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DESCRIPCION
Antagonistas de la IL-1 beta humana

Antecedentes de la invencion

La interleucina-1B (IL-1B) es una citocina proinflamatoria. La sobreproduccion de IL-18 se ha implicado en la
patogenia de una diversidad de enfermedades tales como la artritis reumatoide y la osteoartritis. IL-18 ha
demostrado que aumenta la migracién celular a la membrana sinovial inflamada de las articulaciones mediante la
regulacion positiva de moléculas de adhesion, la estimulaciéon de la produccién de prostaglandinas y la
metaloproteinasa, la inhibicion de la sintesis de colageno y de proteoglucanos, y la estimulacion de la resorcion ésea
osteoclastica. Debido a estas propiedades, IL-15 es uno de los principales mediadores de la destruccion del hueso y
el cartilago en la artritis. Por lo tanto, los agentes que reducen la actividad de IL-1B representan posibles
tratamientos para enfermedades tales como la artritis.

Existen tres miembros de la familia de genes IL-1: IL-1a, IL-18, y los antagonistas del receptor de IL-1 (arlL-1). IL-1a
e IL-1B son agonistas del receptor de IL-1 mientras que ralL-1 es un antagonista de receptor especifico y, por lo
tanto, un inhibidor competitivo endégeno de IL-1. La administracion de arlL-1 recombinante a pacientes en ensayos
clinicos proporcioné mejoras clinicas significativas en pacientes con artritis reumatoide grave en comparacion con el
placebo. Ademas, la administracion de arlL-1 reduce la velocidad del dafio articular progresivo. Sin embargo, las
malas propiedades farmacocinéticas y la gran dosis que se debe administrar hacen que arlL-1 recombinante no sea
un agente terapéutico ideal.

Un anticuerpo neutralizante de IL-1f de alta afinidad seria un agente terapéutico superior. Las tipicas semividas de
eliminacion largas de los anticuerpos, aparejado con la uniéon de alta afinidad, da como resultado un producto
terapéutico con una dosis y una frecuencia reducidas, en comparacion con arlL-1 recombinante. A pesar de que se
han descrito varios anticuerpos de IL-1B, ha sido excesivamente dificil identificar anticuerpos monoclonales que
tengan alta afinidad, alta especificidad, y potente actividad neutralizante.

La presente invencidon abarca anticuerpos de IL-1B humanizados obtenidos de Mu007, un anticuerpo murino
exclusivo dirigido frente a IL-1 humana (véase el documento PCT/US02/21281). Estos anticuerpos son anticuerpos
de alta afinidad con estabilidad mejorada que tienen potente actividad neutralizante de IL-1B y son altamente
especificos para IL-1pB.

El documento WO 02/16436 desvela un anticuerpo monoclonal neutralizante anti IL-18 para su uso en el tratamiento
de una enfermedad o trastorno mediado por IL-1, tal como osteoartritis, osteoporosis y otras artritis inflamatorias.

Sumario de la invenciéon

La invencién abarca un anticuerpo aislado, o una porcién de unién a antigeno del mismo, que se une de forma
especifica a IL-1B humana. De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién se proporciona un
anticuerpo aislado, o porcién de unién a antigeno del mismo, que se une de forma especifica a IL-1B humana, en el
que dicho anticuerpo comprende:

a) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 39;

b) una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 41;

d) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10;
e) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21; y,
f) una CDRS3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 38.

Preferentemente el anticuerpo de la presente invencion comprende una region variable de cadena pesada que
codifica la secuencia de polinucleétido como se muestra en la SEQ ID NO: 56 y una region variable de cadena ligera
que codifica la secuencia polinucleétido como se muestra en la SEQ ID NO: 61.

Mas preferentemente, el anticuerpo de la presente invencion comprende una cadena pesada que codifica la
secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 47 y una cadena ligera que codifica la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 48.

Aun mas preferentemente, el anticuerpo de la presente invencién comprende una cadena pesada que codifica la
secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 68 y una cadena ligera que codifica la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 48.

El anticuerpo aislado, o porciéon de unién a antigeno del mismo, de la presente invencion, tiene un isotipo IgG y se
selecciona de regiones constantes de cadena pesada de IgG1 e IgG4.

Preferentemente, el anticuerpo aislado, o porcion de union a antigeno del mismo, de la presente invencion, tiene un
isotipo IgG1 que codifica el polinucleétido como se muestra en la SEQ ID NO: 65.
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Como alternativa, el anticuerpo aislado, o porcién de unién a antigeno del mismo, de la presente invencion, tiene un
isotipo IgG4 que codifica el polinucleétido como se muestra en la SEQ ID NO: 66.

El anticuerpo aislado, o porcién de union a antigeno del mismo, de la presente invencion, preferentemente tiene una
region constante de cadena kappa de cadena ligera que codifica el polinucleétido como se muestra en la
SEQ ID NO: 67.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para producir un
anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo, que comprende cultivar la célula hospedadora descrita
anteriormente y recuperar del cultivo el polipéptido que codifica dicho polinucledtido.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se proporciona un procedimiento para mejorar la estabilidad
de un anticuerpo, o una porcién de union a antigeno del mismo, que se une de forma especifica a IL-13 humana, en
el que dicho procedimiento comprende eliminar la desamidacioén en la posicion 6 de la HCDR2 (SEQ ID NO: 21) o la
posicion 55 de la HCVR (SEQ ID NO: 56).

La invencion incluye anticuerpos que se unen a IL-13 humana madura con una Ky de 1 x 10" M o menor, y se
disocia de IL-1B humana madura con una constante de velocidad ko de 1 x 103" o menor, segun se determina
mediante resonancia de plasmoén superficial (tampén HBS-EP, pH 7,4 a 25 °C), y neutraliza la actividad de IL-1f
humana en un ensayo de proliferacion de T1165.17 convencional.

La invencion adicionalmente proporciona anticuerpos, preferentemente anticuerpos humanizados, o porciones de
union a antigeno del mismo, en los que la desamidacion se elimina en la posicion 6 de la region determinante de
complementariedad 2 de cadena pesada (HCDR2; SEQ ID NO: 21) o en la posicion 55 de la HCVR
(SEQ ID NO: 56), lo que da como resultado la estabilidad mejorada.

La invencion incluye anticuerpos humanizados que comprenden un armazoén variable de cadena ligera de origen
humano y tres CDR y un armazon variable de cadena pesada de origen humano y tres CDR que tienen secuencias
de aminoacidos que codifican las secuencias de polinucleétido que corresponden a las SEQ ID NO: 55-64.

De forma adicional, la invencién incluye anticuerpos humanizados que comprenden un armazoén variable de cadena
ligera de origen humano y tres CDR y un armazoén variable de cadena pesada de origen humano y tres CDR que
tienen secuencias de aminoacidos que corresponden a las SEQ ID NO: 48-54, y 68.

La invencion incluye acidos nucleicos aislados que comprenden polinucledtidos que codifican los anticuerpos
descritos y reivindicados en el presente documento. La invencion también abarca vectores de expresion y células
hospedadoras transfectadas con estos polinucleétidos que expresan los anticuerpos descritos y reivindicados en el
presente documento.

La invencion abarca procedimientos para el tratamiento de la artritis reumatoide y la osteoartritis, los cuales
comprenden administrar a un sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo descrito y reivindicado en el presente
documento, asi como un procedimiento de inhibicion de la destruccién de cartilago que se produce en sujetos que
son propensos a, o tienen artritis.

La invencion adicionalmente abarca procedimientos de tratamiento de la neuroinflamacion asociada con ictus y
traumatismo craneal isquémico, excitotoxico y traumatico, que comprende administrar a un sujeto una cantidad
eficaz de un anticuerpo descrito y reivindicado en el presente documento.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un anticuerpo de acuerdo con la presente invencion para su
uso como un medicamento. Preferentemente, el anticuerpo se utiliza en el tratamiento de la artritis reumatoide o de
la osteoartritis.

La invencién aun abarca adicionalmente el uso de un anticuerpo para la fabricaciéon de un medicamento para tratar a
un sujeto con artritis reumatoide, osteoartritis, o para inhibir la destruccion de cartilago en un sujeto que lo necesite.

Finalmente, la invencion abarca adicionalmente el uso de un anticuerpo para la fabricacién de un medicamento para
tratar a un sujeto con neuroinflamacidon asociada con ictus y traumatismo craneal isquémico, excitotoxico, y
traumatico.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencidn abarca anticuerpos humanos aislados, o porciones de unién a antigeno de los mismos, que constan
esencialmente de las regiones determinantes de complementareidad (CDR) del anticuerpo Mu007 (SEQ ID NO: 1-6)
pero en los que las estructuras de polipéptido contienen una o mas diferencias de aminoacidos en una o mas de las
CDR de los mismos. El armazén y otras porciones de estos anticuerpos pueden proceder de una linea germinal de
ser humano. Las versiones humanizadas de Mu007 se unen a IL-13 humana con alta afinidad, y una velocidad "off"
lenta y tienen una alta capacidad neutralizante. Diversos aspectos de la invencion se refieren a anticuerpos y
fragmentos de anticuerpos, y composiciones farmacéuticas de los mismos, asi como acidos nucleicos, vectores de
expresion recombinante y células hospedadoras para fabricar tales anticuerpos y fragmentos. La invencion también
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abarca los procedimientos para la utilizacién de los anticuerpos de la invencién para inhibir la actividad de IL-1
humana.

Para que la presente invencién pueda comprenderse mas facilmente, primero se definen determinados términos.

El término “anticuerpo”, como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a moléculas de
inmunoglobulinas que constan de cuatro cadenas de polipéptido, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras
(L), interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada consta de una region variable de cadena pesada
(en el presente documento abreviado como HCVR o VH) y una region constante de cadena pesada. La region
constante de cadena pesada consta de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera consta de una region
variable de cadena ligera (en el presente documento abreviado como LCVR o VL) y una regiéon constante de cadena
ligera. La region constante de cadena ligera consta de un dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden subdividir
adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementareidad
(CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco conservadas (FR).
Cada VH y VL esta compuesta de tres CDR y de cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxilo
en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa y lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa,
delta, o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Dentro de las
cadenas ligera y pesada, las regiones variable y constante estan unidas por una region “J” de aproximadamente
12 o mas aminoacidos, incluyendo también la cadena pesada una region “D” de aproximadamente 3 o mas
aminoacidos.

Los anticuerpos IgG son las inmunoglobulinas mas abundantes en el suero. Las IgG también tienen las semividas en
suero mas largas de cualquier inmunoglobulina. A diferencia de otras inmunoglobulinas, la IgG se recircula de forma
eficaz después de la uniéon a FcRn. Hay cuatro subclases de 1gG; G1, G2, G3, y G4, cada una de las cuales tiene
distintas funciones efectoras. G1, G2, y G3 pueden unirse a C1q y fijar complemento, mientras que G4 no puede
hacerlo. A pesar de que G3 es capaz de unirse a C1q de forma mas eficaz que G1, G1 es mas eficaz en la
mediacion de la lisis celular dirigida por el complemento. G2 fija el complemento de forma muy ineficaz. El sitio de
unién a C1q en IgG se localiza en la regién carboxilo terminal del dominio CH2.

Todas las subclases de IgG son capaces de unirse a los receptores de Fc (CD16, CD32, CD64), siendo G1 y G3
mas eficaces que G2 y G4. La region de la IgG de unién al receptor de Fc esta formada por restos localizados en las
regiones bisagra y carboxilo terminal del dominio CH2.

La expresion “porcion de union a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “porcion de anticuerpo”), como se utiliza
en el presente documento, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conserva la capacidad de unirse
de forma especifica a un antigeno (por ejemplo, IL-18 humana). Se ha demostrado que la funcién de la union a
antigeno de un anticuerpo se puede realizar mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los
ejemplos de fragmentos de unién abarcados dentro de la expresion “porcion de unidn a antigeno “ de un anticuerpo
incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH I[; (ii) un
fragmento F(ab’),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la
region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en
los dominios VL y VH de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward y col., (1989) Nature 341:
544-546), que consiste en un dominio VH; y (vi) una region determinante de complementareidad aislada (CDR).
Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados en genes separados, se los puede
unir utilizando procedimientos recombinantes, mediante un conector sintético que permita fabricarlos como una
cadena de proteina Unica en la cual las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes
(conocidas como Fv monocatenario (scFv); véase por ejemplo, Bird y col. (1988) Science 242: 423-426: y Huston y
col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). También se pretende que tales anticuerpos monocatenarios
estén abarcados dentro de la expresion “porciéon de unién a antigeno” de un anticuerpo. También estan abarcadas
otras formas de anticuerpos monocatenarios, tales como los diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes
biespecificos, en los cuales los dominios VH y VL se expresan en una cadena polipeptidica Unica, pero que utilizan
un conector que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena,
forzando de este modo a los dominios a emparejarse con dominios complementarios de otra cadena, y creando dos
sitios de union a antigeno (véase por ejemplo, Holliger, P., y col. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448;
Poljak, R. J., y col. (1994) Structure 2: 1121-1123).

AlUn mas, un anticuerpo o porcién de unidén a antigeno del mismo puede ser parte de una molécula de
inmunoadhesion mas grande, formada por la asociacion covalente o no covalente del anticuerpo o porcion de
anticuerpo con una o mas de otras proteinas o péptidos. Los ejemplos de tales moléculas de inmunoadhesion
incluyen el uso de la regién del nucleo de la estreptavidina para fabricar una molécula tetramérica scFv (Kipriyanov,
S. M., y col. (1995) Human Antibodies and Hybridomas 6: 93-101) y el uso de un resto de cisteina, un péptido
marcador y una etiqueta de polihistidina C-terminal para fabricar moléculas de scFv bivalentes y biotiniladas
(Kipriyanov, S. M., y col. (1994) Mol. Immunol. 31: 1047-1058). Las porciones de anticuerpos, tales como los
fragmentos Fab y F(ab’),, se pueden preparar a partir de anticuerpos completos utilizando técnicas convencionales,
tales como la digestion de anticuerpos completos con papaina o pepsina, respectivamente. Ademas, los anticuerpos,
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porciones de anticuerpo y moléculas de inmunoadhesién, se pueden obtener utilizando técnicas de ADN
recombinante convencionales, como se describe en el presente documento.

La expresion “anticuerpo humanizado” significa un anticuerpo que consta, parcialmente o completamente, de
secuencias de aminoacidos obtenidas de una linea germinal de anticuerpos de ser humano o una secuencia
reordenada y fabricada alterando la secuencia de un anticuerpo que tiene regiones determinantes de
complementareidad (CDR) que no son de ser humano. Las regiones marco conservadas de las regiones variables
se sustituyen por las regiones marco conservadas humanas correspondientes. Como se discute en el presente
documento, anticuerpo en el contexto de anticuerpo humanizado no se limita a un anticuerpo de longitud completa, y
puede incluir fragmentos y formas monocatenarias.

La expresion “anticuerpo de ser humano recombinante”, como se utiliza en el presente documento, se pretende que
incluya a todos los anticuerpos de ser humano que se preparan, expresan, crean o aislan por medios
recombinantes, tales como anticuerpos expresados utilizando un vector de expresion recombinante transfectado en
una célula hospedadora, anticuerpos aislados a partir de una biblioteca de anticuerpos de ser humano recombinante
combinatoria, anticuerpos aislados a partir de un animal (por ejemplo, un ratén) que sea transgénico para los genes
de inmunoglobulina de ser humano (véase, por ejemplo, Taylor, L. D., y col. (1992) Nucleic Acids Res. 20: 6287-
6295) o anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique corte y
empalme de secuencias génicas de inmunoglobulinas de ser humano a otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos
de ser humano recombinantes tienen regiones variables y constantes obtenidas de secuencias de inmunoglobulinas
de linea germinal de ser humano. En determinadas realizaciones, sin embargo, tales anticuerpos de ser humano
recombinantes se someten a mutagénesis in vitro (o, cuando se utiliza un animal transgénico para las secuencias de
Ig de ser humano, mutagénesis somatica in vivo) y asi, las secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL de
los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque que se obtuvieron de, y se relacionan con las
secuencias de VH y VL de linea germinal de ser humano, pueden no existir de forma natural en el repertorio de la
linea germinal de anticuerpos de ser humano in vivo.

Un “anticuerpo aislado”, como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a un anticuerpo que
esta esencialmente libre de otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas distintas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une de forma especifica a IL-13 humana esta esencialmente libre de anticuerpos que se
unen de forma especifica a antigenos distintos de IL-13 humana). Un anticuerpo aislado que se une de forma
especifica a IL-1p humana puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como moléculas
IL-18 de otras especies. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar esencialmente libre de otros materiales y/o
quimicos celulares.

Un “anticuerpo neutralizante”, como se utiliza en el presente documento (o un “anticuerpo que neutraliza la actividad
de IL-1B humana”), se pretende que se refiera a un anticuerpo cuya unién a IL-1f humana da como resultado la
inhibicion de la actividad biologica de IL-13 humana. La medicién de uno o mas indicadores de la actividad bioldgica
de IL-1[3, como se determina utilizando el bioensayo de células T1165.17 o el protocolo de neutralizaciéon de IL-13
humana descritos en el presente documento, puede evaluar esta inhibicion de la actividad bioldégica de IL-1
humana.

Los anticuerpos que “se unen de forma especifica” a IL-1f humana madura incluyen anticuerpos, como se define
anteriormente, que se unen a la forma madura de IL-13 humana conocida en la técnica y no se unen a IL-1a de ser
humano madura. Un anticuerpo que se une de forma especifica a IL-18 humana madura puede mostrar algo de
reactividad cruzada con IL-1B madura de otras especies.

La expresion “resonancia de plasmon superficial”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
fendmeno 6ptico que permite el analisis de interacciones bioespecificas en tiempo real, mediante la deteccién de
modificaciones de las concentraciones de proteinas dentro de una matriz de biosensor, por ejemplo utilizando el
sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, N.J.). Para descripciones adicionales,
véase el Ejemplo 1 y Jonsson, U., y col. (1993) Ann. Biol. Clin. 51: 19-26; Jonsson, U., y col. (1991) Biotechniques
11: 620-627; Johnsson, B., y col. (1995) J. Mol. Recognit. 8: 125-131; y Johnnson, B., y col. (1991) Anal. Biochem.
198: 268-277.

