accaagaacc aggtcagcect gacctgcctg gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgec 1200
gtggagtggy agagcaatgg gcagecggag aacaactaca agaccacgce teccgtgotg 1260
gactccgacg gotcCtIctt cctctatage aagetcaccy tggacaagag caggtggcag 1320
caggggaacg tcrtctcatg ctocgtgatg catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag 1380
aagagcctct cccrgtctec gggtaaa 1407

<210> 26

<211> 469

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 26

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp val Phe Leu val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15

val GIn Cys Gln val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly val
20 25 30

Pro Gly égg Ser Leu Arg Leu igr Cys Ala val Ser E}y Phe Thr Phe

ser ?3n Tyr Gly Met His ;gp val arg Gln Ala 250 Gly Lys Gly Leu

Glu Trp val Ala Ala Ile Trp Asn Asp Gly Glu Asn Lys His His Ala
65 70 75 80

Gly Ser val Arg g}y Arg pPhe Thr Ile ggr Arg Asp Asn Ser ;gs Asn

Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr ala val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg T¥r Phe Asp Trp Leu Leu Phe Glu Tyr
115 120 125

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
130 135 140

Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
145 150 155 160

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val
16 170 175

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr ser Gly val His Thr Phe
180 185 190

Pro Ala val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val
195 200 205

Thr val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tgr Ile Cys asn val
210 215 220

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys
225 230 2§5 240

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu

val GlIn

Thr val

Thr val ser

val

74
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245 250 255

Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
260 265 270

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val val
275 280

Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr
290 295 300

Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu G1u GIn Tyr Asn Ser
305 310 315 320

Thr Tyr Arg val val ser val Leu His GIn Asp Trp Leu
325 335

val asp val

285
val Asp Gly val

Thr Cys val

Leu Thr val
330

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
340 345 350

pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pre Arg Glu Pro
355 360 365

Gin val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn
370 375 380

val ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
385 390 395 400

val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
405 410 415

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
420 . 425 430

AsSp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser
435 440 445

val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
450 460

Leu Ser Pro Gly Lys
465

<210> 27

<211> 1395

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

Pro Pro val

Thr val

<400> 27

10

atggagrrig
gtgcagctgg
tgtgcagtgr
gg<aaggggc
ggctccgtyga
caaatgaaca
tttgactagt

tccaccaagy

ggctgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagrgggt
ggggccgatt
gcctgagagce
tattatttga
gcccatcgot

ggrttrccec
gggaggcgty
cttcagtaac
ggcagctata
caccatcrce
cgaggacacg
gtatrtggggc
ctteceectg

grrgctcttt
gtrccagcectg
tatggcatge
tggaatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
cagggaaccc

gcgeectget

75

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtecg
gagaaaataa
¢caagaacac
actgtgcgag
tggtcaccgt

ccaggagcac

ccagtgtcag
gagactctee
ccaggeteca
acaccatgca
gctgtatetg
aggacgatat
ctctagtgee

ctccgagage

60
120
180
240
300
360
420
480
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acagcggocc tgggetgoct ggtcaaggac tacttcceeg aaccggtgac ggtgtcgtgg 540
aactcaggcy ctctgaccag cggegtgcac accttoccag ctgtectaca gtoctcagga 600
ctctactccc tcagcagegt ggtgaccgtg cectccagea acttcggeac ccagacctac 660
acctgeaacg tagatcacaa gcccagcaac accaaggtgg acaagacagt tgagcgcaaa 720
tgttgtgteg agtgcccacce gtgcccagca ccacctotgg caggaccgte agtcttoctc 780
ttccccccaa aacccaagga caccotcaty aterecegga cocctgaggt cacgtgegeg 840
gtggtggacg tgagccacga agaccccgag gtccagttca actggtacgt ggacggcgtg 900
gaggtgcata atgccaagac aaagCcacgg gaggagcagt tcaacagcac gttccgtgtg 960
gtcagegree tcaccgtigt gcaccaggac tggctgaacg gcaaggagta caagtgcaag 1020
grctccaaca aaggcCctcce agecccCate gagaaaacca TCtccaaaac Caaagggcag 1080
ccccgagaac cacaggtgta caccctgecc ccatcccggg aggagatgac caagaaccag 1140
gtcagcctga cctgoctggt caaaggettc taccccageg acatcgecgt ggagtgagag 1200
agcaatggg¢ agccggagaa caactacaag accacacctc ccatgetgga ctccgacggce 1260
tCCTtCctice tctacageaa getcaccgtg gacaagagca ggrggcagca ggggaacgrc 1320
ttctcatgct ccgrtgatgca tgaggcotcotg cacaaccact acacgcagaa gagectctcc 1380
clgtctccgg gtaaa 1395
<210> 28
<211> 465
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 28
vMet Glu Phe Gly Leu Ser Trp val Phe Leu val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15
val GIn Cys Gln val GlIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly val val Gln
20 25 30
Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala val ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45
ser Asn Tyr Gly Met His Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 . 60
Glu Trp val Ala Ala Ile Trp Asn Asp Gly Glu Asn Lys His His Ala
65 70 75 80
Gly ser val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lgs Asn
85 80 9
Thr Leu Tyr Leu G1n Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg Tyr Phe Asp Trp Leu Leu Phe Glu Tyr
115 1%0 125
Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
130 135 140

76
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Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser
145 150 15 160

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val
165 170 175

Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe
180 185 180

Pro Ala val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Sar val val
195 200 205

Thre val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr GIn Thr Tyr Thr Cys Asn val
210 215 220

Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Thr val Glu Arg Lys
225 230 235 240

Cys Cys val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala pro Pro val Ala Gly Pro
245 250 25

ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
260 265 270

Arg Thr pro Glu val Thr Cys val val val asp val Ser His G1u.Asp
275 280 285

pre 6lu val GIn Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn
290 295 300

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg val
305 310 315 320

val Ser val Leu Thr val val His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
325 330 335

Tyr LyS Cys Lys val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
yehys o 340 345 350

Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr
355 360 365

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln val Ser Leu Thr
370 375 380

Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
385 390 395 400

ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu
405 410 415

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Lew Tgr ser Lys Leu Thr val asp Lys
420 425 430

ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu
435 440 445

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
450 455 460

Lys
465

<210> 29

<211> 1398

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 29

77
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atggagttitg ggctgagctg ggttttccte gttgetcttt taagaggtgt ccagtgtcag 60
gtgcagcigg tggagrtetgg ggyaggcgtg gtecagoctg ggaggtcocct gagactcte 120
Tgtgcagtyt ctggattcac cttcagtaac tatggcatgc actgggrccg ccaggctcca 180
gycaaggggc tggagtgggt ggcagctata tggaatgatg gagaaaataa acaccatgca 240
ggctccgtga ggggocgalt caccatctcc agagacaatt ccaagaacac gctgtatctg 300
caaatgaaca gcctgagagc cgaggacacg gctgtgtatt actgtgcgag aggacgatat 360
trtgactggr tattatrrga grattgggge cagggaacce tggrcaccgt ctetagtgec 420
agcaccaagg ggccarccgr Ccrtcccccty gogooctgct ccaggagcac ctocgagage 480

acagccgecce tgggoetgect ggtcaaggac tacttccccg aaccggtgac ggtgtcgtgg 540

aactcaggecg ccctgaccag cggcgtgcac accttccogg crgtcctaca gtcctcagga 600
crcractcece tcagcagegt ggrgaccgtyg ccctccagca gottggygcac gaagacctac 660
acctgcaacg tagatcacaa gcccagcaac accaagotgg acaagagagt tgagtccaaa 720
tatggtccec catgeceate atgeecagea cctgagtree tggggggacce atcagtette 780
ctgttcccee caaaacccaa ggacactctc atgatctccc gpacccctga ggrcacgtge 840
gtggtggtgg acgtgagcca ggaagacccc gaggtccagt tcaactggta cgtggatgge 900
gtggagytgc ataatgccaa gacaaagccg €gggaggagc agttcaacag cacgraccgt 960
gtogrcagcy tCctcaccgt ccrgcaccag gactggetga acggcaagga gtacaagtgc 1020
aaggtctcca acaaaggect cccgtcctec atcgagaaaa ccatctccaa agccaaaggg 1080
cagcccecgag agecacaggt gtacaccctg cccccatcce aggaggagat gaccaagaac 1140
caggtcagcc tgacctgect ggtcaaagge ttctacccca gogacatcgc €gtggagrgg 1200
gagagcaaty ggcagccgga gaacaactac aagaccacgc ctcccgtgct ggactccgac 1260
ggctcctict tcctctacag caggctaacc gtgracaaga gcaggtggea ggaggggaat 1320
gicttctcat gctcegtgak gcatgaggct ctgcacaacc actacacaca gaagagoctc 1380
tccetgtete tgggtaaa 1398

<210> 30

<211> 466

<212> PRT
<213> Homo Sapiens

<400> 30
Met Glu phe Gly Leu Ser Trp val Phe Leu val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15

val GIn Cys GIn val GIln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly val val Gln
20 25 30

78



Pro
ser
Glu
65

Gly
Thr
Tyr
Trp
Pro
145
Thr
Thr

Pro

Thr

Asp
225
Tyr
Pro
Ser
ASp
Asn
305
val
clu
Lys

Thr

Thr

Gly
Asn
S0

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
ser
Ala
val
Ala
val
210
His
Gly
ser
Arag
Pro
290
Ala
val
Tyr
Thr
Leu

370
Cys

Arg
35

Tyr
val
val
Tyr
Cys
115
GIn
val
Ala
ser
val
195
Pro
LysS
Pro
val
Thr
275
Glu
Lys
ser
Lys
Ile
355

Pro

Leu

ser

Ala
Arg
Leu
100
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
180
Leu
Ser
Pro
Pro
Phe
260
Pro
val
Thr
val
Cys
340
Ser

Pro

val

Leu
Met
Ala
Gly
85

Gln
Arg
Thr
Pro
Gly
165
Asn
Gln
ser
ser
Cys
245
Leu
Glu
GIn
Lys
Leu
325
Lys
LYS

ser

Lys
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Arg Leu

His Trp
S5

Ile Trp
70

Arg Phe
Met Asn
Gly Arg

Lew val
135

Leu Ala
150

Cys Leu
Ser Gly
ser Ser

Ser Leu
215

Asn Thr
230

Pro Ser
fhe Pro
val Thr
Phe Asn

295

Pro Arg
310

Thr val
val Ser
Ala Lys
Gln Glu

375
Gly Phe

ser
40

val
ASn
Thr
ser
Tyr
120
Thr
Pro
val
Ala
Gly
200
Gly
Lys
Cys
Pro
Cys
280
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
360

Glu

Tyr

79

Cys
Arg
ASD
1le
Leu
105
fhe
val
Cys
Lys
Leu
185
Leu
Thr
val
Pro
LyS
265
val
Tyr
Glu
His
LYS
345
Gin