El término "kon", como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a la constante de asociacién o
de velocidad on, o velocidad de reaccion especifica de la reaccion en progreso, o formadora de complejo, medida en
unidades: M'sec".

El término "ko", como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a la constante de disociacién o
de velocidad off, o velocidad de reaccién especifica, para la disociacion de un anticuerpo del complejo
anticuerpo/antigeno, medida en unidades: sec™.

El término "Kq4", como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a la constante de disociacion
de una interaccion anticuerpo- antigeno particular. Se calcula mediante la férmula:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2567 198 T3

Los anticuerpos de la presente invencion son anticuerpos de alta potencia que en general muestran bajos valores de
kowt. Para los fines de la presente divulgacion, la expresion “alta potencia” se refiere a una potencia que refleja una
Clso baja (o concentracion eficaz que muestra una reduccion del 50 % en la incorporacién de °H timidina en el
bioensayo descrito mas abajo). Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencidon pueden ser neutralizantes
(provocando la destruccion de la especie diana, tal como IL-18). Un anticuerpo no neutralizante para un uso puede
ser neutralizante para un uso distinto.

La expresion “molécula de acido nucleico”, como se utiliza en el presente documento, se pretende que incluya
moléculas de ADN y moléculas de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria,
pero preferentemente es ADN bicatenario.

La expresion “molécula de acido nucleico aislada”, como se utiliza en el presente documento en referencia a acidos
nucleicos que codifican anticuerpos o porciones de anticuerpos (por ejemplo, VH, VL, CDR3) que se unen a IL-1
humana, se pretende que se refiera a una molécula de acido nucleico en la cual las secuencias de nucleétidos que
codifican el anticuerpo o porcién de anticuerpo estan libres de otras secuencias de nucleétidos que codifican
anticuerpos o porciones de anticuerpos que se unen a antigenos distintos a IL-13 humana, cuyas otras secuencias
pueden flanquear de forma natural al acido nucleico en el ADN genémico de ser humano. Por lo tanto, por ejemplo,
un acido nucleico aislado de la invencién que codifica una regiéon VH de un anticuerpo anti IL-1 humana no contiene
otras secuencias que codifican otras regiones VH que se unen a antigenos distintos de IL-138 humana.

La expresion “desamidado o desamidacion” se refiere a la degradacion de restos de Asn o GIn en una
proteina/péptido (Robinson, y col. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 12409-12413). Por ejemplo, la ruta
intramolecular para la desamidacion de la asparragina es a través de la formacion intermedia de succinimida, lo que
da como resultado una mezcla de restos aspartilo e isoaspartilo (Harris, y col. (2001) J. of Chromatography 752: 233-
245). La desamidacion puede conducir a una reduccion de la estabilidad y/o la reduccion o pérdida de actividad de la
proteina. La desamidacion puede producirse ex vivo durante la preparacién del producto terapéutico formulado,
impactando de forma negativa en la fabricacion y el almacenamiento del agente farmacéutico. Ademas, la
desamidacion puede producirse in vivo afectando la eficacia del anticuerpo y la duracion de la accion.

El término "vector”, como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a una molécula de acido
nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual se ha ligado. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se
refiere a un bucle de ADN bicatenario circular, en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de
vector es un vector viral, en el que se pueden ligar en el genoma viral segmentos de ADN adicionales.

La expresion “célula hospedadora recombinante” (o simplemente “célula hospedadora”), como se utiliza en el
presente documento, se pretende que se refiera a una célula en la que se ha introducido un vector de expresién
recombinante.

Se ha encontrado que un sitio de desamidacion en la region CDR2 de la cadena pesada de Mu007 influye en las
propiedades bioldgicas de los anticuerpos humanizados que contienen esta region CDR2 (véase la solicitud de
patente provisional de Estados Unidos 60/361423). Los analogos de anticuerpos humanizados que ralentizan o
eliminan la desamidacion, dan como resultado un anticuerpo con estabilidad mejorada. Por lo tanto, la invencion
incluye anticuerpos en los que se elimina mediante cambios especificos de sitio la desamidacion en la posicion
Asn55 de la region determinante de complementariedad 2 de cadena pesada (HCDR2).

Los anticuerpos o porciones de unién a antigeno del mismo preferentes de la presente invencion, en general
muestran afinidad mejorada (valores de Ky bajos) y tienen especificidad de unién y potencia similares a las
observadas para Mu007, y en los que se elimina la desamidacion en la posicién Asn55 de HCDR2. Las propiedades
que definen a los anticuerpos de la presente invencion se hallan principalmente en las regiones variables del
anticuerpo, de forma mas especifica, en las regiones CDR del anticuerpo.

El motivo principal para la humanizacion de anticuerpos de otras especies es reducir la posibilidad de que el
anticuerpo provoque una respuesta inmunitaria cuando se inyecte como un producto terapéutico en un paciente
humano. Cuantas mas secuencias de ser humano se empleen en un anticuerpo humanizado, menor es el riesgo de
inmunogenicidad. Ademas, en general los anticuerpos humanizados inyectados tienen una semivida mas larga en la
circulacién que los anticuerpos inyectados que no son de ser humano. Ademas, si se desea funcion efectora, debido
a que la porcion efectora es de ser humano, puede interactuar mejor con los otros componentes del sistema
inmunitario del ser humano. Se pueden hacer cambios en las secuencias descritas en el presente documento, como
las regiones de las cadenas pesada y ligera preferentes, sin afectar de forma significativa las propiedades bioldgicas
del anticuerpo. Esto es especialmente cierto para las regiones constantes del anticuerpo y las partes de las regiones
variables que no influyen en la capacidad de las CDR para unirse a IL-18.

Ademas, como se discute en el presente documento, se pueden utilizar en la presente invencién las regiones
variables del armazén de ser humano y las variantes de las mismas. Sin embargo, independientemente del armazén
elegido, si es un objetivo reducir el riesgo de inmunogenicidad, los nimeros de cambios con respecto al armazoén de
ser humano elegido deberian minimizarse.
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Los restos del armazon de la region variable de cadena pesada y ligera se pueden obtener de las mismas o de
distintas secuencias de anticuerpo de ser humano. Las secuencias de anticuerpo de ser humano pueden ser las
secuencias de anticuerpos de ser humano de origen natural o pueden ser secuencias consenso de varios
anticuerpos de ser humano. Las secuencias del armazon de ser humano preferentes para la region variable de la
cadena pesada de los anticuerpos humanizados de la presente invencién incluyen el segmento de VH DP-5
(Tomlinson, y col. (1992) J. Mol. Biol. 227: 776-798) y el segmento de J JH4, JH1 o JH5 (Ravetch, y col. (1981) Cell
27: 583-591). El segmento de Vk L1 (Cox, y col. (1994) Eur. J. Immunol. 24: 827-836) y el segmento de J Jk4
(Hieter, y col. (1982) J. Biol. Chem. 10: 1516-1522) son secuencias preferentes para proporcionar el armazon para la
region variable de la cadena ligera humanizada.

Las secuencias de polinucledtidos de la region constante de la cadena pesada de ser humano preferentes, de los
anticuerpos humanizados de la presente invencion, incluyen la regién constante de IgG 1 o la regién constante de
IgG4:

tccaccaagggeccateggtceticecgetageacectectccaagageacctetgggggeacageggecctgggetgectggtcaaggactacticceeg
aaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegecectgaccageggegtgcacaccticccggetgtectacagtectcaggactctactcecctcageagegtg
gtgaccgtgecctecageagetigggeacccagacctacatetgcaacgtgaatcacaagecccageaacaccaaggtggacaagaaagtigageccaaa
tcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaéaccctcatg
atctcccggaccectgaggteacatgegtggtggtggacgtgagecacgaagaccetgaggtcaagticaactggtacgtggacggegtggaggtgeata
atgccaagacaaagecgegggaggageagtacaacageacgtacegtgtggteagegtectcacegtectgeaccaggactggetgaatggeaaggag
tacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccageccccatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeagecccgagaaccacaggtgtacaceetg
cccecatcccgggacgagetgaccaagaaccaggteagectgacctgectggtcaaaggettctatcccagegacatcgecgtggagtgggagageaat
gggceagccggagaacaactacaagaccacgeccccegtgetggactecegacggcetecttettectetatagcaagcetcaccgtggacaagageaggtgg
cagcaggggaacgtcttctcatgetcegtgatgeatgaggetetgecacaaccactacacgecagaagagectcteectgtectcecgggtaaatga

IgG1 [SEQ ID NO: 65]

ctagcgecctgctccaggageacctecgagageacageegecctgggetgectggicaaggactacticcecgaaccggtgacggtgtegtggaacteca

ggegeectgaccageggegtgcacaccttcceggetgtectacagtectcaggactctactcectcageagegtggtgacegtgecctccageagetigeg
cacgaagacctacacctgcaacgtagatcacaageecagcaacaccaaggtggacaagagagttgagtccaaatatggteceecatgeccaccetgeee

agcacctgagticctggggggaccatcagteticetgticcccccaaaacccaaggacactetcatgatctecoggaccectgaggtcacgtgegtggtggt
ggacgtgagccaggaagaccccgaggtccagticaactggtacgtggatggegtagaggtgcataatgccaagacaaagecgegggaggageagttca
acagcacgtaccgtgtggtcagegtectcaccgtectgeaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtetccaacaaaggectecegte
ctccatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeagecccgagagecacaggtgtacacectgeccccatcccaggaggagatgaccaagaacecagg
tcagcctgacctgectggtcaaaggctictacecccagegacategeegtggagtgggagageaatgggcagecggagaacaactacaagaccacgecte
cegtgetggactcegacggetecticticctetacagcaggetaacegtggacaagageaggtggcaggaggggaatgtctictcatgctecgtgatgeatg
aggctctgcacaaccactacacacagaagagecictccctgtetctgggtaaat

1gG4 [SEQ ID NO: 66].

La secuencia de polinucledtido de la region constante de la cadena ligera de ser humano preferente de los
anticuerpos humanizados de la presente invencion es la region constante de la cadena kappa:

cgaactgtggctgcaccatctgtcttcatcticccgecatctgatgageagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgetgaataacttctateccagag
aggccaaagtacagtggaaggtggataacgeccticcaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagageaggacageaaggacageacctacagecte
agcagcaccctgacgcetgagcaaageagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtcacccatcagggectgagetegeccgtcacaaagag
éttcaacagpggagagtgctaa

[SEQ ID NO: 67]

Los anticuerpos preferentes de la presente invencion contienen la region constante de la cadena pesada de IgG1
[SEQ ID NO: 65] o la region constante de la cadena pesada de IgG4 [SEQ ID NO: 66] y la regiéon constante de la
cadena ligera kappa [SEQ ID NO: 67], y se designan mediante el clon especificado en la Tabla 2 (es decir, W13,
W17, etc.). Las secuencias de polinucleétidos de la region variable para los anticuerpos W13, W17, W18, W20 y U43
de la presente invencion incluyen:

Cadena pesada de W13

ggatccactggtcaggtgcagetggtgcagtetggegetgaggtgaagaagectggetectecgtgaaggtetectgcaaggcettetggetacacattegac
cgctattggatcgagtgggtgcgecaggeccetggecaaggectggagiggatggpegagatictgectggeageggegacattaactacaatgagaagt
tcaagggcegegtcacgattaccgcggacaaatccacgageacagectacatggagetgageagectgegetetgaggacacggeegtgtattactgtge
gegcatgtactatgattacgaccagggctitgactactggggecagggeaccetggtecacegtctectecgectecaccaagggeccateggtcticeceget

agc
[SEQ ID NO: 55]
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Cadena ligera de W13

gacatccagatgacccagtctccatectecctgtetgeatetgtgggegaccgegteaceatcacttgtaagttcagtcaggacattgategettectgacetg
gtttcagcagaaaccaggcaaagceccctaagtecctgatetatcgegtgaagegecetggtggatggegteccateceegetticageggeagtggetetggea
cagatitcactctcaccatcagcagectgecagectgaagattttgcaacttattactgeatccagtatgatgagtttccgtacacctteggeggeggeaccaag
gtggagatcaaa

[SEQ ID NO: 60]

Cadena pesada de W17

ggatccactggtcaggtgcagetggtgcagtetggegetgaggtgaagaageetggetecteegtgaaggtetectgeaaggetictggetacacattcgac
cgctattggatcgagtgggtgcgecaggeccctggecaaggectggagtggatgggegagattetgectggeageggegacattaactacaatgagaagt
tcaagggccgcegtcacgattaccgeggacaaatccacgageacagectacatggagetgageagecetgegetetgaggacacggecgtgtattactgtge
gegcatgtactatgattacgaccagggctttgacctgtggggecagggeaccetggteacegtetcctecgectecaccaagggeccateggtettcceget
agce

[SEQ ID NO: 56]

Cadena ligera de W17

gacatccagatgacccagtctecatceteectgtetgeatetgtggagcgaccgegtecaccatcacttgtaagticagtcaggacattgategettecctgagetg
gtttcagcagaaaccaggcaaagceccctaagtecctgatetatcgegtgaagegectggtggatggegteccatceegettcageggeagtggetetggea
cagafttcactctcaccatcagcagcectgcagectgaagattitgcaacttattactgegttcagtatgatgagtttccgtacggtttcggeggeggeaccaagg
tggagatcaaa .

[SEQ ID NO: 61]

Cadena pesada de W18

ggatccactggtcapgtgcagcetggtgeagtetggegetgaggtgaagaagectggcetecteegtgaaggtetcetgeaaggcettctggetacacattcgac
cgctattggatcgagtgggtgegecaggeccctggecaaggectggagtggatgggegagattetgectggeageggeaccattaactacaatgagaagt
tcaagggcecgcegtcacgattaccgeggacaaatccacgageacagectacatggagetgageagectgegetctgaggacacggecegtgtattactgtge
gegcatgtactatgattacgaccagggcttigacaactggggecagggeaccetggtecaccegtetectecgectccaccaagggeccateggtettcecget

agc
[SEQ ID NO: 57]
Cadena ligera de W18

gacatccagatgacccagtciceatectcectgtetgeatetgtgggegaccgegteaccateactigtaagticagtcaggacattgategettcetgagetg
gtttcagcagaaaccaggeaaageccctaagtecctgatetategegtgaagegeetggtggatggegteceatecegeticageggeagtggcictgaca
cagatttcactctcaccatcagcagectgcagectgaagattttgcaacttattactgegttcagtatgatgagtitcegtacacctteggeggeggeaccaagg
tggagatcaaa

[SEQ ID NO: 62]

Cadena pesada de W20

ggatccactggtcaggtgcagetggtgeagtetggegetgaggtgaagaagectggctecteccgtgaaggtetectgcaaggcttetggetacacaticgac
cgctattggatcgagtgggtgcgccaggeccetggecaaggectggagtggatgggegagatictgectggeageggegacattaactacaatgagaagt
tcaagggccegegtcacgattaccgeggacaaatccacgageacagectacatggagetgageagectgegetctgaggacacggecgtgtattactgige
gegeatgtactatgattacgaccaggpctttgactactggggecagggcacectggteacegtetectcegectccaccaagggeccateggtettceeget
agc

[SEQ ID NO: 59]
Cadena ligera de W20

gacatccagatgacccagtctccatecteectgtetgeatetgtgggegacegegteaccatcactigtaagticagtcaggacatigatcgcettcctgagetg
gtttcagcagaaaccaggcaaageccctaagtecctgatetatcgegtgaagegectggtggatggegteccatccegettcageggeagtggetetggea
cagatttcactctcaccatcagcagectgcagectgaagattttgeaacttattactgegticagtatgatgagtticegtacaccticggeggeggeaccaagg
tggagatcaaa

[SEQ ID NO: 63]
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Cadena pesada de U43

ggatccactggtcaggtgcagetggtgeagtctggegetgaggtgaagaagectggetectecegtgaaggtetcctgecaaggetictggetacacattegac
cgctattggatcgagtggptgcgecaggeccctggecaaggectggagtggatgggegagatictgectggeageggegacattaactacaatgagaagt
tcaagggccgegtcacgattaccgeggacaaatccacgageacagectacaiggagetgageagectgegetctgaggacacggecgtgtattactgtge
gegcatgtactatgattacgaccagggcetitagectgtggggccagggcaccetggtcacegtetcetecegectecaccaagggeceateggtcttceeget
age

[SEQ ID NO: 58]
Cadena ligera de U43

gacatccagatgacccagtctccatcctecctgtetgeatetgtgggegacegegtcaccatcacttgtaaggcgagtcaggacattgategettectgaget
ggtttcagcagaaaccaggcaaageccctaagteectgatetatcgegtgaagegectggtggatggegteccatececgettcageggeagtggetctgge
acagatttcactctcaccatcagcagectgcagectgaagattitgcaacttattactgegticagtatgatgagtitccgtacaccticggeggeggeaccaag
gtggagatcaaa

[SEQ ID NO: 64]

5 En otra realizacion, las secuencias de aminoacidos maduras de los anticuerpos de la presente invencién, W13, W17,
W18, W20 y U43 incluyen:

Cadena pesada de W13

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFD RYWIEWVRQA PGQGLEWMGE ILPGSGDINY
NEKFKGRVTI TADKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARMY YDYDQGFDYW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG
PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ VYTLPPSRDE
LTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK

[SEQ ID NO: 45]

Cadena ligera de W 13

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKFSQDID RFLTWFQQKP GKAPKSLIYR VKRLVDGVPS
RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCIQ YDEFPYTFGG GTKVEIKRTYV AAPSVFIFPP

SDEQLKSGTA SYVCLLNNFY PREAKVQWKY DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPYVTKSFN RGEC

" [SEQ ID NO: 46]

Cadena pesada de IgG1 de W17

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFD RYWIEWVRQA PGQGLEWMGE ILPGSGDINY
NEKFKGRVTI TADKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARMY YDYDQGFDLW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG
PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ VYTLPPSRDE
LTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK

[SEQ ID NO: 47]
Cadena pesada de IgG4 de W17

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFDRYWIEWVRQAPGQGLEWMGEILPGSGDINYNEKF
KGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARMYYDYDQGFDLWGQGTLVTVSSASTKGPSVF
PLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

[SEQ ID NO:68]
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Cadena ligera de W17

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKFSQDID RFLSWFQQKP GKAPKSLIYR VKRLVDGVPS
RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCVQ YDEFPYGFGG GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKYV DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC

[SEQ ID NO: 48]
Cadena pesada de W18

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKYV SCKASGYTFD RYWIEWVRQA PGQGLEWMGE ILPGSGTINY
NEKFKGRVTI TADKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARMY YDYDQGFDNW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG
PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ VYTLPPSRDE
LTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK

[SEQ ID NO: 49]
5 Cadena ligera de W 18

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKFSQDID RFLSWFQQKP GKAPKSLIYR VKRLVDGVPS
RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCVQ YDEFPYTFGG GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKY DNALQSGNSQ ESVTEQDSK.D STYSLSSTLT
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGE

[SEQ ID NO: 50]

Cadena pesada de W20

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFD RYWIEWVRQA PGQGLEWMGE ILPGSGDINY
NEKFKGRVTI TADKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARMY YDYDQGFDYW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG

PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAXGQPREPQ VYTLPPSRDE
LTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK

[SEQID NO: 51]

10 Cadena ligera de W20

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKFSQDID RFLSWFQQKP GKAPKSLIYR VKRLVDGVPS
RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCVQ YDEFPYTFGG GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKY DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC

[SEQ ID NO: 52]

10



10

15

20

25

30

35

40

ES 2567 198 T3

Cadena pesada de U43

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKYV SCKASGYTFD RYWIEWVRQA PGQGLEWMGE ILPGSGDINY
NEKFKGRVTI TADKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARMY YDYDQGFSLW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG
PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ VYTLPPSRDE
LTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK .

[SEQ ID NO: 53]
Cadena ligera de U43

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDID RFLSWFQQKP GKAPKSLIYR
VKRLVDGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCVQ YDEFPYTFGG
GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKYV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

[SEQ ID NO: 54]

La presente invencion abarca anticuerpos o porciones de unién a antigeno de los mismos que hacen uso de una o
mas de CDR1, CDR2, o CDR3 de cadena ligera, o CDR1 de cadena pesada, [SEQ ID NO: 1-4], del anticuerpo
Mu007. Las CDR que abarcada la presente invencion son las regiones hipervariables del anticuerpo Mu007 que
proporcionan la mayoria de los restos de contacto para la unién del anticuerpo a un epitopo de IL-1f especifico. Por
lo tanto, las CDR descritas en el presente documento pueden utilizarse para fabricar anticuerpos de longitud
completa, asi como fragmentos funcionales y analogos, u otras proteinas, que cuando se unen a las CDR mantienen
a las CDR en una conformacion estructural activa, de modo que la afinidad de unién de la proteina que emplea las
CDR es especifica por IL-18 madura.

La afinidad de unién del anticuerpo Mu007 se determind utilizando resonancia de plasmoén superficial (BIAcore™)
[véase el Ejemplo 1]. En estos experimentos el anticuerpo se capturé a densidad baja en un chip de BlAcore™
mediante proteina A o anticuerpo anti Fc, y el ligando se hizo pasar. Se midié la masa acumulada en la superficie del
chip. Este procedimiento analitico permite la determinacién en tiempo real de las velocidades on y off para obtener la
de afinidad (Kg) de unién. El anticuerpo MuOO07 tiene una Ky de aproximadamente 6,2 pM (picomolar). Los
anticuerpos humanizados preferentes de la presente invencion, es decir, W13, W17, W18, W20, y U43, tenian Ky de
aproximadamente 2,8 pM, 2,8 pM, 4,2 pM, 2,7 pM, y 4,7 pM, respectivamente (véanse Ejemplo 1, la Tabla 3).

También es preferente que los anticuerpos o porciones de union a antigeno de los mismos de la presente invencion
se unan de forma especifica a IL-18 y no a otros miembros de la familia IL-1 o a proteinas estructuralmente
relacionadas dentro de la misma especie.

También es preferente que los anticuerpos o porciones de union a antigeno de los mismos de la presente invencion
neutralicen la actividad biolégica de IL-18. Se utilizaron dos ensayos distintos para analizar la capacidad de Mu007 y
de los anticuerpos preferentes de la presente invencion para neutralizar la actividad de IL-13 [véanse los Ejemplos 2

y 3].

En este primer ensayo se utilizd una linea celular murina, T1165.17, que necesita bajos niveles de IL-13 para
proliferacion. IL-18 humana estaba presente a un nivel constante en el medio y se afiadié una serie de dilucion de
cada anticuerpo. La inhibicién de la proliferacion proporcioné una medida de la capacidad del anticuerpo para
bloquear la activacion de IL-1B del receptor de IL-1. Las medidas de proliferacién para distintas concentraciones del
anticuerpo dieron como resultado un valor de Clsy promedio de 20,6 pM para Mu007 y 1,2 pM para W13, 1,8 pM
para W17, 2,0 pM para W18, y 4,0 pM para U43, respectivamente (véanse Ejemplo 2, la Tabla 4).

Es preferente que los anticuerpos o porciones de unién a antigeno de los mismos de la presente invencion tengan
un valor de Clsp que sea menor que el de Mu007. La "Clso" al que se hace referencia en el presente documento es la
medida de la potencia de un anticuerpo para inhibir la actividad de IL-1f humana. La Clso es la concentracion de
anticuerpo que da como resultado el 50 % de inhibicion de IL-18 en un experimento de dosis Unica. La Clso se puede
medir mediante cualquier ensayo que detecte inhibicion de la actividad de IL-18 humana. Sin embargo, los valores
de la Clsp obtenidos pueden variar segun el ensayo utilizado. Incluso puede haber alguna variabilidad entre
experimentos que utilizan el mismo ensayo. Por ejemplo, el estado de las células dependientes de IL-1f discutidas
en el presente documento, tiene un efecto sobre los valores de la Clso obtenidos. Por lo tanto, el valor critico para los
fines de la presente invencion es un valor con respecto al obtenido utilizando Mu007 o a los anticuerpos de la
presente invencién, en un experimento Unico.
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El segundo ensayo utilizado es un ensayo de neutralizacion de IL-6. Ni Mu0O7 ni los anticuerpos preferentes de la
presente invencion tienen reaccién cruzada con IL-1B de ratén, haciendo dificil el uso de un modelo de ratén para
analizar la actividad neutralizante in vivo. Sin embargo, una consecuencia de la actividad proinflamatoria de IL-13 es
la induccion de IL-6, otra citocina proinflamatoria que media algunos de los efectos no locales de IL-1B. IL-1
humana es capaz de unirse y estimular al receptor de IL-1B de raton, conduciendo a una elevacioén de IL-6 de raton.
Por lo tanto, un anticuerpo con actividad neutralizante podria bloguear la induccién de IL-6 en un ratén al que se
proporcioné una dosis de IL-1B humana. Mu007 y los anticuerpos de la presente invencion demostraron potente
neutralizacion de IL-18 humana en el modelo murino de estimulacion inflamatoria (véase el Ejemplo 3).

La presente invencion también esta dirigida a ADN recombinante que codifica anticuerpos que, cuando se expresan,
se unen de forma especifica a IL-18 humana. Preferentemente, el ADN codifica anticuerpos que, cuando se
expresan, comprenden una o mas de las CDR de la cadena pesada y ligera de Mu007 [SEQ ID NO: 1-6], y una o
mas de las CDR de cadena pesada y ligera de la presente invencion [SEQ ID NO: 7-42]. Las secuencias de ADN
ejemplares que, en expresion, codifican las cadenas de polipéptidos que comprenden las regiones variables de la
cadena pesada de los anticuerpos preferentes de la presente invencidn, estan representadas como las
SEQ ID NO: 55-59. Las secuencias de ADN ejemplares que, en expresion, codifican las cadenas de polipéptidos que
comprenden las regiones variables de la cadena ligera de los anticuerpos preferentes de la presente invencion,
estan representadas como las SEQ ID NO: 60-64.

Los anticuerpos neutralizantes de la presente invencidon se consiguen a través de la generacion de secuencias
génicas de anticuerpo apropiadas, es decir, secuencias de aminoacidos, mediante la disposicion de las secuencias
de nucledtidos apropiadas y la expresion de estas en una linea celular adecuada. Se puede producir cualquiera las
secuencias de nucledtidos deseadas utilizando el procedimiento de "mutagénesis basada en codon", como se
describe, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos n.° 5.264.563 y 5.523.388. Tales procedimientos permiten
la produccion de cualquiera y todas las frecuencias de restos de aminoacidos en cualquiera de las posiciones de
codon deseadas dentro de un oligonucledtido. Esto puede incluir sustituciones completamente aleatorias de
cualquiera de los 20 aminoacidos en una posicién deseada. Como alternativa, este procedimiento se puede llevar a
cabo de forma tal que se consiga un aminoacido particular en un emplazamiento deseado dentro de una cadena de
aminoacidos, tal como las secuencias de CDR nuevas de acuerdo con la invencion. En resumen, se puede
conseguir facilmente la secuencia de nucledtidos apropiada para expresar cualquier secuencia de aminoacidos
deseada vy, utilizando tales procedimientos, se pueden reproducir las secuencias de CDR nuevas de la presente
invencion. Esto da como resultado la capacidad de sintetizar polipéptidos, tales como anticuerpos, con cualquiera de
las secuencias de aminoacidos deseadas. Por ejemplo, es posible ahora determinar las secuencias de aminoacidos
de cualquiera de los dominios deseados de un anticuerpo de eleccion y, de forma opcional, preparar cadenas
homoélogas con uno o mas aminoacidos reemplazados por otros aminoacidos deseados, de modo que se
proporciona una variedad de analogos sustituidos.

En la aplicacion de tales procedimientos, debe apreciarse que debido a la degeneracion del codigo genético, tales
procedimientos, como la sintesis aleatoria de oligonucledtidos y la sintesis parcial de oligonucleétidos degenerados,
incorporaran redundancias para los codones que especifican un resto de aminoacido particular en una posiciéon
particular, a pesar de que tales procedimientos se pueden utilizar para proporcionar un conjunto maestro de todas
las posibles secuencias de aminoacidos y la exploraciéon de la funcién 6ptima como estructuras de anticuerpo de
estas, o para otros fines. Tales procedimientos se describen en Cwirla y col, Proc. Natl. Acad. Sci. 87: 6378-6382
(1990) y Devlin y col., Science 249: 404-406 (1990). Como alternativa, tales secuencias de anticuerpos se pueden
sintetizar de forma quimica o generar de otros modos bien conocidos para los expertos en la materia.

De acuerdo con la invencion desvelada en el presente documento, se pueden generar anticuerpos de alta potencia
potenciados mediante la combinacién de una o mas secuencias de CDR nuevas en una Unica estructura de
polipéptido, como se desvela en el presente documento, cada una habiendo demostrado de forma independiente dar
como resultado una potencia o actividad biolégica potenciadas y desamidacion reducida. De esta manera, se
pueden combinar en un anticuerpo varias secuencias de aminoacido nuevas, en las mismas o distintas CDR, para
producir anticuerpos con los niveles de actividad biologica deseados. Tales niveles deseados a menudo derivan de
la produccién de anticuerpos cuyos valores de ko son preferentemente de menos de 10° s, mas preferentemente
de menos de 5x10*s™, e incluso mas preferentemente de menos de 1 x 10*s™. Por medio de un ejemplo no
limitante, se pueden utilizar 36 de tales secuencias de CDR nuevas [SEQ ID NO: 7-42] y se puede explorar la
potencia o la actividad biolégica en los anticuerpos resultantes, utilizando el bioensayo de células T1165.17 o el
protocolo de neutralizacion de IL-1B humana descritos en el presente documento, en donde el anticuerpo demuestra
alta afinidad por una estructura antigénica particular, tal como IL-1 humana. Por lo tanto el resultado global seria un
procedimiento iterativo de combinacion de diversas sustituciones de aminoacidos Unicas y la exploracion de la
afinidad antigénica y la potencia de los anticuerpos resultantes, de una manera "etapa por etapa", asegurando de
este modo que la potencia se aumenta sin sacrificar una afinidad a ser posible alta, o por lo menos un valor minimo
de afinidad. Este procedimiento iterativo se puede utilizar para generar reemplazos de aminoacido dobles o triples en
un procedimiento por etapas, de modo que se estrecha la busqueda de anticuerpos que tengan mayor afinidad
(véanse los documentos WO 01/64751 y US 2002/0098189). Como consecuencia, los aminoacidos de cada region
CDR del anticuerpo Mu007 se sustituyeron de forma sistematica y se explord la afinidad antigénica en los
anticuerpos resultantes. Se determind que las sustituciones de aminoacidos en cualquier posicién en la CDR2 de
cadena ligera no dio como resultado, en general, un aumento en la afinidad del anticuerpo. Por lo tanto, una CDR2
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de cadena ligera de la presente invencion es preferentemente la secuencia de CDR2 de cadena ligera de Mu007
[SEQ ID NO: 2], debido a que las sustituciones de aminoacidos en esta CDR no dieron como resultado anticuerpos
de mayor afinidad.

A la inversa, hay que considerar que no todos los emplazamientos dentro de las secuencias de los distintos dominios
de anticuerpo pueden ser iguales en que las sustituciones de cualquier tipo en un emplazamiento particular pueden
ser Utiles o perjudiciales. Ademas, las sustituciones de determinados tipos de aminoacidos en determinados
emplazamientos pueden, asimismo, ser una ventaja o un inconveniente con respecto a la afinidad. Por ejemplo,
puede no ser necesario probar todos los posibles aminoacidos hidréfobos en una posicion dada. Puede ser que
cualquier aminoacido hidréfobo también lo haga. Por otro lado, un aminoacido acido o basico en un emplazamiento
dado puede proporcionar grandes variaciones en la afinidad medida.

Como ya se ha descrito, Ky se mlde por la proporcion de las constantes kon ¥ koir. Por e 4emp|o una kon de
3,1x10" (M"s™) y una ko de 0,9 x 10 (s™') se combinarian para proporcionar una Kg de 2,9 x 10”2 M. Por lo tanto, la
afinidad se puede mejorar por el aumento de la kon 0 la disminucidn de la kq. Por consiguiente, una disminucién de
la kot de los anticuerpos de la presente invencion probablemente daria como resultado un agente terapéutico mas
eficaz.

De acuerdo con la presente invencion, la potencia aumentada de un anticuerpo existente, independientemente de su
afinidad antigénica, se consigue a través de cambios selectivos de uno o mas de los aminoacidos presentes en una
o0 mas regiones CDR de dichos anticuerpos, con lo cual dichos cambios de aminoacidos tienen el efecto de producir
una disminucién de la ko de dicho anticuerpo, preferentemente con un aumento en la afinidad del anticuerpo. Se
puede conseguir mayor potencia con un valor de ke menor, incluso si la afinidad se mantiene igual o se reduce algo.
Tal anticuerpo se produce de forma mas ventajosa mediante la sintesis de las cadenas de polipéptidos necesarias a
través de la sintesis en células modificadas por ingenieria genética adecuadas que tienen incorporadas en ellas las
secuencias de nucleétidos apropiadas que codifican las cadenas de polipéptidos necesarias que contienen los
segmentos de CDR alterados. También, de acuerdo con la presente invencién, se puede preparar de novo un
anticuerpo nuevo que tenga un nivel de potencia o actividad bioldégica conveniente, mediante la incorporacion de
aminoacidos seleccionados en emplazamientos seleccionados dentro de las regiones CDR de dichas cadenas de
polipéptidos del anticuerpo utilizando células modificadas por ingenieria genética como se describe en el presente
documento, o integramente a través de sintesis quimica de las cadenas de polipéptidos necesarias con la formacion
posterior de los enlaces disulfuro necesarios.

De acuerdo con lo anterior, los anticuerpos de la presente invenciéon son anticuerpos monoclonales de alta potencia.
Tales anticuerpos, sin embargo, son monoclonales solamente en el sentido de que se pueden obtener a partir de un
clon de un tipo celular Unico. Sin embargo, esto no significa su limitacién a un origen particular. Tales anticuerpos
pueden producirse facilmente en células que comunmente no producen anticuerpos, tales como células CHO, NSO,
o COS. Ademas, tales anticuerpos se pueden producir en otros tipos de células, especialmente de mamifero e
incluso células vegetales, mediante la modificacion por ingenieria genética de tales células para expresar y
ensamblar las cadenas de polipéptido ligera y pesada que forman el producto de anticuerpo. Ademas, tales cadenas
se pueden sintetizar de forma quimica pero, debido a que podrian ser especificas para un determinante antigénico
dado, constituirian aun anticuerpos “monoclonales” dentro del espiritu en el que se utiliza el término. Por lo tanto,
como se usa en el presente documento, la expresion anticuerpo monoclonal se pretende que indique mas la
especificidad y la pureza de las moléculas de anticuerpo que el mero mecanismo utilizado para la produccion de
dichos anticuerpos.

También, como se usa en el presente documento, el término potencia se pretende que describa la dependencia del
efecto del anticuerpo, cuando se utiliza para su fin terapéutico pretendido, de la concentracién de tal anticuerpo. Por
lo tanto, potencia significa actividad biolégica con respecto a un antigeno dado. Por medio de un ejemplo no
limitante, la potencia, o actividad bioldgica, o efecto bioldgico, se mide para un anticuerpo anti IL-18 mediante el
bioensayo de células T1165.17 o el protocolo de neutralizacién de IL-13 humana, como se describe en el presente
documento. A la inversa, la afinidad de un anticuerpo por un antigeno es simplemente una medida matematica de la
proporcion de kon con respecto a kor. Ademas, la Ky de los anticuerpos Producidos de acuerdo con los
procedimientos de la presente invencion estara normalmente en el intervalo de 10" M o0 menos.