Met

Pro

Ala
Gln
Gly
ser
90

Arg
Asp
ser
ser
Asp
170
Thr
Tyr
Lys
ASp
Ala
250
Pro
val
val
GIn
GlIn
330
Gly
Pro

Thr

Ser

val
Ala
Glu
75

Arg
Ala
Trp
Ser
Ar

155
TYyr
ser
ser
Thr
LysS
255
Pro
Lys
val
Asp
Phe
315
ASp
Leu
Arg
Lys

Asp

ser
PIro
60

Asn
Asp
Glu

Leu

Ala
140

g ser

Phe
Gly
Leu
Tyr
220
Arg
Glu
ASp
ASp
Gly
300
Asn
Trp
Pro

Glu

AsSn
380

Ie

Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Leu
125
Ser
Thr
Pro
val
Ser
205
Thr
val
Phe
Thr
val
285
val
ser
Leu
Ser
Pro
365

Gln

Ala

Phe
LyS
His
ser
Thr
110
Phe
Thr
ser
Glu
His
190
ser
Cys
Glu
Glu
Leu
270
Ser
Glu
Thr
AsSn
ser
350
Gln

val

val

Thr
Gly
His
LysS
95

Ala
Glu
Lys
Glu
Pro
175
Thr
val
ASN
ser
Gly
255
Metr
GIn
val
Tyr
Gly
335
Ile
val

Ser

Glu

Phe
Leu
Ala
80

Asn
val
Tyr
Gly
ser
160
val
Phe
val
val
LYyS
240
Gly

Ile

Glu

Ar
32
LySs
Glu
Tyr
Leu

Trp
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385
Glu
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390

ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn

405

Leu
Lys
43

Ala
450

Gly Lys
46

Glu

<210> 31

<211> 1401

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 31

atggggtcaa
gtgcagctga
t9taaggott
gggaaaggcc
ccgtecttee
cagtggayca
ctcgactact
aagggcccat
gccetggget
ggcgcectga
tccctcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttcctcttice
tgcgtgatag
09catggagq
cgtgtggtca
tgcaaggtct
9gQ9cageccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcrter

ctctecetgt

ccgecatect
tgcagtctgy
ctggatacag
tggagtggat
aaggccaggt
gcctgaaggce
ttgactactg
cggtcticec
gcotggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgecc
ccccaaaacc
tggacgrgag
tgcataatgc
gcgtecteac
ccaacaaagco
gagaaccaca
gcctgaccrg
atgggcagcec

Tcttccrcta

catgcrecge

ctccgggtaa

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
420
ser Ar? Trp GIn Glu Gly

Leu His Asn His Tyr Thr

455

cgeccrecte
agcagaggtg
crtrrcctec
ggggatcatc
caccatctca
ctcggacacc
gggccaggga
cctggcacce
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgcectec
caacaccaag
accgtgecca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgeac
ccreecagee
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac

tagcaagctc

gatgcatgag

a

Asn Tyr

395

Lys Thr

410

425

AsSn
440

ctggetgttc
aaaaagcccy
cactggatca
catcctggtg
gccgacaact
gccatgtatt
accctggtca
tcctecaaga
cc¢cgaacegy
ccggetgrec
agcagctigg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgcgggagg
caggactgoc
cccatcgaga
ctgcccceat
ggcrtctate
tacaagacca

accgtggaca

geretgeaca

80

Leu Tyr
val Phe

Gln Lys

ser Arg

ser Cys

Leu
460

sSer

tccaaggaot
gggagtctct
cctgagtgcy
cctctgatac
ccaacagege
TCctgtgegag
ccgtetctag
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagce
tcctgggogg
cccggaccec
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatcte
cccgggatga
ccagcgacat
cgccrcecgt

agagcaggtg

accactacac

Thr

415

Leu

ser
445

ser

ctgtgccgag
gaagatctce
ccagatgccc
cagatacagc
cacctacctyg
acaaagggaa
tgceteeace
gggcacageg
gtggaactca
aggacictac
cracatctge
caaatcttgt
accgtcagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgccgrggag
gctggactec

gcagcaggga

gcagaagagc

400

Pro Pro val
Thr val Asp
430

val Met His

Leu Ser Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
1401



ES 2565189 T3

<210> 32

<211> 467

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 32
get Gly Ser Thr §1a Ile Leu Ala Leu Leu Leu Ala val Leu GIn Gly
10 15

val Cys Ala géu val GIn Leu Met g;n ser Gly Ala Glu ¥g1 LYS LYS

Pro Gly g;u ser Leu Lys Ile igr Cys Lys Gly Ser E;y Tyr Ser phe

ser gge His Trp Ile Ala ;gp val Arg GIn Met 250 Gly Lys Gly Leu

Glu Trp Met Gly Ile Ile His Pro Gly Ala Ser Asp Thr Arg Tyr Ser
65 70 75 80

Pro Ser Phe GIn Gly Gin val Thr Ile Ser Ala Asp Asn Ser Asn Ser
85 90 95

Ala Thr Tyr Leu GIn Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met
100 105 110

Tyr Phe Cys Ala Arg GIn Arg Glu Leu Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
115 120 125

GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro ser
130 135 140

val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
145 150 155 160

Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val
165 170 175

ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr phe Pro Ala
180 185 190

val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val Thr val
195 200 205

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr 6In Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His
210 215 220

Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser Cys
225 230 235 240

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
245 250 255

Gly pPro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
260 265 270

Ile ser Arg Thr pre Glu val Thr Cys val val val asp val ser His
27 280 285

81



10

Glu
His
305
Arg
LyS
Glu
Tyr
Leu
385
Trp
val
Asp
His
Pro

465

<210> 33
<211> 1389
<212> ADN

AS

290
AsSn
val
Glu
Lys
Thr
370
Thr
Glu
Leu
LYs
Glu

450
Gly

p Pro

Ala
val
Tyr
Thr
355
Leu
Cys
Ser
ASp
ser
435

Ala

LYS

<213> Homo Sapiens

<400> 33

Glu
Lys
Ser
340
Ile
Pro
Leu
Asn
ser
420

Arg

Leu

val
Thr
val
325
Cys
Ser
Pro
val
d

40

AsSp

Trp

His

ES 2565189 T3

Lys
Lys
310
Leu
LysS
Lys
ser
LyS
390
GIn
Gly

GIn

ASn

FPhe
295
Pro
Thr
val
Ala
Ar

37

Gly
Pro
ser

GIn

His

Asn
Arg
val
ser
%
ASp
Phe
Glu
Phe
Gly

440
Tyr

Trp
Glu
Leu
AsSn
345
Gly
Glu
Tyr
ASn
Phe
425

Asn

Thr

Tyr
Glu
His
330
Lys
GIn
Leu
Pro
Asn
410
Leu

val

Gln

val
GlIn
315
GIn
Ala
Pro
Thr
ser
395
Tyr
Tyr

Phe

LyS

Asp
300
TYyr
ASp
Leu
Arg
Lys
380
ASp
Lys
ser

Ser

ser
460

Gly
ASn
Trp
Pro
9
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

445

Leu

val
sSer
Leu
Ala
350
Pro
GIn
Ala
Thr
Leu
430

ser

ser

Glu
Thr
ASn
335
Pro
Gln
val
val
Pro
415
Thr

val

Leu

atggggtcaa

gtgcagcrga

tgtaagggtt
gggaaaggcc
ccgtecttce
cagtggagca
ctcgactact
aagggcecat
gcectggget
ggcgetctga

tccctcagea

ccgccatect

tgcagtctgg

ctggatacag
tggagtggat
aaggccaggt
gcctgaaggc
trgactactg
cggtcttccc
gcctggtceaa
ccagcgygcgt
gcgtggtrgac

cgccctecte

agcagaggtg

cttttcctec
ggagatcatc
caccatctca
ctcggacace
gygccaggga
ccrggegecc
ggactactic
gcacaccttc

cgtgcccice

ctggctgtic

aaaaagcccg

cactggatcg
catcctaggtg
gccgacaact
gcecatgtatt
accctggtca
tgctccagga
ccecgaaccegg
ccagetgtcc

agcaacttcg

82

tccaaggagt
gggagtcrct

cctgggtgcey
cctctgatac
ccaacagcge
tctgtgegag
cecgtctetag
gcacctccga
tgacggtatc
tacagtecte

gcacccagac

ctgtgccgag

gaagatctee

ccagatgece
cagatacagc
cacctacctg
acaaagggaa
tgcctccace
gagcacagcyg
gtggaactca
aggactctac

Ctacacctqgc

val

3o

Gly
Ile
val
Ser
Glu

400

Pro
val
Met

ser

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
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aacgtagatc acaagcccag caacaccaag grggacaaga cagrtgageg caaatgrigt 720
gtcgagrgce caccgtgocc agcaccacct gtggcaggac cgtcagtctt cetcttcecece 780
cCadaaccca aggacaccct catgatcrcc ¢ggacccctg aggrcacgtg cgrgatggty 840
gacgtgagcc acgaagaccc cgaggtccag ttcaactggt acgtggacgg cgrggaggtg 900
cataatgcca agacaaagce acgggaggag cagttcaaca gcacgttccg tgtggtcage 960
gtcctcaccy tigtgcacca ggactggetg aacggraagg agtacaagtg caaggtctcce 1020
aacaaaggcc TCccagocoe catcgagaaa accatctcca aaaccaaagg gcagccccga 1080
gaaccacagg tgtacaccct gcccccatcc cgggaggaga tgaccaagaa ccaggtcage 1140
ctgacctgce tggtcaaagg cttctacccc agcgacatceyg ccgtggagtg ggagagcaat 1200
gggcagccygg agaacaacta Caagaccaca ccteccatge tggactccga cggetcctee 1260
TiCCctCctaca gtaagcetcac cgtggacaag agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca 1320
tgctccgtga tgcatgagge tctgcacaac cactacacgc agaagagect ctccctgtct 1380
ccgggtaaa 1389
<210> 34
<211> 463
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 34
Met Gly ser Thr Ala Ile Leu Ala Leu Leu Leu Ala val Leu Gln Gly
1 5 1¢ 15
val Cys Ala Glu val GIn Leu Met GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys
20 25 30
Pro Gly Glu Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe
35 40 45
Ser Phe His Trp Ile Ala Trp val Arg GIn Met Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60
Glu Trp Met Gly Ile Ile His Pro Gly Ala Ser Asp Thr Arg Tyr Ser
65 70 75 80
pro Ser Phe GIn Gly GIn val Thr Ile Ser Ala Asp Asn Ser Asn Ser
85 90 95
ala Thr Tyr Leu GIn Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met
100 105 110
Tyr Phe Cys Ala Arg GIn Arg Glu Leu Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
115 120 12
GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
130 135 140
val phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg ser Thr Ser Glu Ser Thr ala
14% 150 155 160
Ala Leuw Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val
165 170 175

83



ser
val
Pro
LyS
225
val
Phe
Pro
val
Thr
308
val
Ccys
Ser
Pro
val
385
Gly
ASp
rp

His

<210> 35

<211> 1392

5 <212> ADN

Trp Asn

Leu G1n
195

Ser Ser
210

Pro Sser

Glu Cys

Leu Phe

Glu val
275

Gln Phe
290

Lys Pro

Leu Thr

Lys val

Lys Thr
355

Ser Arg
370

Lys Gly
GIn Pro
Gly Ser
GIn Gln

435

Asn His
450

<213> Homo Sapiens

<400> 35

Ser
180
ser
ASn
Asn
Pro
Pro
260
Thr
AsSn
Arg
val
Ser
340
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
420

Gly

TYr

Gly
ser
Phe
Thr
Pro

245

Pro
Cys
Trp
Glu
val
325
ASn
Gly
Glu
Tyr
Asn
405
Phe

Asn

Thr

ES 2565189 T3

Ala
Gly
Gly
Lys
230
Cys
Lys
val
Tyr
Glu
310
His
Lys
GIn

Met

Pro

Leu
Leu
Thr
215
val
Pro
Pro
val
val
295
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr

375

Ser

390 -

Asn

Leu

val

Gln

Tyr

Tyr

Phe

Thr ser
185

Tyr ser
200

GIn Thr
AsSp LyS
Ala Pro

Lys Asp
265

val Asp
280

Asp Gly
Phe Asn
Asp Trp

Leu Pro
345

Arg Glu
36

Lys Asn
Asp Ile
Lys Thr

ser Lys
425

ser Cys
440

Ser Leu

Gly
Leu
Tyr
Thr
Pro
250
Thr
val
val
ser
Leu
330
Ala
Pro
GIn
Ala
Thr
410
Leu

Ser

Ser

val
Ser
Thr
val
235
val

Leu

Ser

Glu

Thr
315
Asn
Pro
Gln
val
val
395
Pro
Thr

val

Leu

His
ser
Cys
220
Glu
Ala
Met
His
val
300
Phe
Gly
Ile
val
Ser
380
Glu
Pro
val

Met

ser
460

Thr
val
205
Asn
Arg
Gly
Ile
Glu
285
Arg
Lys
Glu
Tyr
365
Leu
Trp
Met
ASD
His
445

Pro

Phe
190
val
val
Lys
Pro
ser
270
ASp
ASnh
val
Glu
LYS
350
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
230
Glu

Gly

Pro
Thr
Asp
Cys
ser
255
Arg
Pro
ala
val

Tyr
335
Thr
Leu
Cys
ser
ASp
415
Ser

Ala

Lys

atgggotcaa ccgccatcect CgoCCtccte Ctgoltgtic tcaaggagrt Crgrgccgag

gtgcagctga tgcagtctgg agcagaggig aaaaagcccg gggagtctct gaagatcrcc

tgtaagggtt ctggatacag Ccttttccttc cactggatcg cctgggtgcg ccagatgecce

10

84

Ala
val
His
Cys
240
val
Thr
Glu
LyS
Ser
320
LysS
Ile
Pro
Leu
ASn
400
Ser

Arg

Leu

60
120
180
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gggaaaggcc tyggagtggat ggggatcatc catcctggtg cctctgatac cagatacage 240
cCcgtccttcc aaggcecaggt caccatctca gecgacaact ccaacagege cacctacctg 300
cagtggagca gcctgaagge ctcggacacc gocatgtatt tctgtgcgag acaaagggaa 360
ctcgactact ttgactactg gggccaggga accctggtca ccgtcetctag tgccageacc 420
aaggggccat ccgtcticce cctggogoce tgotccagga gecacctcoga gageacagec 480
gcccrgggct goctggtcaa ggactacttc cccgaaccygy tgacggrgtc grggaactea 540
ggcgecoctga ccageggegt geacacctte cocggetgtco tacagtcctc aggactctac 600
tccctcagea gegtggtgac cgtgeccctcc agcagettgg gcacgaagac ctacacctge 660
aacgtagatc acaagcccag caacaccaag gtggacaaga gagtitgagtc caaatatggr 720
cccccatgee catcatgoco agcaccrgag ttoetggggg gaccatcagt cttoctgrtc 780
cccccaaaac ccaaggacac tctcatgatc tcceggacce ctgaggtcac grgegtggry 840
gtggacgtga gccaggaaga ccccgaggrc cagttcaact ggtacgtgga tggcgtgdag 900
gtgcataatg ccaagacaaa gccgcgggag gagcagttca acagceacgta ccgtgtggtce 960
agcgtcctca ccgtcctgea ccaggactgg ctgaacggca aggagtacaa gtgcaaggte 1020
tTccaacaaag goctcocgtc ctccatcgag aaaaccatct ccaaagccaa agggcageee 1080
<gagagccac aggtgtacac cctgcoccocca tcccaggagyg agatgaccaa gaaccaggre 1140
agcctgacct goctggtcaa aggettetac cccagcgaca tcgecgtgga gtgggagage 1200
aatgggcagc cggadaacaa ctacaagacc acgocctcceg tgctggactc cgacggctce 1260
tIcttocctct acagcagget aaccgtgrac aagagcaggt ggcaggaggg gaatgtcttc 1320
tcatociccg tgakgcatga ggctctgcac aaccactaca cacagaagag cctcetccoctg 1380
tctctgggta aa 1392
<210> 36
<211> 464
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 36
Met Gly Ser Thr Ala Ile Leu Ala Leu Leu Leu Ala val Leu GIn Gly
1 5 10 15
val Cys Ala Glu val GIn Leu Met GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys
20 25 30
Pro Gly Glu Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe
35 40 45
Ser Phe His Trp Ile Ala Trp val Arg GIn Met Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60
Glu Trp Met Gly Ite Ile His Pro Gly Ala Ser Asp Thr Arg Tyr Ser
65 70 75 80

85



Pro

Ala

Tyr

Gln

val
145

Ala
Ser
val
Pro
Lys
225
Pro
val
Thr
Glu
Lys
305
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
385
Asn

Ser

Arg

Ser
Thr
Phe
Gly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
ser
210
Pro
Pro
Phe
Pro
val
290
Thr
val
Cys
Ser
Pro
370
val
Gly

ASp

Trp

Phe
Tyr
Cys
115

Thr

Pro

Gly
Asn
Gln
195
ser

S5er

Cys

LysS
Leu
Lys
LyS
S5er
Lys
GlIn
Gly

Gin

Gln
Leu
100
Ala

Leu

Leu

Cys
ser
180
Ser
ser
Asn
Pro
Phe
260
val
Phe
Pro
Thr
val
340
Ala
GIn
Gly
Pro
Ser

420
Glu

Gly
8%

Glin
Arg

val

Ala

Leu
165
Gly
Ser
Leu
Thr
Ser
245
Pro
Thr
ASn
Arg
val
325
Ser
LYyS
Glu
Phe
Glu
405

fhe

Gly

ES 2565189 T3

Gln
Trp
Gln
Thr

Pro
150

val
Ala
Gly
Gly
LyS
230
Cys
Pro
Cys
Yrp
Glu
310
Leuw
Asn
Gly
Glu
Tyr
390
Asn

Phe

Asn

va!

Ser
Arg
val

135
Cys
Lys
Leu
Leu
Thr
215
val

Pro
LyS
val

Tyr
295
Glu
His
Lys
GlIn
Met
375
Pro
ASN

Leu

val

Thr
Ser
Glu
120

ser

Ser

ASp
Thr
Tyr
200
Lys
Asp
Ala
Pro
val
280
val
GlIn
GIn
Gly
Pro
360
Thr
ser
TYr

Tyr

Phe

86

Ile
Leu
105
Leu

ser

Arg

Tyr
ser
185
ser
Thr
Lys
Pro
LyS
265
val
AsSp
Phe
Asp
Leu
345
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser

425

Ser

Ser
90

Lys
AsSp

Ala

Ser

Phe
170
Gly
Leu
Tyr
Arg
Glu
250
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
330
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
410

Arg

cys

Ala

Ala

Tyr

s5er

Thr
155

Pro
val
Ser
Thr
val
235
Phe
Thr
val
val
ser
315
Leu
Ser
Pro
Gin
Ala
395
Thr

Leu

ser

ASp
Ser
Phe
Thr
140
ser
Glu
His
ser
Cys
220
Glu
Glu
Leu
ser
Glu
300
Thr
ASnh
ser
Gln
val
380
val
Pro

Thr

val

Asn
ASp
ASp
125

Lys

Glu

Pro
Thr
val
205
Asn
ser
Gly
Met
Gln
285
val
Tyr
Gly
Ile
val
365
Ser
Glu
Pro

val

Met

ser
Thr
110
Tyr

Gly

Ser

val
Phe
190
val
val
Lys
Gly
Ile
270
Glu
His
Arg
Lys
Glu
350
Tyr
Leu
Trp
val
Asp

430

His

Asn
a5

Ala
Trp

Pro

Thr

Thr
175
Pro
Thr
Asp
Tyr
Pro
255
Ser
ASp
Asn
val
Glu

335

Lys

Thr
Glu
Leu
415

LyS

Glu

ser
Met
Gly
ser

Ala
160

val

Ala

val

Gly
240
ser
Arg
Pro
Ala
val
320
Tyr
Thr
Leu
Cys
ser
400
ASp

ser

Ala



ES 2565189 T3

10

435 440 445
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
450 460
<210> 37
<211>705
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 37
atggadagcce Cagercaget TtCTCTICCTC Crgeractct ggctcccaga taccaccgga 60
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacce 120
ctctcctgca gggccagtca gagtgttrage agctacttag cctggtacca acagaaacct 180
ggccaggete ccaggctect catctatgat gcatccaaca gggccactgg catcccagec 240
aggrrcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagoct 300
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggcctigget cactttogge 360
ggagggacca aggtggagat caaacgaact grggctgcac catctgtctt catcttoocg 420
ccatctgatg agcagttgaa atctggaact goctctgttg tgtgocctget gaataacttc 480
tatcccagag aggecaaagt acagtggaag grgdataacg CCctCcaatc gggraactcc 540
caggagagig tcacagagca ggacagcaag gacagcacLt acagcctcag cagcaccctg 600
acgctgagca aagcagacta cgagaaacac aaagtctacg cctgcgaagt cacccatcag 660
ggcctgaget cgeccgtcac aaagagettc aacaggggag agtgt 705
<210> 38
<211> 235
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 38
Met Glu Ala Pro Ala GIn Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 S 10 15
Asp Thr Thr Gly Glu Ile val Leu Thr G1n Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20 25 30
Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GlIn Ser
35 40 45
val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gln Ala Pro
50 55 60
Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala
65 70 75 80
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
85 90 95
ser teu Glu Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn Gln Arg Ser
100 105 110