En una realizacion, los anticuerpos o porciones de union a antigeno de los mismos de la presente invencion
comprenderan comunmente una region constante y una region variable de mamifero, preferentemente un ser
humano, comprendiendo dicha regién variable regiones marco conservadas de las cadena pesada y ligera y las
CDR de las cadena pesada y ligera, en las que las regiones marco conservadas de cadena pesada y ligera tienen
secuencias caracteristicas de un anticuerpo de mamifero, preferentemente un anticuerpo de ser humano, y en las
que las secuencias de CDR son similares a las de un anticuerpo de alguna especie distinta que un ser humano,
preferentemente un ratén. Las secuencias de CDR de Mu007 son como se muestran en Tabla 1.
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Tabla 1
Secuencias de CDR basicas como se proporciona en las
SEQID NO: 43y 44
CDR Secuencia SEQ ID NO.
L1 KASQDIRYLS 1
L2 RVKRLVD 2
L3 LQYDEFPYT 3
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGNGNINYNEKFKG 5
H3 IYYDYDQGFTY 6

En consonancia con lo anterior, y para describir mejor las secuencias desveladas de acuerdo con la invencion con
respecto a un anticuerpo humanizado frente a IL-18 humana, una secuencia basica o de partida de las regiones
variables de las cadenas ligera y pesada de Mu0O7 se muestran en la region variable de cadena ligera --SEQ ID NO:
43, y la regién variable de cadena pesada --SEQ ID NO: 44. También de acuerdo con la invencion, se generaron
aminoacidos especificos distintos de estas secuencias iniciales mediante procedimientos recombinantes,
comenzando con secuencias de nucledtidos preparadas disefiadas para generar dichas secuencias de aminoacidos
cuando se expresan en células recombinantes. Los productos de dichas células son los anticuerpos monoclonales
de la presente invencion, siempre que ningun anticuerpo tenga la combinacion de la SEQ ID NO: 1 para la CDR L1,
la SEQ ID NO: 2 para la CDR L2, la SEQ ID NO: 3 para la CDR L3, la SEQ ID NO: 4 para la CDR H1, la
SEQ ID NO: 5 para la CDR H2, y la SEQ ID NO: 6 para la CDR H3.

En una realizacion de la presente invencion, la potencia se aumenta utilizando un fragmento Fab de anticuerpo
neutralizante frente a IL-18 humana que tiene una Ky de por lo menos 10" M, y preferentemente de por lo menos
102 M, mediante la disminucion del valor de ke hasta por lo menos 10°s™, preferentemente por lo menos 5x10™*s”
' mas preferentemente por lo menos 10*s™. Los aminoacidos presentes en las CDR de tales fragmentos Fab se
muestran en la Tabla 2.

La Tabla 2 indica las secuencias de aminoacidos (todas las secuencias en el cdédigo de aminoacidos de una letra
convencional) de las CDR empleadas en los anticuerpos de la presente invencion. En la Tabla 2, los
emplazamientos de las sustituciones de aminoacidos clave hechas en las correspondientes CDR de la Tabla 1 (es
decir, los emplazamientos en los que las CDR difieren en aminoacidos) se indican en negrita y estan subrayados. De
forma inicial, los fragmentos Fab se exploraron mediante un ELISA convencional. Los valores de las Clsp medidos
mediante el ensayo de proliferacion de células T1165.17 se indican como una comparacion de las variantes de Fab
producidas de forma recombinante con un control de tipo silvestre (ts/Fab). Las variantes de Fab y los anticuerpos
posteriores de la presente invencién, se denominan mediante su nomenclatura de clon de la Tabla 2.

Tabla 2
Secuencias de las CDR que tienden a inducir alta potencia en anticuerpos
Clon CDR Secuencia SEQID NO. CI50 ts/Fab
u2 L1 KASQDIRYLS 1 3
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFNYT 7
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3 VYYDYDYGFDY 9
u3 L1 KASQDIDRYLS 1 3
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(continuacion)
Secuencias de las CDR que tienden a inducir alta potencia en anticuerpos
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Clso ts/Fab
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFNYT 7
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3 VYYDYDYGFDL 11
u4 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFNYT 7
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3 VYYDYDYGFDL 11
us L1 KASQDIDRYLT 12 0,5
L2 RVKRLVD 2
L3 1QYDEFNYT 13
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Cls ts/Fab
H3  VYYDYDYGFDN 14
ueé L1 KASQDIDRYLT 12 3
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFNYT 7
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDN 14
u7 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3  VQYDEFNYT 7
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDN 14
us L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3 1QYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGTINYNEKFKG 16
H3 VYYDYDYGFDN 14
ug L1 KASQDIDRYLS 1 2
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFTL 19
u10 L1 KASQDIRYLS 1 0,5
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDN 14
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(continuacion)
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Clsp ts/Fab
U1 L1 KASQDIRYLS 1 2
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYL 20
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDN 14
u12 L1 KASQDIRYLS 1 5
L2 RVKRLVD 2
L3  IQYDEFPYL 20
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDN 14
uU13 L1 KASQDIRYLS 1 4
L2 RVKRLVD 2
L3 1QYDEFNYT 13
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDN 14
u14 L1 KASQDIRYLS 1 3
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFNYT 13
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDN 14
u15 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3 I1QYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDY 9
u1é L1 KASQDIDRYLT 12 10,5
L2 RVKRLVD 2
L3  IQYDEFNYT 13
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGTINYNEKFKG 16
H3  VYYDYDYGFDN 14
u17 L1 KASQDIDRYLT 12 1
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDY 9
u18 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFNYT 13
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGTINYNEKFKG 16
H3  VYYDYDYGFDN 14
u19 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
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(continuacion)
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Clso ts/Fab
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFDN 14
u20 L1 KASQDIRYLS 1 2
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDY 9
uz21 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFDN 14
u22 L1 KASQDIRYLS 1 2
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFNYT 13
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDY 9
u23 L1 KASQDIDRYLS 1 2
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDY 9
u24 L1 KASQDIDRYLS 1 10
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYT 15
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFDN 14
u25 L1 KASQDIRYLS 1 0,5
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFNYT 13
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDN 14
u26 L1 KFSQDIDRYLT 22 2
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYT 15
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGNINYNEKFKG 23
H3  VYYDYDYGFDY 9
uz7 L1 KFSQDIDRYLT 22 2
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
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(continuacion)
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Clso ts/Fab
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDY 9
uz28 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3 VYYDYDQGFDN 24
u29 L1 KASQDIDRYLT 12 1
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFNYT 7
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDN 14
u3o L1 KASQDIRYLS 1 5
L2 RVKRLVD 2
L3  VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDN 14
U31 L1 KFSQDIDRYLT 22 1
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 9
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDN 14
U3z L1 KFSQDIRYLT 22 1
L2 RVKRLVD 2
L3 1QYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDN 14
u33 L1 KFSQDIDRYLT 22 1
L2 RVKRLVD 2
L3  VQYDEFPYL 25
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGNINYNEKFKG 23
H3  VYYDYDYGFDN 14
U34 L1 KFSQDIDRYLT 22 0,2
L2 RVKRL VD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGNINYNEKFKG 23
H3 VYYDYDYGFTY 26
u3s L1 KASQDIDRYLT 12 1
L2 RVKRLVD 2
L3  VQYDEFPYL 25
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFTN 27
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(continuacion)
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Clso ts/Fab
u36 L1 KASQDIDRYLT 12 5
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3 VYYDYDYGFTY 26
u3r7 L1 KFSQDIDRYLT 22 2
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDY 9
u3s L1 KASQDIDRYLT 12 1
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFNYT 7
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFDN 14
U39 L1 KFSQDIDRYLT 22 2
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYT 15
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFDN 14
u40 L1 KFSQDIDRYLT 22 1
L2 RVKRLVD 2
L3  IQYDEFPYL 20
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFDL 11
U41 L1 KFSQDIDRYLT 22 1
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGNINYNEKFKG 28
H3  VYYDYDYGFTL 19
u43 L1 KASQDIDRFLS 29 10
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3 MYYDYDQGFSL 30
U44 L1 KASQDIDRFLT 31 5
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGTINYNEKFKG 16
H3 MYYDYDQGFTN 32
V3 L1 KASQDIDRFLS 33 5
L2 RVKRLVD 2
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(continuacion)
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Clso ts/Fab
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  MYYDYDQGFSL 30
V4 L1 KASQDIDRFLT 31 10
L2 RVKRLVD 2
L3  VQYDEFAYT 34
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3 MYYDYDQGFDY 35
V5 L1 KASQDIDRFLT 31 5
L2 RVKRLVD 2
L3 LQYDEFPYT 3
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  MYYDYDQGFDN 36
Ve L1 KASQDIDRYLT 12 3
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDN 14
V7 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFDN 14
V8 L1 KASQDIDRYLT 12 3
L2 RVKRLVD 2
L3 1QYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3  VYYDYDYGFDY 9
W1 L1 KASQDIDRYLT 12 2
L2 RVKRLVD 2
L3  VQYDEFNYT 7
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  VYYDYDYGFDN 14
w2 L1 KFSQDIDRYLT 22 4
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3  VYYDYDYGFDN 14
W3 L1 KASQDIDRFLT 31 10
L2 RVKRLVD 2
L3 LQYDEFPYT 3
H1 GYTFDRYWIE 10
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(continuacion)
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Cls ts/Fab

H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3 MYYDYDQGFDY 35

w4 L1 KASQDIDRFLT 31 10
L2 RVKRLVD 2
L3 LQYDEFPYT
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3 MYYDYDQGFDY 35

W5 L1 KFSQDIDRFLT 37 10
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  MYYDYDQGFSL 30

w6 L1  KFSQDIDRFLT 37 5
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3 MYYDYDQGFTN 32

w8 L1 KASQDIDRFLT 31 5
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYT 15
H1 GYTFSRYWIE 4
H2  EILPGSGTTNYNEKFKG 16
H3 MYYDYDQGFDY 35

w9 L1 KASQDIDRFLT 31 5
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  MYYDYDQGFDL 38

W12 L1 KFSQDIDRFLS 32 10
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGNINYNEKFKG 23
H3 MYYDYDQGFTL 40

W13 L1 KFSQDBDRFLT 37 15
L2 RVKRLVD 2
L3 IQYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3 MYYDYDQGFEY 35

W14 L1 KESQDIDRELS 39 10
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYG 41
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGTGDINYNEKFKG 18
H3 MYYDYDQGFDN 36
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(continuacion)
Clon CDR  Secuencia SEQ ID NO. Clso ts/Fab
W17 L1 KFSQDIDRFLS 39 20
L2 RVKRLVD 2
L3  VQYDEFPYG 41
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3 MYYDYDQGFDL 38
W18 L1 KESQDIDRFLS 39 10
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGTINYNEKFKG 16
H3  MYYDYDQGFDN 36
W19 H1 KFSQDIDRFLS 39 10
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFSRYWIE 4
H2 EILPGSGNINYNEKFKG 23
H3  MYYDYDQGFTY 42
W20 L1 KESQDIDRFLS 39 10
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGDINYNEKFKG 21
H3  MYYDYDQGFDY 35
w21 L1  KFSQDIDRFLT 37 8
L2 RVKRLVD 2
L3 1QYDEFPYT 15
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGSGTINYNEKFKG 16
H3  MYYDYDQGFDY 35
w22 L1 KASQDIDRFLT 31 5
L2 RVKRLVD 2
L3 VQYDEFPYT 17
H1 GYTFDRYWIE 10
H2 EILPGTGTINYNEKFKG 8
H3 MYYDYDQGFDY 35

En reallzacwnes especificas, la presente invencién se refiere a un antlcuerpo aislado que comprende una K4 de por
lo menos 10" M y muy preferentemente de por lo menos 10" M y en el que la koff es de por lo menos de
aproximadamente 10 s , preferentemente de por lo menos aproximadamente 5x10* s , Yy muy preferentemente de
por lo menos 1x10™ s~ (|ncluyendo todas las combinaciones de los mismos).

Los anticuerpos preferentes de la presente invencion que se unen a IL-1B8 humana madura con una K4 de 1x10° "o
menos, tienen una constante de velocidad ke de 1x10° s™ 0 menos, neutralizan la actividad de IL-1B humana, y en
los cuales se elimina la desamidacion en la posicion 55 de HCDR2, se seleccionan del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 45-54.

Se utilizaron estrategias convencionales para caracterizar y sintetizar las bibliotecas de CDR de mutaciones Unicas
(véase Wu y col, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 95: 6037-6042 (1998)). Primero se eliminé la CDR diana de cada una
de las bibliotecas antes de la hibridacién de los nucleétidos. Para la sintesis de las bibliotecas, las CDR de un
anticuerpo de referencia (véanse las Figuras 1 y 2) se definieron como en la Tabla 1. Para la sintesis del
oligonucledtido, se empled mutagénesis basada en codén para producir las secuencias de CDR de la invencion.

De forma inicial, las bibliotecas se exploraron mediante “elevacion de captura” (capture lift) para identificar las
variantes de mayor afinidad. El procedimiento de “elevacion de captura” (Watkins, Methods Mol. Biol. 178: 187-193,
(2002)) es conocido en la técnica y es como se describe en el documento WO/0164751 y en el documento US
2002/0098189. Posteriormente, estos clones se caracterizaron adicionalmente utilizando ELISA de captura y
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mediante titulacion sobre antigeno inmovilizado. Después de tal exploracion, se exploran los respectivos valores de
ko de los anticuerpos, de los que después se mide su efecto positivo mediante la determinacion de la potencia.

Los anticuerpos desvelados en el presente documento contienen CDR que difieren de las de Mu007 en las regiones
determinantes de complementariedad L1 (o LCDR1), L3 (o LCDR3), H1 (0 HCDR1), H2 (HCDR2) y H3 (0 HCDR3).

Las CDR de los fragmentos Fab seleccionados se muestran en la Tabla 2 (todos los cuales tienen las secuencias
armazon de las Figuras 3 y 4), en donde el clon de referencia es el clon con secuencias de la region variable de las
cadenas pesada y ligera mostradas en las Figuras 1y 2 (SEQ ID NO: 43 y 44 para las secuencias de las cadenas
ligera y pesada, respectivamente).

De acuerdo con la invencién, mediante la combinacién de tales sustituciones de aminoacidos de modo que se
produzca en la misma molécula mas de una, fue posible aumentar enormemente la potencia de los anticuerpos
desvelados en el presente documento.

En general, hay una correlacion entre la ko baja y la potencia del anticuerpo, con todas las variantes de ko mas
bajas teniendo mas de un CDR beneficioso, incluso teniendo hasta cinco CDR sustituidos.

Las combinaciones de las secuencias de CDR desveladas en la Tabla 2 pueden estar presentes en moléculas de
anticuerpo tetraméricas completas o en fragmentos activos, tales como el fragmento Fab. Los datos de potencia
para los clones mostrados en la Tabla 2 son para los fragmentos Fab, aunque los datos para los clones mostrados
en la Tabla 4 son para las moléculas de anticuerpo completas en comparacién con el anticuerpo de referencia,
Mu007.

Los anticuerpos de la invencién pueden estar presentes en una forma relativamente pura o aislada asi como en un
sobrenadante extraido de células cultivadas en pocillo o en placas. Los anticuerpos de la invencién pueden asi estar
presentes también en la forma de una composicién que comprende al anticuerpo de la invencion y en la que dicho
anticuerpo se suspende en un diluyente o excipiente farmacolégicamente aceptable. Los anticuerpos de la invencion
pueden estar presentes en tal composiciéon a una concentraciéon, o en una cantidad, suficiente para ser de valor
terapéutico o farmacoldgico en el tratamiento o la prevencion de enfermedades (por ejemplo, en la prevencion de la
artritis reumatoide y la osteoartritis). Los anticuerpos también pueden estar presentes en una composicion en una
forma mas diluida.

El ADN que codifica los anticuerpos de la presente invencién normalmente incluira adicionalmente una secuencia de
polinucleétido de control de la expresion unida operativamente a las secuencias que codifican los anticuerpos,
incluyendo regiones promotoras asociadas de forma natural o heterélogas. Preferentemente, las secuencias de
control de la expresion seran sistemas de promotores eucariotas en vectores capaces de transformar o transfectar
células hospedadoras eucariotas, pero las secuencias de control para los hospedadores procariotas también pueden
utilizarse. Una vez que el vector se ha incorporado en la linea celular hospedadora apropiada, la célula hospedadora
se propaga en condiciones adecuadas para la expresion de las secuencias de nucleétido, y, si se desea, para la
recoleccion y purificacion de las cadenas ligeras, cadenas pesadas, dimeros de cadena ligera/pesada, o anticuerpos
intactos, fragmentos de union u otras formas de inmunoglobulina.

Las secuencias de acidos nucleicos de la presente invencién capaces de expresar en Ultima instancia los
anticuerpos deseados pueden estar formados de una diversidad de polinucledtidos distintos (genédmico o ADNC,
ARN, oligonucleodtidos sintéticos, etc.) y de componentes (por ejemplo, regiones V, J, D, y C), utilizando cualquiera
de una diversidad de técnicas bien conocidas. La union de secuencias gendémicas y sintéticas apropiadas es un
procedimiento comun de produccion, pero también se pueden utilizar secuencias de ADNc.

Las secuencias de ADN de la region constante de ser humano se pueden aislar de acuerdo con procedimientos bien
conocidos a partir de una diversidad de células de ser humano, pero preferentemente a partir de linfocitos B
inmortalizados. Las células fuente adecuadas para las secuencias de polinucledtidos y las células hospedadoras
para la expresion y secrecion de inmunoglobulinas se pueden obtener a partir de varias fuentes bien conocidas en la
técnica.

Como se describe en el presente documento, ademas de los anticuerpos descritos de forma especifica en el
presente documento, se pueden disefiar y fabricar facilmente otros anticuerpos modificados “esencialmente
homologos” utilizando diversas técnicas del ADN recombinante bien conocidas para los expertos en la materia. Por
ejemplo, las regiones marco conservadas pueden variar desde las secuencias naturales en el nivel de estructura
primaria mediante varias sustituciones, adiciones y deleciones terminales e intermedias de aminoacidos, y similares.
Ademas, una diversidad de regiones marco conservadas de ser humano distintas se pueden utilizar individualmente
0 en combinacion como base para las inmunoglobulinas humanizadas de la presente invencién. En general, las
modificaciones de los genes se pueden llevar a cabo facilmente mediante una diversidad de técnicas bien
conocidas, tales como mutagénesis dirigida.