87
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10

Asn Trp Pro Pro Leu Thr Pne GlY Gly Gly Thr Lys val Glu Ile LyS
115 : 120 125
Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
130 135 140
GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala ser val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
145 150 155 160
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala Leu GIn
165 170 175
ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser
180 185 190
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr 6lu
195 200 205
Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser
210 215 220
Pro Val Thr Lys ser Phe Asn Arg Gly Glu cys
225 230 235
<210> 39
<211> 699
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 39
atgtcgccat cacaactcat tgggtttctg ctgctctggg ttccagectc caggggtgaa 60
attgtgctga ctcagtctcc agactttcag tctgtgactc caaaggagaa agtcaccatc 120
acctgccggg ccagtcagag cattggtagt agottacact ggraccagca gaaaccagat 180
cagtciccaa agcrcctcat caagtatgct tcccagtcct tctcaggggt ccectegagg 240
ttcagtggca gtggatctgg gacagatttc accctcacca tcaatagcct ggaagctgaa 300
gatgctgcag cgtattactg tcatcagagt agtagtttac ctetcacttt cggcggaggg 360
accaaggtgg agatcaaacg aactgtggct gcaccatctg tcttcatett cccgecatct 4290
gatgagcagt tgaaatctgg aactgcectct grtgtgtgec tgctgaataa cttctatocc 480
agagaggcca aagtacagtg gaaggtggat aacgccctce aatcgggtaa ctcccaggag 540
agtgtcacag agcaggacag caaggacagc acctacagec tcagcagcac cctgacgetg 600
agcaaagcag actacgagaa acacaaagtc tacgectgeg aagtcaceca tcagggectg 660
agctcgeccg tcacaaagag cttcaacagg ggagagtgt 699
<210> 40
<211> 233
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 40

88



10

15

Met 5Ser
1

ser
Thr
Gly
Leu
65

Fhe
Leu
Leu
val
Lys
145
Arg
Asn
Ser

Lys

Thr
225

<210> 41
<211>5
<212> PRT

Arg
Pro
ser
50

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
130
Ser
Glu
Ser
Leu
val

210

Lys

Pro

Gly
LYS
35

Sser
Ile
Gly
Ala
Leu
115
Ala
Gly
Ala
GIn
ser
195

Tyr

ser

<213> Homo Sapiens

<400> 41

<210>42
<211>4
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 42

ES 2565189 T3

ser Gin Leu Ile

Glu
20

Glu
Leu
Lys
Ser
Glu
100
Thr
Pro
Thr
LyS
Glu
180
ser

Ala

Phe

5

Ile val Leu
Lys val Thr
His Trp Tyr

55

Tyr Ala Ser
70

Gly Ser Gly
85

Asp Ala Ala
Phe Gly Gly

ser val Phe
135

Ala ser val
150

val GIn Trp
165

Ser val Thr
Thr Leu Thr
Cys Glu val

215
Asn Arg Gly
238

Gly

Thr
Ile
40

GIn
Gln
Thr
Ala
Gly
120
Ile
val
LyS
Glu
Leu
200

Thr

Glu

Phe

Gln
25

Thr
GIn
ser
ASp
Tyr
105
Thr
Phe
Cys
val
Gin
185
Ser
His

Cys

Leu
10

Ser
Cys
Lys
Phe
Phe
90

T¥r
Lys
Pro
Leu
Asp
170
AsSp

LySs

Gln

Leu

Pro
Arg
Pro
ser
75

Thr
Cys
val
Pro
Leu
155
ASn
ser

Ala

Gly

Leu Ser Asp Ile Ala
1 5

val Ile Asp Glu
1

89

Leu

Asp
Ala
AsSp
60

Gly
Leu
His
Glu
ser
140
Asn
Ala
Lys

Asp

Leu
220

Trp

Phe
Ser
45

GIn
val
Thr
Gln
Ile
125
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr
205

Ser

val

Gln
30

Gln
ser
Pro
Ile
ser
110
LyS
Glu
Phe
Gln
ser
190

Glu

Ser

Pro
15

sSer
ser
Pro
Sear
Asn
95

ser
Arg
Gln
Tyr
Ser
175
Thr

Lys

Pro

Ala

val
Ile
Lys
Arg
80

Ser
ser
Thre
Leu
Pro
160
Gly
Tyr
His

val
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<210> 43

<211>4

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 43

Thr Cys Phe Ala

1

<210> 44
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico para PCR

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(23)

<223>nesa,c,t,og

<400> 44

ggccggatag gectccannn nnnt 24
<210> 45

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 45

ggacactgac atggactgaa ggagta 26
<210> 46

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 46

ggacactgac atggactgaa ggagta 26
<210> 47

<211> 46

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 47
cagcagaagc ttctagacca ccatgtcgcc atcacaactc attggg

<210> 48
<211> 34

90
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 48

cttgtcgact caacactctc ccctgttgaa gctc 34
<210> 49

<211>8

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> secuencias de aminoacidos codificada por cebador 5' de kappa anti-IL-1R 15C4

<400> 49

Met Ser Pro Ser Gln Leu Ile Gly
1 5

<210> 50
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencias de aminoacidos codificadas por el cebador 3' de kappa anti-IL-1R 15C4

<400> 50

Cys Glu Gly Arg gsn rphe Ser
1

<210> 51

<211> 1409

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 51

91
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15

20

25

tctagaccac
tccagtgtga
tgacactctc
gccagygecec
cctactatcg
ccctatacct
caatttcgga
gceccateggt
tgggctgcct
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tctteccece
tagtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccegaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gcrecttett
tcttcteatg

ccergtcree

catggacatc
ggtagaactg
ctgtgcagcc
aacgaagggat
agactccgtg
gcagatggac
atactggggc
ctrcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgeac
ggtgaccgig
gcccagcaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcacegte
caaagccctic
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctatage
ctccgtgatg

gggtaaatga

ES 2565189 T3

aggctcagct
gtggagtctg
tcgggattca
ctggagtygg
aagggccget
agtccgaggt
cacggagtca
gcaccctect
tacttccecg
acctteccgg
ccctocagea
accaaggtgg
tgcccagceac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccageeccea
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccq
catgaggctc

taagtcgac

tagtttrcct
g9gggcggctt
ctttcagaac
tctcatcaat
tcactatrtt
ctgaggacac
tggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
toatctcecg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
cceccatcecg
tctatcccag
agaccacgcec
tggacaagag

tgcacaacca

<210> 52
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 52

tgaggacgct gaccacacg 19
<210> 53

<211>44

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 53

cagcagaagc ttctagacca ccatggggtc aaccgccatc ctcg 44

92

tgtcctttec
agtacaacct
ctatggcatg
tactgctagt
tagggataat
ggccacttat
ctctagtgcc
ctctgyggge
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctyg
cgacatcgec
tcecatgetg
caggtggcagq
ctacacgeag

ataaaaggtg
ggaaggtcca
gceoctgggtec
ggtggtacca
gcaaaaagta
ttctgtacat
tccaccaagg
acagcggecc
aactcaggcy
ctctactccec
atctgcaacg
tctrgtgaca
tcagtcttee
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtogy
gactccgace
caggqgaacq
aagagcctct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1409
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<210> 54
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 54

gtggaggcac tagagacggt gaccagggtt cc 32
<210> 55

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencias de aminoacidos codificadas por el cebador 5' de cadena pesada de anti-IL-1R 15C4

<400> 55

Tet Gly ser Thr a;h Ile Leu

<210> 56
<211> 11
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencias de aminoacidos codificadas por el cebador 3' de cadena pesada de anti-IL-1R

<400> 56

Thr Ser Ala Ser ?er val Thr val Leu Ildr Gly
1

<210> 57

<211> 1415

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 57

93
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tcragaccac
tgagaggtgc
gggggtcect
actgggttcg
gtygggacata
agaactcctt
gtacaagaag
ctagtgcctc
ccgagageac
tgrtcgtggaa
cctcaggact
agacctacac
agcgcaaatg
tcttectett
cgrgcgtggt
acggcgtgga
tccgtgtggt
agtgéaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agrgggagag
ccgacggcetc
ggaacgrctrt

gcoctcteect

catggacatg
cagatgtgag
gagactcrcc
ccaggcteca
ctatgcagac
gtttcttcaa
aaactgggga
caccaagggc
agcggecctg
ctcaggegcet
ctactccctc
ctgcaacgta
ttgtgtcgag
cccccaaaa

ggtggacgty

ggtgcataat

cagcgtectc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgace
caatgggcag
cttottoctc
ctcatgctcc

gtctecgggt

<210> 58

<211> 1418

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 58

tctagaccac
tgagaggtgc
g9oggtccct
actgggttcg
gtgggacata

agaactcctt

catggacatg
cagatgtgag
gagactctec
ccaggctcca
ctatgcagac

gtttcttcaa

ES 2565189 T3

agggrecccy
gtccagetgg
tgtgcaggct
ggaaaaggtc
tccgtgaagg
atgaacagcc
caatttgact
ccatcggtct
ggctgcctgg
ctgaccageg
agcagcgtgg
gatcacaagc
tgcccaccgt
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtgc
ggcctcecag
caggtgtaca
tgcetggtea
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatyg

aaatgataag

agggtcceccg
grccagetgy
tgtgcaggct
ggaaaaggtc
tccgtgaagyg

atgaacagcc

ctcagctcct
tgcagtctgg
ctggattcac
tggagrgggt
gccgattcac
tgagcgeega
actggggcca
tccecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcce
ccagcaacac
gcccagcace
ccctcatgat
accececgaggt
agccacggga
accaggactg
cceccatega
ccctgeeece
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgcea

tcgac

ctcagctcct
tgcagtergy
ctggattcac
tggagtgogt
gcegartcac

tgagcgcecga

94

ggggctectg
gggaggcityg
cttcagtgge
atcaggtatt
catctccaga
ggacatggct
gggaaccctg
gceotgetce
cttccccgaa
ctteccaget
ctccagcaac
caaggtggac
acctgtggca
ctcccggace
ccagttcaac
ggagcagttc
gctgaacggce
gaaaaccatc
atcccgggag
ccccagegac
cacacctcce
caagagcagyg

caaccactac

ggggctcctg
gggaggcttg
cttcagtégc
atcaggtatt
catctccaga

ggacatggct

ctattgtggt
gtacatcctyg
catgcritge
ggtactcatg
gacaatgcca
gtgtattact
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacag
gtccracagt
ttcggcaccc
aagacagrtg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtag
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgecgtgg
atgcrggact
tggcagcagg

acgcagaaga

ctattotggt
gtacatcctg
catgcrttge
ggtactcatg
gacaatgccea

gtgtattact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1415

60
120
180
240
300
360
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gracaagaag aaactgggga caatttgact actggggcca gggaaccctg gtcaccgtct 420
ctagtgccag caccaagggg ccatccgtot toocceCrgge goectgetec aggageacct 480
ccgagagcac agocgccctg ggctgoctgg tcaaggacta cttecccgaa ccoggtgacgg 540
tgtcgtggaa ctcaggcgec ctgaccageg gcgtgcacac ctitcccgget gtcctacagt 600
cctcaggact ctactcccte agragcegtgg tgaccgtgec ctcocagcage ttgggcacga 660
agacctacac ctgcaacgta gatcacaagc ccagcaacac ¢aaggtggac aagagagttg 720
agtccaaata tggtccccca tgoccatcat goccagcacc tgagttcctg gggggaccat | 780
cagtcttcct griccoccca aaacccaagg acactctcat gatctcoccgg acccctgagyg 840
tcacgtgrgt ggtggtggac gtgagccagg aagaccccga ggtccagttc aactggtacy 900
Tggatgocgt ggaggtgcat aatgc<caaga caaagccgcg ggaggagcag ttcaacagea 960
cgraccgrgt ggtcagcgtc ctcaccgtce tgcaccagga ctggctgaac ggcaaggagt 1020
acaagtgraa ggtctccaac aaaggcctcc cgtcctccat cgagaaaace atctccaaag 1080
tcaaagggca gccccgagag ccacaggtgt acaccctgcc cccatcccag gaggagatga 1140
ccaagaacca ggtcagcctg acctgoctygg tcaaaggott ctaccccage gacatcgoog 1200
tggagtggga gagcaatggg cagecggaga acaactacaa gaccacgect cccgtgctgg 1260
actccgacgg ctccttctto crctacagca ggctaaccgt ggacaagage aggtggcagg 1320
aggggaatgt ctictcargc tccgtgatgC atgaggerct gcacaaccac tacacacaga 1380
agagcctcLc cctotctctg ggtaaatgat aagtcgac 1418

<210> 59

<211> 485

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 59
Met val His Ala Thr Ser Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 15
Ala Leu val Ala Pro Gly Leu Ser Ala Arg Lys Cys Ser Leu Thr Gly

20 25 30
Lys Trp Thr Asn Asp Leuy Gly Ser Asn Met Thr Ile Gly Ala val Asn
35 40 45
ser Lys Gly Glu Phe Thr Gly Thr Tyr Thr Thr Ala val Thr Ala Thr
50 55 60
ser Asn Glu Ile Lys Glu Ser Pro Leu His Gly Thr G1n Asn Thr Ile
65 70 75 80
Asn Lys Arg Thr GIn Pro Thr phe Gly Phe Thr val Asn Trp Lys Phe
85 90 95
ser Glu Ser Thr Thr val phe Thr Gly 61n Cys Phe Ile Asp Arg Asn
100 105 110

95
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Gly Lys Glu val Leu Lys Thr Met Trp Leu Leu Arg Ser Ser val Asn
115 120 125

Asp Ile Gly Asp Asp Trp Lys Ala Thr arg val Gly Ile Asn Ile pPhe
130 1§5 140

Thr Arg Leu Arg Thr GIn Lys Glu Gln Leu Leu Ala Ser Leu Leu Glu
145 150 155 160

Ala Asp Lys Cys Lys Glu Arg Glu Glu Lys Ile Ile Leu val Ser ser
165 170 175

Ala Asn Glu Ile Asp val Arg Pro Cys Pro Leu Asn Pro Asn Glu His
180 185 199

Lys Gly Thr Ile Thr Trp Tyr Lys Asp Asp Ser Lys Thr Pro val Ser
195 200 205

Thr Glu GIn Ala Ser Arg Ile His GIn His Lys Glu Lys Leu Trp Phe
210 215 220

val Pro Ala Met val Glu Asp Ser Gly His Tyr Tyr Cys val val Arg
225 230 235 240

Asn Ser Ser Tyr Cys Leu Arg Ile Lys Ile Ser Ala Lys Phe val Glu
245 250 255

Asn Glu Pro Asn Leu Cys Tyr Asn Ala GIn Ala Ile Phe Lys Gln Lys
260 265 270

Leu Pro Val Ala Gly Asp Gly Gly Leu val Cys Pro Tyr Met Glu Phe
275 280 285

Phe Lys Asn Glu Asn Asn Glu Leu Pro Lys Leu GIn Trp Tyr Lys AsSp
290 205 300

Cys Lys Pro Leu Leu Leu AsSp Asn Ile His Phe Ser Gly val Lys Asp
305 310 315 320

Arg Leu Ile val Met Asn val Ala Glu Lgs His Arg Gly Asn Tgr Thr
325 330 335

Cys His Ala Ser Tyr Thr Tyr Leu Gly Lys GIn Tyr Pro Ile Thr Arg
340 345 350

val Ile Glu Phe Ile Thr rLeu Glu Glu Asn Lys Pro Thr Arg Pro val
355 ' 360 365

Ile val ser Pro ala Asn Glu Thr mMet Glu val Asp Leu Gly Ser Gln
370 375 380

Ile GIn Leu Ile Cys Asn val Thr Gly GIn Leu Ser Asp Ile Ala Tyr
385 390 395 400

Trp Lys Trp Asn Gly Ser val Ile Asp Glu Asp Asp Pro val Leu Gly
40 410 415

Tyr Ser val Glu Asn Pro Ala Asn Lys Arg Arg Ser Thr

420 425 43

teu ITe Thr val Leu Asn Ile Ser Glu Ile Glu Ser Arg Phe Tyr Lys
435 440 44

His pPro Phe Thr Cys Phe Ala Lys Asn Thr His Gly Ile Asp Ala Ala
450 455 460

Tyr Ile GIn Leu Ile Tyr Pro val Thr Asn Phe Gln Lys Asp Tyr Lys
465 470 475 480

Glu Asp Tyr

96



10

<210> 60
<211> 485
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> proteina quimérica avidina-IL-1R1 Cynomolgus-FLAG protein

<400> 60
Met
1
Ala
LyS
ser
ser
65
AsSn
sSer
Gly
ASp
Thr
145
Ala
Ala
Lys
Thr
val

225

Asn

Asn

val
Leu
Trp
Lys
50

Asn
LYS
Glu
LYS
Ile
130
Arg
Asp
Ash
Gly
Glu
210

Pro

ser

Glu

His
val
Thr
35

Gly
Glu
Arg
Ser
Glu
115
Gly
Leu
Lys
Glu
Thr
195
GIn

Ala

ser

Pro

Ala
Ala
20

ASn
Glu
Ile
Thr
Thr
100
val
Asp
Arg
Cys
Ile
180
Ile
Ala

Lys

Tyr

Asn
260

Thr
Pro
Asp
Phe
Lys
GIn
85

Thr
Lew
Asp
Thr
Asn
165
Asp
Thr
Ser

val

Cys
245

Leu

ES 2565189 T3

ASp ASp ASp ASp Lys
4385

Ser
Gly
Leu
Thr
%
Pro
val
Lys
Trp
Gln
150
Glu
val
Trp
Arg
Glu

230

Leu

Cys

Pro
Leu
Gly
Gly
55

Ser
Thr
Phe
Thr
LYS
135
Lys
Arg
Arg
TVYr
Ile
215

Asp

Arg

Tyr

Leu
ser
ser
40

Thr
Pro
Phe
Thr
Met
120
Ala
Glu
Glu
Pro
Lys
200
His
ser

Ile

Asn

97

Leu
Ala
25

Asn
Tyr
Leu
Gly
Gly
105
Trp
Thr
Gln
Glu
Cys
185
AsSn
GIn

Gly

LyS

Ala
265

Leu
10

Arg
Met
Thr
His
Phe
90

GIn
Leu
Arg
Leu
LyS
170
Pro
Asp
His
His

Ile
250

Glu

Leu
Lys
Thr
Thr
Gly
75

Thr
Cys
Leu
val
Leu
155
Ile
Leu
Ser
Lys
Tyr

235
Thr

Ala

Leu
Cys
Ile
Ala
60

Thr
val
Phe
Arg
Gly
140
Ala
Ile
Asn
Lys
Lys
220

Tyr

Ala

Ile

Leu
ser
Gly
45

val
GIn
Asn
Ile
ser
125
Ile
ser
Leu
Pro
Thr
205
Lys

Cys

Lys

Phe

Leu
Leu
30

Ala
Thr
AsSn
Trp
Asp
110
ser
Asn
Leu
val
AsSn
190
Pro
Leu

val

Phe

ser
15

Thr
val
Ala
Thr
Lys
a5

Arg
val
Ile
Leu
ser
175
Glu
Ile
Trp

val

val
255

Gln

Leu
Gly
Asn
Thr
Ile
80

Phe
Asn
Asn
Phe
%
ser
Tyr
Ser
Phe
s

Glu

Arg
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15

20

Leu val

275

ASp

Pro

15

Lys

Phe

Cys Pro
305
Arg

Leu Ile

Cys His Ala

Glu
355

sSer

val Ile

val
370

GIn

Ile

Ile
385

Trp

Leu

Lys Trp

Glu Asp Tyr

Thr
435

Phe

Leu Ile

His Pro

450

Tyr val GIn

465

ASp ASp ASp

<210> 61

<211>5

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400>61

<210> 62

<211>8

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 62

<210> 63

<211>5

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

Ala
Glu
Leu
val
ser
340
Phe
Pro
Ile
Asn
Tyr
420
val
Thr

Leu

Asp

Gly
ASN
Leu
Met
325
Tyr
Ile
Ala
Cys
Gly
405
Ser
Leu
Cys

Ile

LYS
485

ES 2565189 T3

Asp Gly 615 Leu
28

Glu
295

Asp

Asn Leu Pro

Ley Asn Ile

310
Asn Glu

val Ala

Gl
34

Glu

Thr Tyr Leu

Glu
360

Thr

Thr Leu

Glu
375

val

ASn Ile

Asn Thr

390

Ser

Gly

Phe Ile Asp

val Glu Asn Pro

425

ser Glu

440

Arg Asn

Asn Ile

Ala
455

Pro

Leu

Tyr val Thr

470

val
LyS
His
LYS
350
LYS
Asn
Glu
Gln
Glu
410
Ala
Thr

Thr

Lys

Cys
Leu
Phe
315
His
Gln
LYyS
val
Leu
395
Asp
ASD
Glu
His

Phe
475

Ash Tyr Gly Met gis
1

Pro
Lew
300
ser
Arg
Tyr
Pro
Asp
380
Ser
Asp
LysS
ser
Gly

460
Gln

Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met His
1 5

98

%5

Trp
Gly
Gly
Pro
Thr
365
Leu
Asp
Pro
Arg
Al

445
Met

Lys

Met
Tyr
val
Asn
%
Arg
Gly
Thr

val

Ar
43

g Phe

Asp

Asp

Glu
LYS
LysS
TYyr
335
Thr
Pro
Ser
Ala
Leu
415
ser
Tyr

Ala

Tyr

Phe
Asp
330
Thr
Arg
val
Gln
i
Gly
Thr
Lys
Ala

LYyS
480
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<400> 63

phe His Trp Ile Ala
1 5

<210> 64

<211>17

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 64

Gly Ile Trp Asn Asp Gly Ile Asn Lys Tyr His Ala His Ser val Arg
1 5 10 15

Gly

<210> 65

<211>17

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 65

Ala Ile Trp Asn Asp Gly Glu Asn Lys His His Ala Gly Ser val Arg
1 5 10 15

Gly

<210> 66

<211>17

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 66
Ile Ile His Pro Gly Ala Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro Ser
1 5 10
Gly