Como alternativa, se pueden producir fragmentos de polipéptido que comprendan solamente una porciéon de la
estructura principal del anticuerpo, cuyos fragmentos posean una o mas actividades de inmunoglobulina (por
ejemplo, actividad de fijacion del complemento). Estos fragmentos de polipéptido pueden producirse mediante
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escision proteolitica de anticuerpos intactos mediante procedimientos bien conocidos en la técnica, o insertando
codones de terminaciéon en los emplazamientos deseados en vectores, utilizando mutagénesis dirigida, tal como
después de CH1 para producir fragmentos Fab o después de la region bisagra para producir fragmentos F(ab’),. Los
anticuerpos monocatenarios se pueden producir mediante la unién de VL y VH con un conector de ADN.

Como se ha establecido anteriormente, los polinucleétidos se expresaran en hospedadores después de que las
secuencias se hayan unido operativamente a (es decir, posicionado para asegurar el funcionamiento de) una
secuencia de control de la expresion. Estos vectores de expresion son normalmente replicables en los organismos
hospedadores, ya sea como episomas o como parte integral del ADN cromosémico del hospedador. Normalmente,
los vectores de expresion contendran marcadores de seleccion, por ejemplo, tetraciclina, neomicina, y dihidrofolato
reductasa, para permitir la deteccién de las células transformadas con las secuencias de ADN deseadas.

E. coli es un hospedador procariota util en particular para el clonaje de los polinucleétidos de la presente invencion.
Otros hospedadores microbianos adecuados para su uso incluyen bacilos, tales como Bacillus subtilus, y otras
enterobacterias, tales como Salmonella, Serratia, y diversas especies de Pseudomonas. En estos hospedadores
procariotas, también se pueden fabricar vectores de expresion, que normalmente contendran secuencias de control
de la expresién compatibles con la célula hospedadora (por ejemplo, un origen de replicacion). Ademas, puede estar
presente cualquiera de los varios promotores bien conocidos, tales como el sistema de promotor lactosa, un sistema
de promotor de triptéfano (trp), un sistema de promotor de beta lactamasa, o un sistema de promotor del fago
lambda. Los promotores normalmente controlaran la expresion, de forma opcional con una secuencia operadora, y
tienen secuencias de sitios de unién a ribosoma y similares, para iniciar y acabar la transcripcion y la traduccion.

También se pueden utilizar para la expresién otros microbios, tales como levadura. Saccharomyces es un
hospedador preferente, con vectores adecuados que tienen secuencias de control de la expresion, tales como
promotores, incluyendo 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, y un origen de la replicacion, secuencias
de terminacion y similares, segun se desee.

Ademas de los microorganismos, para la expresion también se pueden utilizar células vegetales. Los procedimientos
optimos para la transformacion de plantas variaran segun el tipo de planta. Por ejemplo, véase el documento
WO00/53794.

Para expresar y producir los polipéptidos de la presente invencién también se puede utilizar el cultivo celular de
tejidos de mamifero. De hecho son preferentes las células eucariéticas, debido a que se han desarrollado en la
técnica varias lineas celulares hospedadoras adecuadas capaces de secretar inmunoglobulinas intactas, e incluyen
las lineas celulares CHO, diversas lineas celulares COS, lineas celulares de Ovario de Hamster Sirio, células Hela,
lineas celulares de mieloma, linfocitos B transformados, lineas celulares de rindn embrionario de ser humano, o
hibridomas. Las lineas celulares preferentes son lineas celulares CHO y de mieloma, tales como SP2/0 y NSO.

Los vectores de expresion para estas células pueden incluir secuencias de control de la expresion, tales como un
origen de replicacién, un promotor, un potenciador, y sitios de informacion de procesamiento necesarios, tales como
sitios de unién a ribosoma, sitios de corte y empalme de ARN, sitios de poliadenilacion y secuencias terminadoras
transcripcionales. Las secuencias de control de la expresion preferentes son promotores obtenidos de genes de
inmunoglobulina, SV40, adenovirus, virus del papiloma bovino, citomegalovirus y similares. Los sitios de
poliadenilacion preferentes incluyen secuencias obtenidas de SV40 y hormona de crecimiento bovina.

Los vectores que contienen las secuencias de polinucleétidos de interés (por ejemplo, las secuencias que codifican
las cadenas pesada y ligera, y las secuencias de control de expresion) se pueden transferir en la célula hospedadora
mediante procedimientos bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de hospedador celular. Por ejemplo, para
células procariotas se utiliza normalmente la transfeccion con cloruro de calcio, mientras que para otros
hospedadores celulares se puede utilizar el tratamiento con fosfato de calcio o la electroporacion.

Una vez expresados, los anticuerpos se pueden purificar de acuerdo con procedimientos convencionales, que
incluyen precipitacion con sulfato de amonio, intercambio i6nico, afinidad (por ejemplo, Proteina A), fase inversa,
cromatografia en columna de interaccion hidrofoba, electroforesis en gel, y similares. Son preferentes las
inmunoglobulinas esencialmente puras que tengan por lo menos aproximadamente el 90 al 95 % de pureza, y muy
preferente el 98 al 99 % o mas de pureza, para usos farmacéuticos. Una vez purificados, parcialmente o hasta
homogeneidad segun se desee, los polipéptidos pueden después utilizarse de forma terapéutica o profilactica, como
se indica en el presente documento.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para el tratamiento de seres humanos que
experimentan un trastorno inflamatorio mediado por IL-13 que comprende la administracion de una dosis eficaz de
un anticuerpo de IL-1B a un paciente que lo necesite. Los anticuerpos de la presente invencién se unen a y evitan la
union de IL-1B a un receptor de IL-18 y el inicio de una sefial. Los diversos trastornos mediados por IL-1§ incluyen
artritis reumatoide (AR), osteoartritis (OA), alergia, choque septicémico o endotoxico, septicemia, asma, enfermedad
del injerto frente al hospedador, enfermedad de Crohn y otras enfermedades inflamatorias de los vasos. Ademas, IL-
1B media las respuestas de defensa del hospedador frente a enfermedades y lesion, locales y sistémicas, y frente a
neuroinflamacion y la muerte celular en afecciones neurodegenerativas, tales como ictus y traumatismo craneal
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isquémico, excitotoxico y traumatico. También se ha implicado a IL-18 en enfermedades degenerativas cronicas, en
particular, esclerosis multiple, enfermedades de Parkinson y de Alzheimer. Preferentemente, los anticuerpos de IL-
1B abarcados en la presente invencion se utilizan para tratar AR y/o OA.

Los pacientes con AR padecen hinchazén e inflamacién cronica de las articulaciones y destruccion continua de
cartilago y hueso. IL-1B8 y TNF-a son las citocinas mas criticas, en la patogenia de la AR. Sin embargo, aunque tanto
IL-18 como TNF-a median la inflamacion, IL-18 es el mediador principal de la destruccién de hueso y cartilago. Los
monocitos y fibroblastos activados en el tejido sinovial producen IL-1B que a su vez estimula la produccion de
citocinas, prostaglandinas, y metaloproteasas de matriz proinflamatorias adicionales. La unién sinovial se hipertrofia,
invadiendo y erosionando el hueso y el cartilago.

Los farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedad (FARME) tales como hidroxicloroquina, oro oral o
inyectable, metotrexato, azatioprina, penicilamina, y sulfasalazina, se han utilizado con éxito modesto en el
tratamiento de la AR. Su actividad en la modificacion del transcurso de la AR se cree que se debe a la eliminaciéon o
modificacion de mediadores inflamatorios tales como IL-13. El metotrexato, por ejemplo, a dosis de 7,5 a 10 mg por
semana provoco una reduccién en las concentraciones plasmaticas de IL-1B en pacientes de AR. Se han visto
resultados similares con corticoesteroides. Por lo tanto, los anticuerpos de IL-1 de la presente invencion se pueden
utilizar solos o en combinaciones con FARME, que pueden actuar para reducir los niveles de proteina IL-13 en
plasma.

Una cantidad eficaz de los anticuerpos de IL-1B de la presente invencion es la cantidad que proporciona eficacia
clinica sin efectos secundarios o toxicidad intolerables. La eficacia clinica para los pacientes de AR se puede evaluar
utilizando la Definicion de Mejora de la American College of Rheumatology (ACR20). Un paciente se considera
respondedor si el paciente muestra una mejora del 20 % en el recuento de articulaciones doloridas, el recuento de
articulaciones hinchadas, y 3 de 5 de otros componentes que incluyen valoracion del dolor del paciente, valoracion
global del paciente, valoracion global del médico, el Cuestionario de Valoracion de la Salud, y la proteina C reactiva
sérica. Se puede evaluar la prevencion del dafio estructural mediante la modificacion de van der Heijde del sistema
de puntuacion Sharp para radiografias (recuento de erosion, estrechamiento del espacio articular).

Los anticuerpos de IL-1B de la presente invencion también se pueden utilizar para tratar pacientes que padecen
osteoartritis (OA). La OA es la enfermedad mas comun de las articulaciones en el ser humano y se caracteriza por la
pérdida de cartilago articular y la formacién de osteofitos. El cuadro clinico incluye dolor, agarrotamiento, y
agrandamiento de las articulaciones, inestabilidad, limitacion del movimiento, e incapacidad funcional. La OA se ha
clasificado en formas idiopatica (principal) y secundaria. La American College of Rheumatology ha desarrollado los
criterios para la clasificacion de la OA de la rodilla y la cadera a base de parametros clinicos, radiograficos, y de
laboratorio.

Una cantidad eficaz de los anticuerpos de IL-1[3 de la presente invencion es la cantidad que muestra eficacia clinica
en pacientes de OA segun se midi6 mediante la mejora del dolor y de las funciones, asi como la prevencién de dafio
estructural. Las mejoras del dolor y de las funciones se pueden evaluar utilizando las subescalas de dolor y de
funcion fisica del indice de OA de WOMAC. El indice sonda los sintomas relevantes para el paciente clinicamente
importantes en las areas de dolor, agarrotamiento, y funcion fisica. La prevencién del dafio estructural se puede
evaluar midiendo el ancho del espacio articular en radiografias de la rodilla y la cadera.

Debido a que los niveles elevados de IL-1B se han implicado en afecciones neurodegenerativas de ser humano tales
como ictus y lesion cerebral (Rothwell, N. J., y col., TINS 23 (12): 618-625, 2000), los anticuerpos anti IL-13
abarcados en la presente invencion también se pueden utilizar para tratar la neuroinflamacion asociada con ictus y
traumatismo craneal isquémico, excitotdxico y traumatico.

Los anticuerpos de la presente invencién se administran utilizando técnicas de administracién convencionales,
preferentemente por via periférica (es decir, no mediante la administracion en el sistema nervioso central), por
administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, pulmonar, transdérmica, intramuscular, intranasal, bucal,
sublingual o por via de supositorios.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion se disefian para ser apropiadas para el modo seleccionado
de administracion, y los excipientes farmacéuticamente aceptables tales como tampones, tensioactivos,
conservantes, agentes solubilizantes y similares se utilizan como sea adecuado. El Remington’s Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Co., Easton PA, tltima edicion, proporciona un compendio de las técnicas de formulacion
como las conocen los médicos en general.

Las concentraciones del anticuerpo de IL-1B en las formulaciones pueden estar desde tan bajo como
aproximadamente el 0,1 % hasta tanto como el 15 0 20 % en peso y se seleccionaran principalmente a base de los
volumenes del liquido, viscosidades, estabilidad, etcétera, de acuerdo con el modo particular de administracion
seleccionado. Las concentraciones preferentes del anticuerpo de IL-13 en general estaran en el intervalo de 1 a
aproximadamente 100 mg/ml. Preferentemente, de 10 a aproximadamente 50 mg/ml.

La formulacién puede incluir un tampoén. Preferentemente el tampén es un tampon citrato o un tampén fosfato o una
combinacion de los mismos. En general, el pH de la formulacién esta entre aproximadamente 4 y aproximadamente
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8. Preferentemente, el pH esta entre aproximadamente 5 y aproximadamente 7,5. El pH de la formulacion se puede
seleccionar para equilibrar la estabilidad del anticuerpo (quimica y fisica) y que sea confortable para el paciente
cuando se administra. La formulacién también puede incluir una sal tal como NaCl. Ademas, la formulaciéon puede
incluir un detergente para evitar la agregacion y ayudar a mantener la estabilidad.

La formulacion puede esterilizarse por filtracion después de fabricar la formulacion, o hacerse microbiolégicamente
aceptable de otro modo. Se puede anadir un conservante tal como m-cresol o fenol, o0 una mezcla de los mismos,
para evitar el crecimiento y contaminacion microbianos.

Una composicion tipica para infusion intravenosa podria tener un volumen de liquido de tanto como 250 ml, tal como
solucion de Ringer estéril, y 1-100 mg por ml o mas de concentracion de anticuerpo. Los agentes terapéuticos de la
invencion se pueden congelar o liofilizar para el almacenamiento y reconstituir en un vehiculo estéril adecuado antes
de su uso. La liofilizacion y reconstitucion puede conducir a grados variables de pérdida de actividad del anticuerpo
(por ejemplo, con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a tener mayor pérdida de actividad
que los anticuerpos IgG). Puede tener que ajustarse las dosificaciones para compensar.

A pesar de que los procedimientos anteriores parecen ser las mas convenientes y los mas apropiados para la
administracion de proteinas tales como anticuerpos humanizados, mediante la adaptaciéon adecuada, se pueden
emplear otras técnicas para la administracion, tales como administracion transdérmica y administracion oral siempre
que se disefie la formulacién apropiada. Ademas, puede ser conveniente emplear formulaciones de liberacion
controlada utilizando peliculas y matrices biodegradables, o minibombas osméticas, o sistemas de suministro
basados en esferas de dextrano, alginato, o colageno. En resumen, estan disponibles formulaciones para la
administracion de anticuerpos de la invencion, y se pueden elegir a partir de una diversidad de opciones.

Los niveles de dosificacion normales se pueden optimizar utilizando técnicas clinicas convencionales y dependeran
del modo de administracion y del estado del paciente. En general, las dosis estaran en el intervalo de 10 pg/kg/mes
hasta 10 mg/kg/mes.

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos que no pretenden ser limitantes en modo alguno.
Ejemplo 1
Afinidad y especificidad de union

Las afinidades y especificidades de Mu007 y de los anticuerpos de la presente invencion se determinaron utilizando
las mediciones de BlAcore (Tabla 3). BIAcore™ es un sistema biosensor automatizado que mide interacciones
moleculares. (Karlsson, y col. (1991) J. Immunol. Methods 145: 229-240). En estos experimentos el anticuerpo se
capturé en una superficie a baja densidad en un chip de BlAcore™. Se utilizé etil-dimetilaminopropil-carbodiimida
(EDC) para acoplar los grupos amino reactivos a la Proteina A a una celda de flujo de un chip sensor de BIAcore™
de carboximetilo (CM5). La Proteina A se diluy6 en tampon acetato de sodio, pH 4,5, y se inmovilizé en una célula
de flujo de un chip de CM5 utilizando EDC para producir 1000 unidades de respuesta. Los sitios que no reaccionaron
se bloquearon con etanolamina. Se utilizé un caudal de 60 pl/min. Se realizaron multiples ciclos de unién/dilucién
mediante la inyeccion de 10 pl de solucién de 2 - yg/ml de los anticuerpos de la presente invencion seguido de IL-13
humana a concentraciones decrecientes para cada ciclo (por ejemplo 1500, 750, 375, 188, 94, 47, 23,5, 12,y O
picomolar). La elucion se realizé con glicina-HCI, pH 1,5. Para analizar los datos de cinética se utilizd
BlAevaluation™. EIl protocolo utilizado para la determinacién de la afinidad de Mu007 es como se describe en el
documento PCT/US02/21281.

Tabla 3. Propiedades de unién de los anticuerpos anti IL-18 a IL-18 humana, determinadas por BlAcore (tampdn
HBS-EP, pH 7,4 a 25 °C)

CLON Kon (M's™) Kot (s™) Kd (M)

W17 (1gG1) 3,1e7 0,9¢e-4 2,8e-12
u43 (IgG1) 4,7e7 2,2e-4 4,7e-12
W13 (IgG1) 6,1e7 1,7e-4 2,8e-12
w18 (IgG1) 4,1e7 1,8e-4 4,2e-12
W20 (IgG1) 3,8e7 1,0e-4 2,7e-12
Mu007 2,6e7 1,6e-4 6,2e-12
W17(1gG4) 3,2e7 1,0e-4 3,3e-12
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Ejemplo 2
Potencia de anticuerpo

Para determinar la capacidad de los anticuerpos de la presente invencion y de Mu007 para neutralizar IL-13
humana, se utilizé una célula murina que necesita bajos niveles de IL-1§ para la proliferacion. Las células T1165.17
que ya no estaban en fase de crecimiento log se lavaron 3 veces con RPMI 1640 (GibcoBRL N.° de Cat 22400-089)
complementado con suero fetal bovino al 10 % (GibcoBRL N.° de Cat 10082-147), piruvato de sodio 1 mM, beta
mercaptoetanol 50 uM, y un antibiético/antimicético (GibcoBRL N.° de Cat 15240-062). Las células se sembraron en
placas a 5.000 células por pocillo de una placa de 96 pocillos. IL-18 humana estaba presente en un nivel constante
de 0,3 pM y se afiadidé una serie de diluciones del anticuerpo. Las células se incubaron durante 20 horas en un
incubador a 37 °C/CO, al 5%, y en ese momento se afiadié 1 uCi de ®H-timidina por pocillo, y las placas se
incubaron en el incubador durante 4 horas adicionales. Las células se recolectaron y se determiné la radiactividad
incorporada mediante un contador de centello. La Tabla 4 ilustra la inhibicién de la proliferacién estimulada por IL-18
mediante Mu007 y los anticuerpos de la presente invencion (isotipos de IgG segun se indica).

Tabla 4: Clsp medidas en el ensayo de proliferacion de células T1165.17

MUESTRA Clso pM Veces de aumento de la potencia

Mu007 20,6 £0,5 1

W17(1gG1) 1,8+0,3 11
U43 (IgG1) 4,0+0,2 5

W18 (IgG1) 2,0+£0,1 10
W13 (IgG1) 1,2+0,1 17
W20 (IgG1) 1,2+0,1 17
W17 (IgG4) 1,7+0,1 12

Ejemplo 3
Neutralizacién de IL-1B humana in vivo

IL-18 humana es capaz de unirse y estimular al receptor de IL-1B de raton, conduciendo a una elevacion de IL-6 de
raton. Se emprendieron experimentos de variacion de tiempo y dosis para identificar la dosis optima de IL-1f
humana y el tiempo 6ptimo para la induccion de IL-6 de raton. Estos experimentos indicaron que una dosis de
3 pg/kg de IL-1B humana y un tiempo de 2 horas después de la administracion de IL-1f proporciond niveles
maximos de IL-6 en suero de ratén. Los anticuerpos de la presente invencion se administraron a 4 ratones a 13, 27,
81, y 270 ug/kg, una hora antes de una inyeccién s.c. de IL-1B humana. A las dos horas después de la
administracion de IL-1P, los ratones se sacrificaron, y los niveles de IL-6 se determinaron mediante ELISA. Como
controles negativos se utilizaron anticuerpos que emparejaban los isotipos. Los anticuerpos de la presente invencion
bloguearon los efectos de IL-1B para estimular el receptor de IL-1B de ratén, conduciendo a una elevacién de la IL-6
de ratén, en una manera dependiente de la dosis (Tabla 5).

TABLAS
Anticuerpo Niveles séricos de IL-6 pg/ml DE

IL-1B Ctl. (3 ug/kg) 462,0 2791
Human IgG Ctl (270 pg/kg) 1,0 1,0
IL-1 B Ctl. (3 ug/kg) + Human IgG Ctl (270 yg/kg) | 592,3 303,0
W13 Ctl. (270 ug/kg) 4,1 2,4
W17 Ctl. (270 pg/kg) 3,2 2,9
W18 Ctl. (270 ug/kg) 5,2 2,4
U43 Ctl. (270 pg/kg) 1,3 1,0
IL-1 B (3 pg/kg) + W13 Ctl. (13 pg/kg) 655,4 78,0
IL-1 B (3 pg/kg) + W13 Ctl. (27 pg/kg) 2774 97,3
IL-1 B (3 pg/kg) + W13 Ctl. (81 pg/kg) 129,2 20,2
IL-1 B (3 pg/kg) + W13 Ctl. (270 ug/kg) 23,4 5,3
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(continuacion)

Anticuerpo Niveles séricos de IL-6 pg/ml DE

IL-1 B (3 pgrkg) + W17 Ctl. (13 pg/kg) 566,83 294,0
IL-1 B (3 pglkg) + W 17 Cil. (27 pg/kg) 4101 107,5
IL-1 B (3 pgrkg) + W17 Ctl. (81 pg/kg) 113,7 42,3
IL-1 B (3 pg/kg) + W17 Ctl. (270 ug/kg) 27,5 19,6
IL-1 B (3 pg/kg) + W18 Ctl. (13 pg/kg) 398,5 143,2
IL-1 B (3 pg/kg) + W18 Ctl. (27 pg/kg) 231,8 32,2
IL-1 B (3 pg/kg) + W18 Ctl. (81 pg/kg) 77,9 247
IL-1 B (3 pg/kg) + W18 Ctl. (270 pg/kg) 18,0 59
IL-1 B (3 pg/kg) + U43 Ctl. (13 pg/kg) 755,7 299,7
IL-1 B(3 pg/kg) + U43 Ctl. (27 pg/kg) 509,3 99,6
IL-1 B (3 pg/kg) + U43 Ctl. (81 pg/kg) 186,4 80,8
IL-1 B (3 pgr/kg) + U43 Ctl. (270 pgr/kg) 39,3 17,7

Ejemplo 4
Expresion de anticuerpo
El siguiente protocolo se aplica a la expresion de cualquiera de los anticuerpos de la presente invencion.

Los vectores de expresion que codifican una secuencia lider, y la region constante de la cadena ligera Kappa o la
cadena pesada Gamma 1 se utilizaron para clonar las secuencias Fab, lo que dio como resultado genes de
anticuerpos completos. Los vectores se pueden utilizar en mdltiples lineas celulares de mamifero para la expresion
transitoria y estable.

Se cambia la escala de los vectores para generar la cantidad de ADN necesaria para sustentar la transfeccion. El
ADN final permanece como un vector circular cerrado cuando se utiliza en transfecciones transitorias, y se puede
linealizar cuando se utiliza en una transfeccion estable. Para identificar la mejor proporcion CL:CH deberian
sustentarse transfecciones transitorias a pequefia escala. En cualquier transfeccion el vector que codifica la cadena
ligera (CL) y la cadena pesada (CH) se mezclan juntos antes de transfectarlos en las células.

Se sustenta la transfeccion transitoria en células HEK 293 EBNA. La transfeccion se cambia de escala y se cultiva
durante cinco a siete dias después de la transfeccion. El sobrenadante se recolecta y el anticuerpo se purifica
utilizando estrategias convencionales para anticuerpos.

Las transfecciones estables en células DG44-CHO (Ovario de Hamster Chino) se pueden sustentar utilizando los
vectores descritos. La cantidad de ADN utilizado puede variar desde 20 pg a 200 ug. Las células (10°) se transfectan
utilizando una maquina BioRad Gene Pulsar Il ajustado a 360 V/950 uF. Las células se recuperan durante 24-72
horas a 37 °C/CO; al 5 %, y después se siembran en placa en seleccion (medio sin hipoxantina y timidina, y con
niveles variable de metotrexato, MTX, para presion adicional).

Las transfecciones estables en células NSO (mieloma de ratén) se pueden sustentar trasladando los genes de la CL
y la CH a vectores de expresion que codifican un gen de la glutamina sintasa. La cantidad de ADN utilizada es de
40 ug en total. Las células (10°) se transfectaron utilizando una maquina BioRad Gene Pulsar |l ajustada a
300 V/1000 uF. Las células se recuperan durante 24-72 horas a 37 °C/CO; al 10 % y después se siembran en placa
en seleccion (medio sin glutamina y con metionina sulfoximina, MSX, para presion adicional).

Se sustenta una siembra en placa para ambos tipos de lineas celulares a las densidades de siembra especificas
para la linea celular (500 c/p de CHO-DG44, 2000 c/p de NSO0). Cuando se observa en los pocillos la formacion
visible de colonias, se puede explorar la produccién de anticuerpo en las placas utilizando procedimientos basados
en ELISA. Los pocillos que contienen células con una sefal positiva para anticuerpo, se expanden en placas de 24
pocillos. Las lineas se cultivan y evalian en experimentos de expresion para identificar una linea celular candidata
con titulo y calidad de proteina aceptables. El objetivo del esfuerzo en la generacion de la linea celular es para
identificar un clon al que se le pueda cambiar la escala en condiciones de cultivo sin suero, con titulo, caracteristicas
de crecimiento y perfil de calidad de producto aceptables.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Applied Molecular Evolution, Inc.
<120> Antagonistas de la IL-1 beta humana
<130> X-15950

<150> 60/442.798
<151> 24-01-2003

<160> 68

<170> PatentIn versioén 3.2
<210>1

<211> 11

<212> PRT

<213> Murino

<400> 1

Lys Ala Ser GIn Asp Ile Asp Arg Tyr Leu Ser
1 5 10

<210> 2
<211>7
<212> PRT
<213> Murino

<400> 2

?rg val Lys Arg %.eu val Asp

<210> 3
<211>9
<212> PRT
<213> Murino

<400> 3

|ieu GIn Tyr Asp g.'lu Phe Pro Tyr Thr

<210> 4
<211>10
<212> PRT
<213> Murino

<400> 4
Gly Tyr Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Ile Glu
1 5 1c

<210>5
<211>17
<212> PRT
<213> Murino
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<400> 5

Glu Ile Leu Pro Gly Asn Gly Asn Ile Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 6
<211> 11
<212> PRT
<213> Murino

<400> 6

::IL:'Ie Tyr Tyr Asp 'gyr Asp GIn Gly Phe Ilar TYr

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 7

\{a] GIn Tyr Asp g'lu Phe Asn Tyr Thr

<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 8

Glu Ile Leu Pro Gly Thr Gly Thr Ile Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 .15

Gly
<210> 9
<211> 11
<212> PRT
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 9
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\{a'l Tyr Tyr Asp 'gyr' Asp Tyr Gly Phe ?gp TYr

<210> 10

<211>10

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 10

Gly Tyr Thr Phe Asp Arg Tyr Trp Ile Glu
1)’)’ SP agly P 0

<210> 11

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 11

{a1 Tyr Tyr Asp ;‘yr Asp Tyr Gly Phe igp Leu

<210> 12

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 12

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asp Arg Tyr Leu Thr
1 5 10

<210>13

<211>9

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 13

:{'Ie GIn Tyr Asp g‘lu Phe Asn Tyr Thr

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 14

{a‘l Tyr Tyr Asp 'é'yr Asp Tyr Gly Phe ?(sjp Asn

<210>15

<211>9

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 15

{19 GIn Tyr Asp ts':'lu Phe Pro Tyr Thr

<210> 16

<211> 17

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 16

g‘lu Ile Leu Pro g‘ly Ser Ggly Thr Ile gsn Tyr Asn Glu Lys ;l;e Lys

Gly

<210>17

<211>9

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 17

\{a] Gin Tyr ASp g;'lu Phe Pro Tyr Thr

<210> 18

<211> 17

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 18
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giu Ile Leu Pro g'ly The Gly Asp Ile ;:t(s)n Tyr Asn Glu Lys zl;e Lys

Gly

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 19

?I/-a'l Tyr Tyr Asp ‘;yr Asp Tyr Gly Phe Igr Leu

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 20

{'Ie GIn Tyr Asp (5;1u Phe Pro Tyr Leu

<210> 21

<211> 17

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 21

Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Asp ITe Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22

liys Phe Ser GIn g\sp Ile Asp Arg Tyr ligu Thr
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<210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23

?'Iu Ile Leu Pro (ss'ly Ser Gly Asn Ile ggn Tyr Asn Glu Lys ;lge Lys

Gly

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 24

Xa'l TYr Tyr Asp 'gyr Asp 61n Gly Phe qu Asn

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 25

Xa'l Gin Tyr Asp (ss'lu Phe Pro Tyr Leu

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 26

¥a1 Tyr Tyr Asp ';yr' Asp Tyr Gly pPhe '{Br Tyr

<210> 27

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
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<223> Construccion sintética

<400> 27

\{a‘l Tyr Tyr Asp }'yr Asp Tyr Gly phe '{lar Asn

<210> 28

<211> 17

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 28

Glu Ile Leu Pro Gly Thr Gly Asn Ile Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 29

|iys Ala ser GIn ?sp Ile Asp Arg Phe |igu ser

<210> 30

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 30

?et Tyr Tyr Asp-';'yr Asp GIn Gly phe ]S'gr Leu

<210> 31

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31

liys Ala ser Gln g\sp Ile Asp Arg Phe ligu The
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<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223>

<400> 32

?et Tyr Tyr Asp ‘Sl)'yr Asp GIn Gly Phe '{gr Asn

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

Lys Ala ser GIn Asp Ile Asp Arg Phe Leu Ser
1 : S 10

<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 34

\{a't_ GIn Tyr Asp (é'lu Phe Ala Tyr Thr

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35

l{et TYr Tyr Asp ';‘yr Asp GIn Gty Phe g(s]p Tyr

<210> 36

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 36
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Tet Tyr Tyr Asp 'gyr Asp GIn Gly pPhe égp Asn

<210> 37

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 37

Lys Phe Ser Gln ?sp Ile Asp Arg Phe Lgu Thr
1 1

<210> 38

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 38

ﬁ{et Tyr Tyr Asp ‘;yr‘ Asp GIn Gly Phe igp Leu

<210> 39

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 39

Lys Phe Ser Gln Asp Ile Asp Arg Phe Leu Ser
1 5 10

<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 40

?e‘t Tyr Tyr Asp ';‘yr Asp GIn Gly Phe 116:' Leu

<210> 41

<211>9

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

37
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<223> Construccion sintética

<400> 41

<210> 42
<211> 11
<212> PRT

1

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 42

<210> 43
<211> 387
<212> ADN
<213> Murino

<400> 43

ES 2567 198 T3

val GIn Tyr Asp g1u Phe Pro Tyr Gly

get Tyr Tyr Asp ;yr Asp GIn Gly phe Igr Tyr

atggacatga ggacccctgc tcagtttctt ggaatcttit

agatgtgaca
gtcactatca
aaaccaggga
ccatcaaggt
cagtatgaag
ggagggogga

<210> 44
<211> 417
<212> ADN
<213> Murino

<400> 44

atggaatgga
gttcagerge
tgcaaggcta
ggacatggcc
gagaagttca
caactcagca

gattacgacc

tcaagatgac ccagtctcca tcttccatgt

cttgcaaggc gagtcaggac attgataggt

aatctcctaa gaccctgatc tatcgtgtaa

tcagtggcag cgcatctggg caagattatt

atatgggaat ttattattgt ctacagtatg

ccaagctgga aataaaa

cctgggtctt
agcagtctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agggcaaggc
gcetgtectc
aggggttiac

tctcttccte ctgtcagtaa

tcrtetggtt
atgcatctct
atttaagtta
agagattggt
ctctcaccat

atgagtttee

ctgcaggtgt

agctgagctg atgaagcctg gggcctcagt

attcagtagg tattggatag agtggataaa

tggagagatt ttacctggaa
cacaatctct gcagattctt

atggaaatat

cctccgaaac

tgaggactct gccgtctatt attgtrtcaac

ttactgggoc caagggactc tggtcactgt

38

tccaggtate
aggagagaga
gttecageag
agatggggtc
cagcagecty

gtacacgttc

ccactcccag
gaagatatcc
gcagaggcct
taactacaat
agcctacatg
aatctactat

ttctgca

60
120
180
240
300
360
387

60
120
180
240
300
360
417



ES 2567 198 T3

<210> 45

<211> 450

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 45

GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu Va1' Lys LY5 Pro Gly ser
1 5 10 15

Ser Val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Asp Arg Tyr

39



Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

ASp

Ile

Glu

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

-130

Gly

Asnh

‘G1n

Ser’

ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Glu
35

Ile
Arg
Leu
Met
Leu
115
Leu
Cys
ser
Ser
Ser
195
Asn

His

val

Glu
275

20

Trp
Leu
val
ser
186
val
Ala
Leu
Gly
180
Leu
Thr
Thr
Phe
Pro

260

val

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

ES 2567 198 T3

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

val

Ser

GIn

ser

55

Thr

Arg

TYr

ser

Ser

- 135

LyS
150
Leu
Leu
Thr
val
Pro
230
Phe

val

Phe

AsSp

Thr

Pro

Pro

Thr

AsSn

Ala

40

Gly

Ala

ser

ASp

ser

120

Lys

Tyr

ser

Ser

Thr

200

LyS

Cys

Pro

Cys

40

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gln

105

Ala

ser

fhe

Gly

Leu

185

Tyr

LyS

Pro

Lys

val
265

Gly

Ile

Lys

ASp

90

Gly

ser

Thr

Pro

val

170

ser

Ile

val

Ala

Pro

250

val

val

Gin

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

His

ser

Cys

Glu

Pra

235

Lys

val

ASp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

AsSp

Lys

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

teu

45

Asn

ser

val

Tyr

Gly

Gly

val

FPhe

val

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val
285

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

The

Pro

Thr

190

Asn

ser

Leu

Leu

ser

270

Glu

Trp

Lys

Ala

Ser
Ala
val
7

val

His

Gly
Met
255

His

val

Met
pPhe
TYr
80

Cys
GIn
val
Ala
Ser
160
val
Pro
Lys
Asp
Gly
240
Ile

Glu



10

Asn

va’l

305

Glu

Lys

Thr

The

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

<210> 46
<211> 214
<212> PRT

Ala
290

val

Thre
Leu
576
ser
Asp
ser

Ala

a%

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

ser

Arg

Leu
435

Thr

val

Cys

Ser

340

Pro

val

Gly

Asp

Lys
Leu
553
Lys
sSer
Lys

Gln

AsSN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 46

ES 2567 198 T3

Fro

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Pro
390

. Ser

Gln

His

Ar

29

val

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu
Leu
Asn
Gl y

Glu
360

Tyr
Asn
Phe
Asn

Thr
440

41

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Leu

val

425

GlIn

Gln
GIn
Ala
330
Pro

Thr

Ser

20
phe

Lys

Tyr

AS

31

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

AsSn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Thr

Asn

Pra

Gln

350

val

val

Pro

Thr

val

430

Leu

Tyr

Gly

Ile

335

val

Ser

Glu

Pro

val

415

Met

Ser

Arg

3%

Glu

Leu
Trp
val
400
Asp

His

Pra



10

Asp
1
Asp

Leu

ser
65

Glu

Thr

Pro

Lys
145

Glu
Ser
Ala

Phe

<210> 47
<211> 450
<212> PRT

Ile

Arg

Thr

Arg

50

Gly

AsSp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Asn
210

GIn
val
Trp
35

val

Ser

Phe

Gly

val

115

ser

Gn

val

Leu

Glu
195

Met
Thr
20

Phe

LyS

Gly
Ala

Gl
10

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Thr
5

Ile
Gln

Arg

Thr
Thr
85

Gly
Ile
val
Lys
Glu
165

Leu

Thr

Arg Gly Glu

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 47

ES 2567 198 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

GIn

ser

His

Cys

ser

Cys

Lys

val

55

rPhe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

ASp

Asp

LysS

GIn

Pro
Lys
Pro
40

Asp

Thr

cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

42

ser
rhe
25

Gly

Gly

Leu
Ile
Glu
105
ser
ASn

Ala

LysS

ser
10

ser
Lys

val

Tthr
GlIn
90

Ile
Asp

Asn

Leu

Tyr

Ser

Leu
GIn
Ala

Pro

Ile
75

Tyr
Lys
Glu
Phe
GIn
155
Ser
Glu

ser

Ser

Asp

Pro

ser

60

Ser

ASp

Arg

G1n

Ala
Ile

¥

Arg

Ser
Glu
Thr

Leu

125

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

ser
Asp
30

Ser

Phe

Leu

Phe

val

110

LYys

Arg

Asn

ser

val
15
Arg

L.eu

Ser

Gin

Pro

95

Ala

Ser

Glu

ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Phe

Ile

Gly

Pro
80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gin

160

Ser

Tyl

ser
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GIn val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly ser
1 5 10 15
Ser val Lys ¥g1 Ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Thr Phe ggp Arg Tyr