<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 67

Ala Arg Ser Phe Asp Trp Leu Leu phe G‘;I)u Phe
1 5 1

<210> 68

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 68

g1y Arg Tyr pPhe gsp Trp Leu Leu Phe EAu Tyr

99

Phe G1n
15
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<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 69

Gln Arg Glu Leu Asp Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210>70

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 70

Arg Ala ser Gln ger val Ser Ser Tyr igu Ala
1

<210> 71

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 71

Arg Ala ser GIn Ser Ile Gly Ser Ser Leu His
1 5 10

<210>72

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 72

isp Ala ser Asn ?rg Ala Thr

<210>73

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 73

Iyr Ala Ser Gln ser phe Ser
5

<210> 74

<211>10

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 74

Gln GIn Arg Ser Asn Trp Pro Pro Leu Thr
1 5 10

100
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His GIn Ser Ser Ser Leu Pro Leu Thr
1 S

<210> 75
<211>9
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 75
<210> 76
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 76
pro val rle val Ser Pro Ala
1 5
ser GIn Ile GIn Leu Ile Cys
20
Ala Tyr ;rp Lys Trp Asn Gly
5
teu Gly Glu Asp Tyr Tyr Ser
50 55
ser Thr Leu Ile Thr val teu
65 70
Tyr Lys His Pro Phe Thr Cys
85
Ala Ala Tyr Ile GIn Leu Ile
100
<210> 77
<211> 350
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 77
cctgtgattg tgagceccage taatgagaca
ttgatctgta atgtcaccgg ccagttgagt
gtaattgatg aagatgacce agtgetaggg
aacaaaagaa ggagtaccct catcacagtg
tataaacatc catttacctg ttttgccaag
cagttaatat atccagtcac taatttccag
<210>78
<211> 350
<212> ADN

<213> Rattus sp.

<400> 78

Asn Glu

10

val
25

val

Asn

Ser
40

val Glu

Asn Ile

Phe Ala

90

Pro

Tyr
105

atggaagtag

gacattgctt
gaagactatt
cttaatatat
aatacacatg

aagcacatga

101

Thr
Thr
Ile
Asn
ser
LyS

val

Met Glu val Leu

15

ASp

ASp

Gln ser

30
Asp

Gly Leu

AsSp Glu Asp Pro

a5

Ala
60

Ile

Pro Asn Lys Arg

Glu Glu

75

ser Arg

Asn Thr His Ile

95
LysS

Gly

GIn
110

Thr Asn phe

acttgggatc ccagatacaa

actggaagtg gaatgggtca
acagtgtgga aaatcctgea
cggaaattga aagtagattt
gtatagatgc agcatatatc

ttggtatatg

Gly
Ile
val
Arg
Phe

80O
Asp

60

120
180
240
300
350
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15

cctgtgatta
ctgatctgca
gaaattgaat
gccaaaagaa
tatcgctate
cggttagtat

<210>79

<211> 111

<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 79

Pro val

1

ser Thr

val Tyr

Ala
50

Thr

Leu

'lﬁ'gi"

TYr Arg

Thr Ala

<210> 80
<211> 118
<212> PRT

Ile
Ile
Trp
35

Glu
Leu

Tyr

His

tgagcccacg
acgtcacgyg
gggacgatcc
agracactct
cgttcatctg

acccagttce

Met Ser

GIn
20

Lys

Leu
Trp
Asp Tyr
Ile Thr
Phe
85

Arg

Pro

val
100

<213> Homo Sapiens

<400> 80

ES 2565189 T3

gaatgagacg
ccagttcace
aatcctagcec
cattacaaca
cttcgttaag

tgacttcaag

Pro Arg

Ile Cys

Asn Gly

Asn

Asn

sSer

atggaagctg
gaccttgtct
gaagactatc
cttaacgttt
aacactcata

aattacctca

Thr
10

Thr

Glu
val
25

Glu Ile

40

Phe
55

Leu

Gln
Thr
70

Ile Cys

Leu val

Leu

Asn

Phe

Tyr

Glu His

val ser
val Lys
90

Pro val

105

102

acccaggate cacgatracaa
actggaagtg gaatgggtcg
agtttttgga acacg¢cttca
cagaggtcaa aagccagttt
ttctggagac tgcacacgta
tcgggggett

Met Glu Ala ero

15

Asp

Thr
30

ASp

Gly GIn Phe Asp

Glu Trp Asp Pro

45

Pro Ser Ala Lys Arg

Glu val ser GIn

75

Asn

Lys

Thr His Ile Leu

95

Pro Asp FPhe LyS

60
120
180
240
300
350

Gly
Leu
Ile
Lys
Phe

80
Glu
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Glu

Ser

Trp

Gly

GIn

65

Leu

Ala

Leu

<210> 81
<211>107
<212> PRT

val

Leu

Ile

Ile

50

Gly

GIn

Arg

val

GIn

Lys

Ala

35

Ile

G1In

Tep

GIn

Thr
115

<213> Homo Sapiens

<400> 81

Glu
i

Glu

Leu

Lys

ser

65

Glu

Thr

<210> 82
<211>120

Ile

Lys

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

val

val

Trp

35

Ala

ser

Ala

Gly

Leu
Ile
20

Trp
His
val
Ser
Arg
100

val

Leu

The

20

TYr

ser

Gly

Ala

Met
5
Ser
val
Pro
Thr
Ser
8s

Glu

Ser

Thr
9

Ile
Gln
GIn
Thr
Ala

85

Gly

ES 2565189 T3

GIn Ser

Cys Lys

Arg Gln

Gly Ala
55

Ile Ser
70

Leu Lys

Leu Asp

ser

Gin

Thr

GIn

ser

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Phe

35

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

Met

40

ser

Ala

Ala

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

103

Ala Glu val Lys

10

ser Gly Tyr Ser

25

Pro Gly Lys Gly

Asp Thr Arg Tyr

AsSp Asn Ser Asn
75

Ser Asp Thr Ala
90

phe Asp Tyr Trp

105

Asp

Ala

25

ASp

Gly

Leu

His

Glu
105

Phe

10

ser

Gln

val

Thr

Gln

20

Ile

GIn Sser

Gln Ser

Ser Pro

Fro ser

60

Ile Asn
75

Ser Ser

Lys

LyS

Phe

Leu

45

Ser

ser

Met

Gly

val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Pro

ser

30

Glu

Pro

Ala

Tyr

Gln
110

Thr

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Gly
15

Phe
Trp
ser
Thr
Phe
95

Gly

Pro

15

ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Glu
His
Met
Phe
&
Cys

Thr

Lys
ser
Ile
Gly
Ala

80

Leu
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<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 82

Gln
1

ser

Gly

Ala

Arg

65

Leu

ala

Gly

<210> 83
<211> 108
<212> PRT

val

Leuw

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Thr

GIn

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Leu
115

<213> Homo Sapiens

<400> 83

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

val

Ser

val

Asn

Thre

ser

85

Tyr

Thr

ES 2565189 T3

Glu

Cys

Arg

ASp

Ile

70

Lew

Phe

val

ser

Ala

Gln

Gly

55

ser

Arg

Asp

Ser

Gly

val

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Trp

Ser
120

104

Gly

ser

25

Pro

AsSn

Asp

Glu

Leu
105

Gly

10

Gly

Gly

LysS

Asn

val
Phe
Lys
His

ser
75

Asp Thr

90

Leu

Phe

val

Thr

Gly

His

60

LyS

Ala

Glu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

As5n

Trp

ser

Leu

Tyr
95

Arg

TYr

val

val

Tyr

80

Cys
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Glu

Glu

Lew

Tyr

ser

65

Glu

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

ASD

val

Ala

Trp

35

Ala

ser

Phe

Leu

Thr

20

Tyr

ser

Gly

Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

val

ES 2565189 T3

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

85

Ser

Cys

LySs

TYr

Pro

Arg

°ro

40

Thr

Thr

Cys

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gin

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

GIn

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

90

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

ser

Leu
val
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 84
<211>120
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 84
GIn

1

Ser

Gly

Ala

Arg

65

Leu

Ala

Gly

val

Leuw

Met

Gly

50

Gly

GIn

Arg

Thr
120

GIn

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

ASn

Ar

10

val

val

ser

val

Asn

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Pro

Phe

val

Ser

ala

GIn

Gly

55

ser

Arg

ASD

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ile

Arg

Ala

Trp

Ser

105

Gly

ser

25

Pro

ASn

Asp

Glu

Leu
105

Gly
10

Gly
Gly
Lys
ASN
Asp
90

Leu

val

Phe

LyS

Tyr
ser
75

Thr

Phe

val

Thr

Gly

His

60

Lys

Ala

Glu

Gln

Phe

Leyu

45

Ala

Asn

val

Phe

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

Ser

30

Glu

His

Thr

TYr

Trp
110

Pro Gly
15

ser Tyr
Leu Ile
Ser Gly
Glu Pro

80

Pro Pro

95

Gly Arg

15

Asn Tyr

Trp val

Ser val

Leu Tyr
80

Tyr Cys

Gly GlIn



10

15

20

25

30

ES 2565189 T3

<210> 85

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 85

gaggtgcage tgatgcagtc

tcctgtaagyg
cccgggaaag
agcccgtect
ctgcagtgga
gaactcgact

gttctggata
gcctggagrg
tccaaggcca
gcagcctgaa
acttrgacta

tggagcagag
cagcttttec
gatggggatc
ggtcaccatc
ggcorcgoac

ctggggccag

gtgaaaaagc
ttccactgga
atccatcctg
tcagccgaca
accgccatgt

ggaaccctgg

<210> 86

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 86

gaaattgtgc tgactcagtc tccagacttt cagtctgtga
atcacctgce gggccagica gagcattggt agtagcttac
gatcagtctc caaagctcct catcaagtat gcttcccagt
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcaccctca
gaagatgctg cagcgtatta ctgtcatcag agtagtagtt
gggaccaagg tggagatcaa a