Trp Ile Glu Trp val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
P 35 g 40 Y Y 45

Gly §3u Ile Leu Pro Gly ggr Gly Asp Ile Asn Egr Asn Glu Lys phe

43



3
Met
Ala
Gly
Phe
Leu
145
Trp
Leu
ser
Pro
5
Pro
ser
Asp
Asn
val

305

Glu

Gly Arg val

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

GIn

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Tyr

Leu
Met
Leu
115
Leu
Cys
ser
Ser
Ser
195
Asn
His
val
The
Gy
275
Lys

Ser

Lys

Ser

Ala

Leu

Gly

ser

180

Leu

The

The

Phe

Pro

260

val

Thr

val

Cys

ES 2567 198 T3

Thr tle Thr Ala

Ser
85

70

Leu

Arg

Ser

Tyr Asp Tyr Asp

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

val
Ser
150
Leu
Leu
Thr
val
Pro
230
Phe
val
Phe
Pro
Thr

310

val

Ser

ser

ASp

Thr

Tyr

Gln

AS

21

Pro

Pro

Thr

Asn

AT

29

val

Ser

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

“Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Tr|

28

Glu

Leuy

Asn

44

Asp Lys

Glu

GIn

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
185

Tyr

LyS

Pro

Lys

val
265

TYyr

Glu

His

Lys

AsSp
90

Gly
ser
Thr
Pro
val
170
ser
Ile
val
Ala
Pro
250
val
val
GIn

Gln

Ala

Ser
75

Thr
Phe
Thr
ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Pro
235
Lys
val
Asp
Tyr

315

Leu_

Thr

Ala

Asp

Lys

q)

14

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

ser

val

Leu

Gly

val

Phe

val

val

205

Lys

Leu

val
val
285
sSer

Leu

Ala

Thre

TY"r

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Ala

;gr

‘ Gly

ser
Ala
val
%
val
His
Ccys
Gly
Met

255

His

val

Tyr

Gly

Ile

r

83

Gln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys
Asp
5

Ile
Glu
His
Arg
330

Glu



10

Lys

Glu
385

Leu

Lys

Glu

Gly

<210> 48
<211> 214
<212> PRT

325

Thr Ite Ser Lys
340
Leu Pro Pro Ser
355

Cys Leu val Lys

ser Asn Gly GlIn

AsSp Ser Asp GI
P 4o§

Ser Arg Trp Gln
a26

Ala Leg His Asn

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 48

QSP
Asp
Leu
Tyr
Ser

Glu

Ile GIn Met Ehr

Arg val Thr Ile
20

Ser Trp Phe GIn
35

Arg val Lys Arg

50

Gly Ser Gly Thr

Asp Phe Ala Thr
85

ES 2567 198 T3

Ala Lys
Arg Asp
Gly Phe
375
Pro Glu
390
ser pPhe

Gin Gly

His Tyr

Gln Ser

Thr Cys

Gin Lys
Leu val

55
Asp Phe
70

Tyr Tyr

Gly

Glu
360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

Pro
Lys
Pro
40

Asp

Thr

45

GIn
345
Leu
Pro
Asn
Leu
val
425

GIn

ser
Phe
25

Gly
Gly

Leu

val

330

Pro

ser

Lys

Ser
10

sar
Lys
val

Thre

GIn
90

Arg
LyS
Asp
%
Ser
Ser

Ser

Leu
Gln
Ala
Pro

Ile
75

Tyr

Glu
Asn
Ile
380
Thr

Lys

Leu

ser
ASp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Pro

Gin

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

445.

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

val

val

Pro

Thr

val

430

Leu

Ser

Asp

30

Ser

Phe

Leu

Phe

335

val
ser
Glu
Pro
it

Met

ser

val
15

Arg
Leu
Ser

GiIn

Pro
95

Tyr
Leu
Trp
val

400

Asp

Pro

Gly
Phe
Ile
Gly

Pro
80

TYr



10

Gly

Pro

Thr

Ser

Ala

rhe

<210> 49
<211> 450
<212> PRT

Phe

Ser

Ala
130

. val

Ser

Thr

Cys

Asp
210

Gly
val
115
ser
Gln

val

Leu

508 "
Phe Ile
val val
Trp Lys
Thr Glu

165

Thr Leﬁ
180

val Thr

Gly Glu

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 49

Glin
1
Ser

Trp

Gly

val
val
Ile
%"

Gly

Glu

Gin

Lys

Glu

35

Ile

Arg

Leu

Leu val
5

val Sser

20

Trp val

Leu Pro

val Thr

Ser Ser
85

ES 2567 198 T3

Thr

Pha

Cys

val

150

Gin

Ser

His

Cys

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

val Glu
105

Pro Ser
120

Leu Asn
Asn Ala

ser Lys

Ala Asp

Gly ala
Ala Sser
Ala Pro
40

Gly Thr

Ala Asp

ITe Lys Arg
Asp Glu Gln

Asn Phe r
140

Leu Gln Ser
155

Asp ser Thr
17
Tyr Glu Lys

Ser Ser Pro

Glu val Lys

10

Gly Tyr Thr

Gly GIn Gly

Ile Asn Tyr
60

Lys Ser Thr
y 75

Ser Glu Asp Thr Ala
20

46

The val Ala
110

Leu Lys Ser.

125

Pro Arg Glu

Gly Asn Ser

Tyr Ser Leu
175

His Lgs val
190

val Thr Lys
205

Lys Pro Gly
15
Phe Asp Arg
30
Leu Glu Trp
45
Asn Glu Lys

Ser Thr aAla

val Tyr Tyr
a5

Ala

Gly

Ala

GIn

160

ser

Tyr

ser

ser

Tyr

Met

Phe

TYr

80

Cys



Ala
Gly
Phe
Leu
145
Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
335
Pro
Ser
ASD
AsSn
val
305
Glu

LysS

Thr

Arg Met

Thr Leu
115

Pro Leu
130

Gly Cys
Asn Ser
Gin ser
Ser Ser

195

ser Asn
210

Thr His
ser val
Arg Thr
Pro Glu

275
Ala Lys
290
val Ser
Tyr LyS

Thr Ile

Leu Pro
355

Tyr
100
val
Ala
Leu
Gly
ser
180
Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
260
val
Thr
val
Cys
Ser

340

Pro

Tyr
Thr
Pro
val
Ala
165
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
245
Glu
Lys
Lys
Leu
LyS
355
Lys

ser

ES 2567 198 T3

Asp

val

Ser

LysS

150

Leu

Leu

The

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Ther

310

val

Ala

Arg

Tyr
Ser
Ser
135
Asp
Thr
Tyr
Gin
AS

21

Pro
Pro

Thr

Asn

Sar
Lys

AsSp

Asp
ser
120
Lys
TYyr
ser
Sep
Thr
200
Lys
Cys
Pro

Cys

G1n
105
Ala
ser
Phe
Gly
Leu
185
LYys
Pro
Lys

val
265

286 7"

Glu

Leu

Asn

Gly

47

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Gly pPhe Asp

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Ala

Pro

Thr

ser

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

250

val

val

Gln

G1n

Ala

330

Pro

Thr

val

Asp

Tyr

Arg

Lys

Lys

Thr

val

Ash

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

ASn

Gl

12

Gly

val

Phe

vai

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val

285

Ser

Leu

Ala

Pra

Gln
365

Trg Gly GIn
11

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

ASN

Pro

GIn

350

val

ser

Ala

val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Ser

val
Ala
Ser
160
val
Pro

Lys

Asp

Glu
His
Arg
330
Glu
Tyr

Leu



10

Thr

Glu
385

Leu-

Lys

Glu

Gly

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

Cys
370

Ser

Leu

Asn

ES 2567 198 T3

val Lys Gly

Gly Gln Pro
390

AsSp Ser Asp Gly Ser
205

Ser
Ala

LyS
450

Arg

Leu
435

Trp Gln GIn
420

His Asn His

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 50

ASD
1
ASp

Leu

ser

65

Glu

Thr

Pro

Ile

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Gln

val

Trp

35

val

Ser

Phe

Gly

val
115

Met Thr GlIn
5

Thr Ile Thr

20

Phe GIn GIn

Lys Arg Leu

Gly Thr Asp

70

Ala Thr Tyr
85

Gly Gly Thr

100

Phe Ile phe

rhe
375
Glu

Phe

Gly

Sgr
cys
LyS
val

55

Phe
Tyr
Lys

Pro

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Thr

Cys

val

Pro
120

48

Pro

Leu
val

425

Gln

ser
Phe
25

Gly
Gly
Leu
val
Glu

105

Ser

Sep

Tyr

Lys

ser

10

ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

ASp

Asp
Lys
353
Ser
ser

Ser

Leu
GIn
Ala
Pro

Ile
75

Tyr
Lys

Glu

Ile

380

Lys

Cys

Leu

ser

Asp

Pro

Ser

60

ser

Asp

Arg

Gln

Ala
Thr
Leu
ser

Ser
445

Ala
Ile
LYS
45

Arg
ser
Glu
Thr

Leu
125

val

Glu

Trp

Pro Pro val

Thr

val
430

val
415

Met

400

AsSp

His

Leu Ser Pro

Ser

ASp

30

Ser

Phe

Leu

Phe

val

110

Lys

val

15

Arg

Leu

s5er

Gin

Pro

95

Ala

Ser

Gly

rPhe

Ile

Gly

Pro
80

Tyr

Ala

Gly



10

Thr Ala ser val val

130

Lys val GIn Trp Lys
Glu ser val Thr Glu
165

Ser Thr Leu Thr Leu

180

Ala Cys Glu val Thr

195

Phe Asn Arg Gly Glu

210

<210> 51
<211> 450
<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 51

g]n val Gln Leu

ser val Lys val
20

Trp Ile Glu Trp
35

Gly Glu Ile Leu
50

Lys Gly Arg val

&

Met Glu Leu Ser

Ala Arg Met Tgr
1

Gly Thr Leu val
115

val

Ser

val

Pro

Thr

ser

85

Thr

ES 2567 198 T3

s Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
& 135 140
val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn
150 155
GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
178
ser Lys Ala As r Glu Lys His Lys
y 18? 4 Y 150

His GIn Gly Leu Ser Ser Pro val Thr
. 200 205

GIn

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

val

5er

LyS

Gln

Ser

The

Arg

Tyre

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

ser
120

49

Ala

ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gln

105

Ala

Glu
10

Gly
Gly
Ile
Lys
Asp
90

Gly

Ser

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys Lys Pro

Thr phe’ Asp
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Asn Glu
60

Thr Ser Thr

Ala val Tyr

Asp Tyr Trp
110

LyS G]g Pro
12

Glu Ala

Ser
Leu
175

val

Lys

Gly
15

Arg
Trp

Lys

Ala

Gly

Ser

Gln
160

ser

Ser

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gln

val



Phe

Leuy

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Ser

Asp

Asn

val

305

Glu

LysS

Thr

Thr

Glu
385

Pro
130
Gly
AsSn
Glin
Ser
Ser
210
Thr
ser
Arg
Pro
Ala
290
val
TYP
Thr
Leu
Cys
370

Ser

teu

Cys

Ser

Ser

ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Lew

Asn

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

rPhe

Pro

260

val

Thr

val

Cys

Ser

340

Pro

val

Gly

Pro
val
Ala
165
Gly
Gly
LYys
Cys
Leu
245
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
355
Lys
ser

Lys

GIn

ES 2567 198 T3

Ser

LyS

150

Leu

Lew

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Pro
390

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gin

As

21

Pro

Pro

Thr

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Lys

Tyr

Ser

ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Tr

28

Glu

Leu

Asn

Gly

Gy

360

Asn

50

Ser Thr
Phe Pro

Gly val
170

Leu Ser
185

Tyr Ile
Lys val
Pro Ala
Lys Pro

250

val val
265

Tyr val
Glu Gjn
His GIn
Lys Ala

330

GIn Pro
345
Ley Thr

Pro ser

Asn Tyr

ser

Glu

155

His

Ser

Ccys

Glu

Pro

235

LysS

val

ASp

Tyr

Arg

Lys

Asp

Lys
395

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

‘ASp

Asp

Gly

ASn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Gly

val

Phe

val

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val

285

ser

Leu

Ala

Pro

Gin

365

Ala

Thr

Thre
Thr
Pro
Thr
190
Asn
Ser
Lel
Leu
Ser
270
Glu
Thr
Asn
Pro
GlIn
350
val

val

Pro

Ala
val
Ala
175

val

His

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Pro

Ala
Ser
160
val
Pro

Lys

Asp

Glu
His
Arg
20
Glu
Tyr
Leu
Trp

vall
400
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ES 2567 198 T3

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
405

Lys Ser Arg Trp GlIn
420

Glu Ala Leu His Asn

Gly

<210> 52
<211> 213
<212> PRT

Lys
450

435

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 52
AsSp
1
Asp
Ley
Tyr
Ser
65
Glu

Thr

Pro

LYS
145

Ile
Arg
Ser
3
Gly
Asp
?he
Ser
Ata

130

val

Gin

val

Trp

35

va)

sSer

Phe

Gly

val

115

Ser

GIn

Met Thr
) 5 .

Thr 1le
20

Phe G1n
Lys Arg
Gly Thr
Ala Thr

85

Gly Gly
108

Phe Ile
val val

Trp Lys

Gin Gly

His Tyr

Gln

Thr

GIn

Leu

AsSp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val
150

Ser

cys

LyS

val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Phe
AsSn

Thr
440

Pro
Lys
Pro
40

ASp
Thr
Cys
val
Pro
120

Ley

Asn

51

Leu

val

425

Gin

ser
Phe
25

Gly
Gly
Leu
val
Glu
105
ser

Asn

Ala

Tyr Ser Lys Leu
410

Phe

Lys

Ser

10

ser

Lys

val

Thr

GIn

90

Ile

Asp

Asn

Leu

ser Cys ser

Ser Leu Ser
44

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

LyS

Glu

Phe

Gln
155

ser
Asp
Pro
5
ser
Asp
Arg
GIn

Tyr
140

ser

Ala
Ile
i
Arg
Ser
Glu
Thr
Leu
125

Pro

Gly

val
430

Leu

ser
Asp
30

ser
Phe
Leu
Phe
val
110
Lys

Arg

Asn

val
415
Met

s5er

val
15

Arg
Leu
ser
Gln
Pro
a5

Ala
Ser

Glu

ser

Asp

His

Pro

Gly

Phe

Ile

Gly

Pro

80

Ala

Gly

Ala

GlIn

160



ES 2567 198 T3

Glu ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asg Tyr Glu Lys His Lys val Tyr
180 18 190

Ala cys Glu val Thr His Gln Glg Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser
195 20 205

Phe Asn Arg Gly Glu -
210

<210> 53

<211> 450

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 53

(1;1n val GIn Leu val GlIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ser

ser val Lys \zrg'l ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Thr Phe ggp Arg Tyr

Trp Ile §15u Trp val Arg GIn f‘%a pro Gly GIn Gly ‘Lgu Glu Trp Met

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Asp I1ehAsn Tzr Asn Glu Lys phe
50 55 6

Lys Gly Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tgr cys
85 90 9

Ala Arg Met Tyr Tyr Asp Tyr Asp GIn Gly Phe Ser Leu Trp Gly GIn
100 105 110

Gly Thr teu val Thr val ser ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala aAla
130 135 140

Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser
145 1!0 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala val

52



Leu

ser

Pro

LyS

225

Pro

ser

Asp

AsSn

val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Fro

Ala

290

val

TYyr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

ser
Ser

195

Asn

Glu
275
Lys
Ser

Lys

Ile

Pro.

355

Leu

Asn

Ser

Arg

sSer
180
Leu
Thr
Thr
fhe
Pro
260
val
Thr
val
Cys
Ser
340
Pro
val

Gly

Asp

438

165

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
245
Glu
Lys
LyS
Leu
Lys
ser
Lys
Gln
Gl

A0

Gln

ES 2567 198 T3

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

GIn

Tyr
GIn
AsS

21

Pro
Pro
Thr
ASn
AT

29

val
sSer
Lys
ASp
rPhe
375
Glu

Phe

Gly

Ser

Thr

200

Lys

cys

Pro

Cys

Leu

Asn

Gly

Glu
360
Tyr
ASNH

Phe

Asn

53

Leuw
185

Tyr

LyS

Pro

LYS

val
265

Tyr

Glu

His

LyS

GIn

345

Leu

Pro

Asn

Leu

val
425

170

ser
ile
val
Ala
Pro
250
val
val
GIn
Gin
Ala
330
Pro
Thr
ser
Tyr
Tyr
410

Phe

ser
Cys
Glu
Pro
235
Lys
val
AsSp
TYr
AsS

31

Leu
Arg

Lys

Asp

ser

val

Asn

Pro

220

Glu

ASp

ASp

Gly

AsSn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Lys

Cys

val

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val

. 285

ser

Leu

Ala

Pro

Gin

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Thr
190
AsSn
ser
Leu
Leu
ser
270
Glu
Thr
AsSnh
Pro
Gln
350
val
val
Pro
Thr

val
430

175

val

His

cys

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Gly

Ile

335

val

Ser

Glu

Pro

val

415

Met

Pro

Lys

Asp

Arg

Lys

Glu

TYr

Leu

Trp

val

400

Asp
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ES 2567 198 T3

Glu Ala Leu His Asn His Tyr 1‘!415 GIn Lys Ser Leu 22; Leu Ser Pro

%

<210> 54
<211> 213
<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 54

ésp Ile GIn Met

Asp Arg val

Leu

Arg

Gly

65

ASp

Phe

ser

Ala

val

145

ser

Thr

Cys

Ser

val

50

Ser

Phe

Gly

val

Trp

35

Lys

Gly

Ala

Gly

Phe

- 115

Ser

130

Gln

val

Leu

Glu

val

Trp

Thr

Thr

val

Thr

20

Phe

Arg

Thr

The

Gl

10

Ile

val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Ile

GlIn

Leu

AsSD

Tyr

85

Thr

fhe

Cys

val

Gln

165

Ser

His

Gln

Thr

Gln

val

Phe

70

TYr

Lys

Pro

Leu

Lys

Gin

ser

Cys

Lys

Asp

Thr

Cys

val

Pro

Leu
135

Asn

sSer

Ala

Gly

Pro
Lys
Pro
40

Gly

Leu

val

Glu

ser

120

AsSn

Ala

Lys

Asp

Leu

54

Ser

Ala

25

Lys

val

Thr

Gln

Ile

Asp

AsSn

Leu

Asp

ser

ser
10

ser
Ala
Pro
Ile
Tyr
a3

Lys
Glu
Phe
Gln
ser
170

Gl

Ser

Leu

Gln

Pro

ser

ser

75

Asp

Arg

GlIn

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Ser

ASp

Lys

Arg

60

Ser

Glu

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

val

Ala
Ile
ser
45

Phe
Leu
Phe
val
15
Arg
Asn
ser
LyS

Thr

Ser

ASp
30

Leu

Ser

GlIn

Pro

Ala

110

Ser

Glu

ser

Ley

val

190

LyS

val
15
Arg
Ile
Gly
Pro
Tgr'
9
Ala
Gly
Ala
Gln
ser
175

Tyr

Ser

Gly

Phe

Ser

Glu

80

Pro

Thr

Lys

Glu

160

ser

Ala

Phe
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15

20

25

195

ES 2567 198 T3

Asn Arg Gly Glu Cys
218 Y M

<210> 55
<211> 407
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 55

ggatccactyg
tccgtgaagg
gtgcgccagg
gacattaact
agcacagect
gégcocatot
accgtctect

<210> 56
<211> 407
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 56

ggatccactg
tccgtgaaqg
gtgcgccagy
gacattaact
agcacagcct
gcgcgcatgt

accgtctect

<210> 57
<211> 407
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 57

ggatccactg
tccgtgaagg
gtocgecagg
accattaact
agcacagecct
gcgcgcatgt

accgtctecet

gtcaggtgca
tctectgeaa
cccctggeca
acaatgagaa
acatggagcet
actatgatta

ccgectecac

gtcaggtgca
tctectgeaa
ccectgygceca
acaatgagaa
acatggagct
actatgatta

ccgectecac

pgtcaggtoca
tctcctgcaa
cccctggeca
acaatgagaa
acatggagct
actatgatta

cegectoeac

gctggtgeag
ggctteroge
aggcctggag
gttcaagggce
gagcagcctg
cgaccaggge

caagggccca

gctggtgcag
ggcttctgyc
aggccetggag
gttcaagggc
gagcagcctyg
cgaccagggc

caagggcecca

gctogtgcag
ggcttctggce
aggcctggag
gttcaagggce
gagcagccetg
<gaccaggac

200

tctggcgety
tacacattcg
tggatgggcg
cgcgtcacga
cgctctgagg
tttgactacf
tcggrtettcc

tctggogotg
tacacattcg
tggatgggcg
cgcgtcacga
égctctgagg
tttgacctgt
teggteortec

tctggcoctg
tacacattcg
tggatgggcg
cgcgtcacga
cgctctgagyg
tttgacaact

caaggygccca tcggtcttec

55

aggtgaagaa
accgctattg
agattetgcc
ttaccgcgga
acacggccgt
ggggccaggg
cgctage

aggtgaagaa
accgctattg
agattctgcc
ttaccgegga
acacggcegt
ggggccaggg
cgctagc

aggtgaagaa
accgctattg
agattctgec
ttaccgegga
acacggcegt

ggggccaggg

cgctagc

205

gcctggetee
gatcgagtgg
tggcagegge
caaatccacg
gtattactgt

caccctggtc

gcctggetcc
gatcgagtgg
tggcagcggc
caaatccacg
gtattactgt

cacccrggetc

gecerggetcc
gatcgagtgg
tggcagegoc
caaatccacg
gtattactgt

caccctggtc

60
120
180
240
300
360
407

60
120
180
240
300
360
407

60
120
180
240
300
360

407
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15

20

25

30

<210> 58

<211> 407
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 58

ggatccactg
tccgtgaagg
gtgcgccagg
gacattaact
agcacagcect
gegegeatat
accgtectect

<210> 59

<211> 407
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 59

ggatccactg
tccgtgaagg
gtgcgecagy
gacattaact
agcacagcct
gcgegeatgt
accgtctect

<210> 60

<211> 321

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 60

gacatccaga
atcacttgta
ggcaaagecc
cgcttcageg
gaagattttg

ggcaccaaag

<210> 61

<211> 321
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 61

ES 2567 198 T3

gtcaggtgca gctggtgcag
tctcctgeaa ggcttctgoc

cccctggeca aggcctgoag

acaatgagaa gticaagggc

acatggagct gagcagcctg

actatgatta cgaccagggc

ccgectecac caagggecca

gtcaggtgca
tctecctgeaa
ccectggeca
acaatgagaa
acatggagct
actatgatta

ccgectecac

tgacccagtc
agttcagtca
ctaagtccct
gcagtggcetce
Caacttarta

tggagatcaa

gctagtgcag
ggcttcrggce
aggcctggag
gttcaagggc
gagcagcctg
cgaccagggc

caagggccca

tccatcctee
goacattgat
gatctatcgc
tagcacagat
ctgcatccag

a

tctggegetg
tacacattcg
tggataggcy
cgcgtcacga
cgctctgagy
ttragcctgt
teggtertec

tctggegcetg
tacacattcg
tggatgggeg
cgcgtcacga
cgctctgaag
tttgactact
tcggtettec

ctgtctgceat
cgcttcerga
gtgaagcgce
ticactcteca

tatgatgagt

56

aggtgaagaa
accgctattg
agattctgec
ttaccgcgga
acacggcegt
ggggccaggg
cgctage

aggtgaagaa
accgctattg
agattctgee
ttaccgcgga
acacggecgt
ggggccaagg
cgctage

ctgtgggcga
cctogttica
tagtggatgg
ccatcagcag

ttccgtacac

geetggetee
gatcgagtgg
tggcagegge
caaatccacg
gtattactgt
caccctggte

gcctggctece
gatcgagtag
tggcagcggc
Caaatccacg
gtattactgt

caccctggtc

cecgegtcace
gcagaaacca
cogtcecatce
cctgcagect
cttcggegac

60
120
180
240
300
360
407

60
120
180
240
300
360
497

60
120
180
240
300
321
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15

20

25

gacatccaga
atcactigta
ggcaaagccc
cgcttcageg
gaagattttg

ggcaccaagg

<210> 62
<211> 321
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 62

gacatccaga
atcacttgta
ggcaaagccc
cgcrtcageg
gaagattttg
ggcaccaagg

<210> 63

<211> 321

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 63

gacatccaga
atcacttgta
ggcaaageccc
cgcttcagceg
gaagattttg
ggcaccaagg

<210> 64

<211> 321

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 64

gacatccaga
atcacttgta
ggcaaagccc

cgcttcagceqg

gaagattttg

ggcaccaagg

tgacccagtc
agttcagtca
ctaagtccct
gcagtggctc
caacttatta

tggagatcaa

tgacccagtc
agttcagtca
ctaagtcect
gcagtggcic
caacttatta

tyggagatcaa

tgacccagtc
agttcagtca
ctaagrcect
gcagtggctc
caacttatta

tgogagatcaa

tgacccagtc
aggcgagtca
ctaagrccct
gcagtggctc

caacttratta

tggagatcaa

ES 2567 198 T3

tccatectcce
ggacattgat
gatctatcge
tggcacagat
ctgcgttcag

d

tccatcctec
ggacattgat
gatctatcgc
tggcacagat
ctgcgttcag

tccatectec
ggacattgat
gatcratcgce
tggcacagat
ctgcgttcag

a

Tccatcctce
ggacattgat
gatctatcgce

tggcacagat

ctgcgttcag

a

ctgtctgcat ctgtgggega ccgcgtcace

cgcttectga getggtttca gcagaaacca

gtgaagcgee tggtggatgg cgtcecatce

ttcactctca ccatcagcag cctgcagect

tatgatgagt ttccgtacgg tttcggcgac

ctgtctgcat ctgtgggega ccgegtcacc

cgcttcctga gctggtttca gcagaaacca

gtgaagcgcc togtggatgg cgtcccatcc

ttcactctca ccatcagcag ccrgcagect

tatgatgagt ttccgtacac cttcggoegac

ctgtctgcat
cgcticctga
gtgaagcgéc
ttcactctca

tatgatgaot

ctgrctgeat
cgettectga

gtgaagcgcc

ctgtgggcga
gctggtttca
tggtggatgg
ccatcagcag

ttccocgtacac

ctgtgggcga
gctggtttca
tggtggatgg

ttcactctca ccatcagceag

tatgatgagt

57

ttccgtacac

ccgecgtcacc
gcagaaacca
cgreccatec
cctgcagcct
cttcggcagc

ccgogtcace
gcagaaacca
cgtcccatcc

cctgoagcct

cttcggcggo

60
120
180
240
300
321

60
120
180
240
300
321

60
120
180
240
300
321

120
180
240

300
321
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15
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<210> 65
<211>990
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 65

tccaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctectactecc
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtettee
gtcacatgcg
gtggacgygcy
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcctct

gcccatcggt
tggactgect
ccctgaccag
tcagcagcogt
tgaatcacaa
aaactcacac
tctteccocc
tggtgatgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctecttetrt
tcttctcatg

ccctgtetee

cttececgeta
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgcccaccy
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtc
caaagccctc
accacaggtg
gaccrgectg
gcagccggag
cctetatagce
ctccgtgatg
gggtaaatga

gcaccctoct
tacttcccey
accttcccgg
ccctecagea
accaaggtgg
tgcccagcac
gacaccctea
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccceca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaacraca
aagctcaccg

catrgagqctc

<210> 66
<211> 952
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 66

ctagcgecct
gactacttcc
cacaccttec
gtgccctcca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatct

‘actccangag

ccgaaccogt
cggctgtect
gcagcttgyg
tggacaagag
tcctgggogg

cccggacece

cacctccgag
gacggtgtco
acagtcctca

cacgaagacc

‘agttgagtce

accatcagtc

tgaggtcacg

agcacagecg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatatggtc
ttectgttcc

tgcgtggtay

58

ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatcrccoy
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcccy
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

ccctoggactg
gcgccctgac
ccctcageag
acgtagatca
ceccatgecce

CCcccaaaacc

tggacgtgag

ctcrgogggc
ggtgrcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccada
gggoggaccy
gaccecctoag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggacgagctg
cgacatcgcc
cccegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag

cctggtcaag
cagcggcgto
cgtggtgacc
caagcecage
accctgeeca
caaggacact

ccaggaagac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
990

60
120
180
240
300
360
420
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15

20

cccgaggtec
ccgcgggagg
caggactggc
tccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctace

tacaagacca

agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat

cgccteccgt
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gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
tgccgtyggag
gctggactcc

accgtggaca agagcaggtg gcaggagggy
gctecrgcaca accactacac acagaagagc
<210> 67
<211> 324

<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 67

cgaactgtgg ctgcaccatc tgtcttcatc
ggaactgect ctgttgtgtg cctgctgaat
tggaaggtyg ataacgcect ccaatcgggt
agcaaggaca gcacctacag cctcagcage
aaacacaaag tctacgcctg cgaagtcace
agcttcaaca ggggagagtg ctaa

<210> 68

<211> 467

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 68

§Et Glu Thr Asp ghr Leu Leu
Gly Ser Thr gay Gln val Gln
Lys Pro g}y ser Ser val Lys
Phe Asp Arg Tyr Trp Ile Giu
50 55

Leu Glu Trp Met Gly Glu Ile
65 70

agcgtggagy
cgtagtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccagqgtca
tgggagagca
gacggctcct
aatgtcttct

ctcrecetgt

ttccegecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgc

catcagggec

tgcataatgc
gcgtectcac
ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgaccty
atgggcagcec
tcttectcta
catgctcogt
ctctgggtaa

ctgatgagca
ccagagagge
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagctcgece

caagacaaag
cgtcctgeac
ccrecegtee
ggtgtacacc
cctggtcaza
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag
at

gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

480
540
600
660
720
780
840
200
952

60
120
130
240
300
324

Leu Trp val Leu Leu Leu Trp val Pro
10 15

Leuy val Gin Ser Gly Ala Glu val Lys
25 30

val Ser Cys Lys Ala ser Gl r The
40 45 y

Trp val Arg GIn e&a Pro Gly GIn Gly

Leu Pro Gly Ser Gly Asp Ile Asn Tyr
75 80

59



Asn
ser
val

Leu

val
Phe
val
val
225
LysS
Gly
Ile
Glu
His
305

Arg

Lys

Glu

Thr

Tyr Ty

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

AsSp

Tyr

Pro

ser

val

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

val

Ala

195

val

Gly

ser

Pro

Ala

val

Tyr

cys

Gln

val

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Pro

val

260

Thr

Glu

Lys

ser

Lys
340

Lys
3

Met
Ala
Gly
Phe
Len
165
Trp
Leu
ser
Pro
Pro
245
Phe
Pro
val
Thr
val

325

Cys

ES 2567 198 T3

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

15¢

Gly

AsSh

GIn

Ser

Ser

230

Cys

Leu

Gl

Gin
Lys
310

Leu

Lys

Arg

Leu

Met

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

Pro

Phe

val

fhe

295

Pro

Thr

val

val

Ser

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

280

AsSn

Arg

val

ser

60

Thr

Ser
105

Tyr
Thr
Pro
val
Ala
Gly
G;|y
L_ys
Cys
Pro
265
cys
Trp
Glu

leu

Asn
345

Ile
90

Leu
Asp
val
Cys
Lys
170
Leu
Leu
Thr
val
Pro
250
Lys
val
Tyr
Glu
His
330

Lys

Thr
Arg
Tyr
ser
sSer
155
Asp
Thr

Tyr

Lys

Pro
val
val
518

Gln

Gly

Ala

ser

ASp

Ser

140

Arg

TYr

ser

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Lys

val

Asp

Leu

ASp
Glu
G1In
125
Ala
Ser
Phe

Gly

Leu
205

TYr
Arg
Glu
Asp
5
Gly
Asn
Trp

Pro

ser
Thr
Pro
val
190
Ser
Thr
val
Phe
Thr
270
val
val
Ser
Leu

Ser
350

Ser

95

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Leu

255

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

335

ser

Thr
Ala
Asp
LyS
Glu
160
Fro
Thr
val
Asn
ser
240
Gly
Met
Gln
val
Tyr
350
Gly

Ie



Glu

Leu

385

Trp

val

Asp

His

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

450

Leu
465

Gly

Thr
355

Leu

Cys

Ser

Asp

ser

435

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

ser

420

Arg

Leu

ES 2567 198 T3

ser Lys
Pro ser
val Lys

390

Gly G1In
405
Asp Gly

Trp G1n

His Ash

Ala

Gln

375

Gly

Pro

Ser

Glu

His

455

Lys Gly

360

Glu Glu

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe
425

Gly Asn
440

Tyr Thr

61

Gln Pro
Met Thr
Pro Ser

395

Asn Tyr
410
Leu Tyr

val Phe

Gin Lys

Arg

Lys

380

Asp

Lys

sSer

Ser

Ser
460

Glu

365

AsSn

Ile

Thr

ATgQ

Cys

445

Leu

Pro

Gin

Ala

Thr

Leu

430

ser

Ser

GIn
val
val
Pro
415
Thr

val

Leu

val

Ser -

Glu

400

Pro

val

Met

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o porcion de unién a antigeno del mismo, que se une de forma especifica a IL-1 humana,
en el que dicho anticuerpo comprende:

a) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 39;

b) una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 41;

d) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10;
e) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21; y,
f) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 38.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada
que codifica la secuencia de polinucleétido mostrada en la SEQ ID NO: 56 y una region variable de cadena ligera
que codifica la secuencia de polinucleétido mostrada en la SEQ ID NO: 61.

3. El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, en el que dicho anticuerpo comprende una cadena pesada que codifica la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 47 y una cadena ligera que codifica la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 48.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo comprende una cadena pesada que codifica la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 68 y una cadena ligera que codifica la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 48.

5. El anticuerpo aislado, o porcion de union a antigeno del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el
que dicho anticuerpo tiene un isotipo IgG.

6. El anticuerpo aislado, o porciéon de union a antigeno del mismo, de la reivindicacion 5, en el que el isotipo se
selecciona del grupo que consiste en regiones constantes de cadena pesada de IgG1 e IgG4.

7. El anticuerpo aislado, o porcién de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacion 6, en el que el isotipo es IgG1
que codifica el polinucledtido mostrado en la SEQ ID NO: 65.

8. El anticuerpo aislado, o porcion de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacion 6, en el que el isotipo es IgG4
que codifica el polinucledtido mostrado en la SEQ ID NO: 66.

9. El anticuerpo aislado, o porcién de union a antigeno del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el
que dicho anticuerpo tiene una region constante de cadena kappa de cadena ligera que codifica el polinucleétido
mostrado en la SEQ ID NO: 67.

10. Un acido nucleico aislado, que comprende un polinucleétido que codifica el anticuerpo, o porcién de unién a
antigeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Un vector de expresion que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 10.

12. Una célula hospedadora transfectada de forma estable con el vector de expresion de la reivindicacion 11, en la
que la célula hospedadora expresa una proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

13. La célula hospedadora de la reivindicacion 12, en la que la célula hospedadora se selecciona del grupo que
consiste en una célula de Ovario de Hamster Chino, célula de mieloma SP2/0, célula de mieloma NSO, una célula de
ovario de hamster Sirio, y una célula de rifidn embrionario.

14. Un procedimiento de produccién de un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende el
cultivo de la célula hospedadora de la reivindicacion 12 o 13 y la recuperacion del polipéptido que codifica dicho
polinucleétido a partir de cultivo.

15. Un procedimiento de mejora de la estabilidad de un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o
una porciéon de unién a antigeno del mismo, que se une de forma especifica a IL-1B humana, en el que dicho
procedimiento comprende la eliminacién de la desamidacion en la posicién 6 de la HCDR2 o la posicion 55 de la
HCVR.

16. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

17. Un anticuerpo, o porcion de union a antigeno del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, para su uso como un medicamento.

18. Un anticuerpo, o porcion de union a antigeno del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, para su uso en el tratamiento de la artritis reumatoide o de la osteoartritis.
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