<210> 87

<211> 360

<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<400> 87

ccggggagte tctgaagatc
tegectygyggt gegecagatg
gtgcctctga taccagatac
actccaacag ¢gecacctac
atttctgtge gagacaaagg
tcaccgtctc tagt

ctccaaagga gaaagtcacc
actggtacca gcagaaacca
ccttctcagg ggtccecteg
ccatcaatag cctggaaget

tacctctcac tttcggegga

caggtgcagc
fcctgtgcag
ccaggcaagg
gcaggetceg
ctgcaaatga

tattttgact

tggtggagtc
tgtctggatt
ggctggagtg
tgaggggccg
acagcctgag

ggttattatt

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagct
attcacgatc
agccgaggac

tgagtattgyg

gtggrccage
aactatggca
atatggaatg
tccagagaca
acggctgtgt
ggccagggaa

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggagaaaa
attccaagaa
attactgtge

ccctggteac

cctgagactc
ccgecagget
taaacaccat
cacgctgtat
gagaggacga
cgtctctagt

<210> 88

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 88

106

60
120
180
240
300
354

60
120
180
240
300
321

60
120
180
240
300
360
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107

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccace ctgtetitgt ctccagggga aagagecace 60
ctctocectgea gggccagtca gagtgttage agctactiag cctggtacca acagaaacct 120
ggccaggete Ccaggeteet catctatgat gcatccaaca gggecactgg catecoageg 180
aggttcagtg gcaatgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagoct 240
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggcctccget cactttcgge 300
ggagggacca aggtggagat caaa 324

<210> 89

<211> 360

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 89
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc grggrccage ctgggaggte cctgagacte 60
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagc aactatggea tgcactgggr ccgccaggcet 120
ccaggcaagg gqctggagtg ggtggcaggc atvttggaatg atggaattaa taaataccat 180
gcacactccg tgagoggcecg attcaccate tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240
ctgcaaatga acagcccgag agecgaggac acggctgtgt attactgtgc gagagcacgg 300
tctttcgact ggctattatt tgagttctgy ggccagggaa coctggtcac cgtctctagt 360
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al tercer dominio (SEQ ID NO: 76) del receptor de tipo
1 de la interleucina 1 (IL-1R1) e inhibe la unién a IL-1B, pero no significativamente a IL-1ra, donde el anticuerpo se
une especificamente a un epitopo conformacional en el tercer dominio de IL-1R1, cuyo epitopo conformacional
comprende la secuencia de aminoacidos YSV.

2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que es un anticuerpo Fv de una sola cadena.
3. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 o 2, que es un anticuerpo Fab, Fab' o (Fab'),.
4. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es un anticuerpo IgG2.

5. Una composiciéon farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al tercer dominio (SEQ ID NO: 76) del receptor de tipo
1 de la interleucina 1 (IL-1R1) para su uso en el tratamiento de una enfermedad mediada por IL-1 en un paciente,
donde la enfermedad mediada por IL-1 se selecciona de enfermedad pulmonar obstructiva crénica o EPOC,
proteinosis alveolar pulmonar, neumopatia inducida por bleomicina, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica,
fibrosis pulmonar inducida por radiacion, fibrosis quistica, acumulaciéon de colageno en los pulmones, sindrome de
dificultad respiratoria aguda o SDRA, displasia broncopulmonar o DBP, enfermedades pulmonares obstructivas
cronicas seleccionadas de enfisema y bronquitis crénica, enfermedad pulmonar fibrética crénica, asbestosis,
neumoconiosis de los mineros del carbodn, silicosis, neumonia organizada bronquiobliterante, sarcoidosis pulmonar,
rinitis alérgica, dermatitis de contacto, dermatitis atdpica, diabetes, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis
reumatoide, y asma; donde el anticuerpo se une especificamente a un epitopo conformacional en el tercer dominio
de IL-1R1, y donde el epitopo conformacional comprende la secuencia de aminoacidos YSV, y donde el anticuerpo
inhibe la sefalizacion de la IL-1 al competir con IL-1  por la union a IL-1R1.

7. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6, que es un anticuerpo Fv de una sola cadena.
8. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, que es un anticuerpo Fab, Fab', o (Fab')..

9. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 - 8, que es un anticuerpo 1gG2.
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gecctccacca
ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gcecgtggagt
ctggactcecg
cagcagggga
cagaagagcc

ASTKGPSVFP
GLYSLSSVVT
PSVFLFPPKP
STYRVVSVLT
LTKNQVSLTC
QQGNVFSCSV

agggcececatce
ccctgggetg
gecgecectgac
ccctecageag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctettcec
gegtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccceg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtcttctc
tctcectgte

LAPSSKSTSG
VPSSSLGTQT
KDTLMISRTP
VLHODWLNGK
LVKGFYPSDI
MHEALHENHYT

ES 2565189 T3

FIG. 1A

Region constante de la cadena pesada de IgG1

ggtcttecec
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacce
caagcccagce
cacatgccca
cccaaaaccce
ggacgtgagc
gcataatgcce
cgtccteace
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagccg
cttectctat
atgctccgtg
tccgggtaaa

ctggcaccct
gactacttec
cacaccttece
gtgecccteca
aacaccaagg
ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgeace
ctcccageec
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

FIG. 1B

GTAALGCLVK
YICNVNHKPS

EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW

EYKCKVSNKA

AVEWESNGQP ENNYKTTPPV

OKSLSLSPGK

DYFPEPVTVS
NTKVDKKVEP

LPAPIEKTIS

109

cctccaagag
cecgaaccggt
cggctgtect
gcagcttggg
tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgceccccatce
gcttctatce
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

WNSGALTSGV
KSCDKTHTCP
YVDGVEVHNA
KAKGQPREPQ
LDSDGSFFLY

cacctctggg
gacggtgtceg
acagtcctcea
cacccagacc
agttgagccce
cctgggggga
ccggacccct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcce
ccgggatgag
cagcgacatce
gcctececgtg
gagcaggtgg
ccactacacg

HTFPAVLQSS
PCPAPELLGG
KTKPREEQYN
VYTLPPSRDE
SKLTVDKSRW

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
990

60
120
180
240
300
330



Region constante de la cadena kappa

cgaactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca

ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgcecct
gcacctacag
tctacgeetg
ggggagagtg

ES 2565189 T3

FIG. 2A

tgtcttcate
cctgctgaak
ccaatcgggt
cctcagcage
cgaagtcacc
t

ttccegecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacge
catcagggcc

FIG. 2B

RTVAAPSVFI FPPSDEQLKS GTASVVCLLN NFYPREAKVQ
SKDSTYSLSS TLTLSKADYE KHKVYACEVT HQGLSSPVTK

110

ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcece

gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag

WKVDNALQSG NSQESVTEQD

SFNRGEC

60
120
180
240
300
321

60
107



gccteccacca
agcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatgttgtg
ctctteccec
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtcageg
aaggtctcca
cagcecccgag
caggtcagec
gagagcaatg
ggctccttcet
gtettcteat
tcecetgtete

ASTKGPSVFP
GLYSLSSVVT
LFPPKPKDTL
VVSVLTVVHQ
QVSLTCLVKG
VFSCSVMHEA

agggcccatc
ccctgggetg
gcgctctgac
ccctecageag
acgtagatca
tecgagtgece
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tecctecacegt
acaaaggcct
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagccgga
tcctctacag
gectecgtgat
cgggtaaa

LAPCSRSTSE
VPSSNFGTQT
MISRTPEVTC
DWLNGKEYKC
FYPSDIAVEW
LHNHYTQKSL

ES 2565189 T3

FIG. 3A

Region constante de la cadena pesada de IgG2

ggtcttccee
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgace
caagcccagc
acecgtgcccea
ggacaccctc
cgaagacccece
gacaaagcca
tgtgcaccag
cccagccccce
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggcet

ctggcgecct
gactacttece
cacaccttce
gtgeccetcea
aacaccaagg
geaccacctg
atgatctccece
gaggtccagt
€©gggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cccecatcee
ttctacccca
aagaccacac
gtggacaaga
ctgcacaacc

FIG. 3B

STAALGCLVK DYFPEPVTVS

YTCNVDHKPS
VVVDVSHEDP
KVSNKGLPAP

NTKVDKTVER
EVQFNWYVDG
IEKTISKTKG

ESNGQPENNY KTTPPMLDSD

SLSPGK

111

gctccaggag
ccgaaccggt
cagctgtcct
gcaacttcgg
tggacaagac
tggcaggacc
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gcgacatcgce
cteccatget
gcaggtggcea
actacacgca

WNSGALTSGV
KCCVECPPCP
VEVHNAKTKP
QPREPQVYTL
GSFFLYSKLT

cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagace
agttgagcgc
gtecagtctte
ggtcacgtge
cgtggacggc
cacgttcecgt
gtacaagtge
aaccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactcecgac

gcaggggaac
gaagagcctc

HTFPAVLQSS
APPVAGPSVF
REEQFNSTFR
PPSREEMTKN
VDKSRWQQGN

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
860
978

60
120
180
240
300
326



gccagcacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatatggtce
ttcetgttee
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtea
tgcaaggtct
gggcagcccece
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aatgtcttct
ctctcectgt

ASTKGPSVFP
GLYSLSSVVT
FLFPPKPKDT
RVVSVLTVLH
NQVSLTCLVK
NVFSCSVMHE

aggggccatc
ccectgggetg
gegecctgac
ccctcageag
acgtagatca
c¢ccccatgecce
ccccaaaace
tggacgtgag
tgecataatgce
gcgtectecac
ccaacaaagg
gagagccaca
gectgacctg
atgggcagcc
tcttecctcta
catgctcegt
ctctgggtaa

LAPCSRSTSE
VPSSSLGTKT
LMISRTPEVT
QDWLNGKEYK
GFYPSDIAVE
ALHNHYTQKS

ES 2565189 T3

FIG. 4A

Region constante de la cadena pesada de IgG4

cgtcttecce
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccage
atcatgccca
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtcectgcac
cctcecgtcee
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gakgcatgag
a

ctggcgcect
gactacttcc
cacaccttee
gtgcccecteca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatct
cccgaggtcece
ccgcgggagg
caggactggc
tccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctace
tacaagacca
accgtgraca
gctctgcaca

FIG. 4B

STAALGCLVK DYFPEPVTVS

YTCNVDHKPS
CVVVDVSQED
CKVSNKGLPS

NTKVDKRVES
PEVQFNWYVD
SIEKTISKAK

WESNGQPENN YKTTPPVLDS

LSLSLGK

112

gcteccaggag
ccgaaceggt
cggctgtect
gcagcttggg
tggacaagag
tcetggggag
ccecggacecec
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgceteeegt
agageaggtg
accactacac

WNSGALTSGV
KYGPPCPSCP
GVEVHNAKTK
GQPREPQVYT
DGSFFLYSRL

cacctcegag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgcegtggag
gectggactece

gcaggagggg
acagaagagce

HTFPAVLQSS
APEFEGGPSV
PREEQFNSTY
LPPSQEEMTK
TVDKSRWQEG
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Cadena pesada 26F5

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagecgt
ggcaaggggc
cactcegtga
caaatgaaca
ttcgactggce

ggctgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
ggggccgatt
gcccgagagc
tattatttga
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FIG. 5A

ggtcttececte
gggaggcgtg
ctteagcaac
ggcaggcatt
caccatctce
cgaggacacg
gttctgggge

gttgctcttt
gtccagcctyg
tatggcatge
tggaatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
cagggaaccce

FIG. 5B

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaattaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tagtcaccgt

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctccea
ataccatgca
gctgtatetg
agcacggtct
ctctagt

MEFGLSWVFL VALLRGVQCQ VQLVESGGGV VQPGRSLRLS CAASGFTFSN YGMHWVRQAP
GKGLEWVAGI WNDGINKYHA HSVRGRFTIS RDNSKNTLYL QMNSPRAEDT AVYYCARARS

FDWLLFEFWG

QGTLVTVSS
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Cadena kappa 26F5

atggaagccc
gaaattgtgt
ctctectgea
ggccaggctc
aggttcagtg
gaagattttg
ggagggacca

MEAPRQLLFL LLLWLPDTTG EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSVS SYLAWYQQKP

cagctcagct
tgacacagtc
gggccagtca
ccaggctcect
gcagtgggtc
cagtttatta
aggtggagat
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FIG. 6A

tctettecte
tccagccace
gagtgttage
catctatgat
tgggacagac
ctgtcagcag
caaa

ctgctactct
ctgtetttgt
agctacttag
gcatccaaca
ttcactctca
cgtagcaact

FIG. 6B

GQAPRLLIYD ASNRATGIPA RFSGSGSGTID FTLTISSLEP

GGTKVEIK
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ggctcccaga
ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggcctecget

EDFAVYYCQQ RSNWPPLTFG

taccaccgga
aagagccacc
acagaaacct
catcccagce
cctagagcct
cacttteggce
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Cadena pesada 27F2

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagtgt
ggcaaggggc
ggctcecgtga
caaatgaaca
tttgactggt

MEFGLSWVFL
GKGLEWVAAI
FDWLLFEYWG

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
ggggccgatt
gectgagage
tattatttga

VALLRGVQCQ
WNDGENKHHA
QGTLVTVSS
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FIG. 7A

ggttttecte
gggaggcgtg
cttcagtaac
ggcagctata
caccatctecce
cgaggacacg
gtattggggce

gttgctcttt
gtccagcctg
tatggecatge
tggaatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
cagggaacce

FIG. 7B

VQLVESGGGV VQPGRSLRLS

GSVRGRFTIS

RDNSKNTLYL
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taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtceg
gagaaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tggtcaccgt

CAVSGFTFSN
QMNSLRAEDT

ccagtgtcag
gagactctce
ccaggctccea
acaccatgca
gctgtatctg
aggacgatat
ctctagt

YGMHWVROQAP

AVYYCARGRY
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Cadena pesada 15C4

atggggtcaa
gtgcagctga
tgtaagggtt
gggaaaggcc
ccgtecttece
cagtggagca
ctegactact

cegecatcet
tgcagtctag
ctggatacag
tggagtggat
aaggccaggt
gcctgaaggce
ttgactactg
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FIG. 8A

cgeccctecte
agcagaggtg
cttttectte
ggggatcatc
caccatctca
ctcggacacce

gggccaggga

ctggectgtte
aaaaagcecg
cactggatcg
catcctggtg
gccgacaact
gccatgtatt
accctggteca

FIG. 8B

MGSTAILALL LAVLOGVCAE VQLMQSGAEV KKPGESLKIS
GKGLEWMGII HPGASDTRYS PSFQGQVTIS ADNSNSATYL QWSSLKASDT AMYFCARQRE
LDYFDYWGQG TLVTVSS
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tccaaggagt
gggagtctet
cctgggtgeg
cctetgatac
ccaacagcgc
tctgtgcgag
ccgtctctag

ctgtgcegag
gaagatctcc
ccagatgccc
cagatacagc
cacctacctg
acaaagggaa
t

CKGSGYSFSF HWIAWVRQMP

60
120
180
240
300
360
411

60
120
137



Cadena kappa 15C4

atgtegccat
attgtgctga
acctgecagg
cagtctccaa
ttcagtggca
gatgctgcag
accaaggtgg

cacaactcat
ctcagtctce
ccagtcagag
agctccteat
gtggatctgg
cgtattactg
agatcaaa
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FIG. 9A

tgggtttctg
agactttcag
cattggtagt
caagtatgct
gacagatttc
tcatcagagt

ctgctctggg
tctgtgacte
agcttacact
tcccagtect
accctcacca
agtagtttac

FIG. 9B

ttccagcetce
caaaggagaa
ggtaccagca
tctcaggggt
tcaatagcect
ctcteacttt

caggggtgaa
agtcaccatc
gaaaccagat
cccctegagg
ggaagctgaa
cggcggaggg

MSPSQLIGFL LLWVPASRGE IVLTQSPDFQ SVTPKEKVTI TCRASQSIGS SLHWYQQKPD
QSPKLLIKYA SQSFSGVPSR FSGSGSGTDF TLTINSLEAE DAAAYYCHQS SSLPLTFGGG

TKVEIK
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26F5
27F2
15C4

26F5
27F2
15C4

QVQLVESGGG
QVQLVESGGG
EVQLMQSGAE

AHSVRGRFTI
AGSVRGRFTI
SPSFQGQVTI

VVQPGRSLRL
VVQPGRSLRL
VKKPGESLKI

SRDNSKNTLY
SRDNSKNTLY
SADNSNSATY
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FIG. 10

SCAASGFTFS
SCAVSGFTFS

CDR1
NYGMHWVRQA

NYGMHWVRQA

SCKGSGYSFS

LOMNSPRAED
LOMNSLRAED
LOQWSSLKASD
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FHWIAWVROM

TAVYYCARAR

PGKGLEWVAG
PGKGLEWVAA
PGKGLEWMGIL

CDR3

AR SFDWLLFEFH

TAVYYCARGR
TAMYFCARQR

YFDWLLFEYW

ELDYFDYWGQ

CDR2

G IWNDGINKYH
IWNDGENKHH
IHPGASDTRY

GQGTLVTIVSS
GQGTLVTVSS
GTLVTVSS



26F5/27F2
15C4

26F5/27F2
15Ca

26F5/27F2
15C4
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FIG. 11

CDR1
EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSVS SYLAWYQQKP GQAPRLLIYD
EIVLTQSPDF QSVTPKEKVT ITCRASQSIG SSLHWYQQKP DQSPKLLIKY

CDR2 CDR3
ASNRATGIPA RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ RSNWPPLTFG
ASQSFSGVPS RFSGSGSGTD FTLTINSLEA EDAAAYYCHQ SSSLPLTFGG

GGTKVEIK
GTKVEIK
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% Unién maxima

Competicion de la formacion del

ES 2565189 T3

FIG. 12

complejo IL-1R1/IL-13/RAcP
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% Union maxima
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FIG. 13

15C4
Competicion de la formacion del

complejo IL-1R1/IL-1a/RAcP
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FIG. 14

Competicion de la union de 11.-13 e IL.-1ra
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% produccion maxima de IL-6
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FIG. 15A

Inhibicion de la produccion de I1.-6 inducida
por I1.-1 en condrocitos humanos primarios
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% produccion de IL-6 control
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FIG. 16

Inhibicion de la produccion de IL-6 inducida
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por IL-1 en sangre entera humana
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Epitopo 1

Epitopo 4

Epitopo 10

Epitopo 2
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‘Epitopo 14

\Epitopo 13.1
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MVHATSPLLL
VTATSNEIKE
WLLRSSVNDI
DVRPCPLNPN
NSSYCLRIKI
WYKDCKPLLL
ENKPTRPVIV
SVENPANKRR
DPDDK

LLLLSLALVA
SPLHGTQNTI
GDDWKATRVG
EHKGTITWYK
SAKFVENEPN
DNIHFSGVKD
SPANETMEVD
STLITVLNIS
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FIG. 23

PGLSARKCSL
NKRTQPTFGF
INIFTRLRTQ
DDSKTPVSTE
LCYNAQAIFK
RLIVMNVAEK
LGSQIQLICN
EIESRFYKHP

TGKWINDLGS
TUVNWKFSEST
KEQLLASLLE
QASRIHQHKE
QKLPVAGDGG
HRGNYTCHAS
VTGQLSDIAY
FTCFAXNTHG
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NMTIGAVNSK
TVFTGQCFID
ADKCKEREEK
KLWFVPAMVE
LVCPYMEFFK
YTYLGKQYPI
WKWNGSVIDE
IDAAYIQLIY

GEFTGTYTTA
RNGKEVLKTM
IILVSSANEI
DSGHYYCVVR
NENNELPKLQ
TRVIEFITLE
DDPVLGEDYY
PVTNFQKDYK
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FIG. 24

MVHATSPLLL LLLLSLALVA PGLSARKCSL TGKWINDLGS NMTIGAVNSK GEFTGTYTTA
VTATSNEIKE SPLHGTONTI NKRTQPTFGF TVNWKFSEST TVFTGQCFID RNGKEVLKTM

WLLRSSVNDI GDDWKATRVG INIFTRLRTQ KEQLLASLLE ADKCNEREEK IILVSSANEI

DVRPCPLNPN EYKGTITWYK NDSKTPISTE QASRIHQHKK KLWFVPAKVE DSGHYYCVVR

NSSYCLRIKI TAKFVENEPN LCYNAEAIFK QRLPVAGDGG LVCPYMEFFK DENNELPKLL

WYKDCKPLLL DNIHFSGVKD RLIVMNVAEK HRGNYTCHAS YTYLGKQYPI TRVIEFITLE

mutacion 1 mutacion 2

v ¥

ENKPTRPVIV SPANETIEVD LGSQIQLICN VTGQLSDTAY WKWNGSFIDE DDPVLGEDYY

ser humano ., I, v
mutacion 10.1 mutacion 10.2

\Ad

SVENPANKRR STLITVLNIS ETESRFYKHP FTCLARNTHG MDAAYVQLIY PVTKFQKDYK
F K

ser humano

DDDDE
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FIG. 25B
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