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DESCRIPCIÓN

Antagonistas de la IL-1 beta humana

Antecedentes de la invención

La interleucina-1β (IL-1β) es una citocina proinflamatoria. La sobreproducción de IL-1β se ha implicado en la 
patogenia de una diversidad de enfermedades tales como la artritis reumatoide y la osteoartritis. IL-1β ha 5
demostrado que aumenta la migración celular a la membrana sinovial inflamada de las articulaciones mediante la 
regulación positiva de moléculas de adhesión, la estimulación de la producción de prostaglandinas y la 
metaloproteinasa, la inhibición de la síntesis de colágeno y de proteoglucanos, y la estimulación de la resorción ósea 
osteoclástica. Debido a estas propiedades, IL-1β es uno de los principales mediadores de la destrucción del hueso y 
el cartílago en la artritis. Por lo tanto, los agentes que reducen la actividad de IL-1β representan posibles 10
tratamientos para enfermedades tales como la artritis.

Existen tres miembros de la familia de genes IL-1: IL-1α, IL-1β, y los antagonistas del receptor de IL-1 (arIL-1). IL-1α 
e IL-1β son agonistas del receptor de IL-1 mientras que raIL-1 es un antagonista de receptor específico y, por lo 
tanto, un inhibidor competitivo endógeno de IL-1. La administración de arIL-1 recombinante a pacientes en ensayos 
clínicos proporcionó mejoras clínicas significativas en pacientes con artritis reumatoide grave en comparación con el 15
placebo. Además, la administración de arIL-1 reduce la velocidad del daño articular progresivo. Sin embargo, las 
malas propiedades farmacocinéticas y la gran dosis que se debe administrar hacen que arIL-1 recombinante no sea 
un agente terapéutico ideal.

Un anticuerpo neutralizante de IL-1β de alta afinidad sería un agente terapéutico superior. Las típicas semividas de 
eliminación largas de los anticuerpos, aparejado con la unión de alta afinidad, da como resultado un producto 20
terapéutico con una dosis y una frecuencia reducidas, en comparación con arIL-1 recombinante. A pesar de que se 
han descrito varios anticuerpos de IL-1β, ha sido excesivamente difícil identificar anticuerpos monoclonales que 
tengan alta afinidad, alta especificidad, y potente actividad neutralizante.

La presente invención abarca anticuerpos de IL-1β humanizados obtenidos de Mu007, un anticuerpo murino 
exclusivo dirigido frente a IL-1β humana (véase el documento PCT/US02/21281). Estos anticuerpos son anticuerpos25
de alta afinidad con estabilidad mejorada que tienen potente actividad neutralizante de IL-1β y son altamente 
específicos para IL-1β.

El documento WO 02/16436 desvela un anticuerpo monoclonal neutralizante anti IL-1β 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 invención30

La invención abarca un anticuerpo aislado, o una porción de unión a antígeno del mismo, que se une de forma 
específica a IL-1β humana. De acuerdo con un primer aspecto de la presente invención se proporciona un 
anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, que se une de forma específica a IL-1β humana, en el 
que dicho anticuerpo comprende:

a) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 39;35
b) una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2;
c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 41;
d) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 10;
e) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 21; y,
f) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 38.40

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

Más preferentemente, el anticuerpo de la presente invención comprende una cadena pesada que codifica la 
secuencia de aminoácidos como se muestra en la SEQ ID NO: 47 y una cadena ligera que codifica la secuencia de 45
aminoácidos como se muestra en la SEQ ID NO: 48.

Aún más preferentemente, el anticuerpo de la presente invención comprende una cadena pesada que codifica la 
secuencia de aminoácidos como se muestra en la SEQ ID NO: 68 y una cadena ligera que codifica la secuencia de 
aminoácidos como se muestra en la SEQ ID NO: 48.

El anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, de la presente invención, tiene un isotipo IgG y se 50
selecciona de regiones constantes de cadena pesada de IgG1 e IgG4.

Preferentemente, el anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, de la presente invención, tiene un 
isotipo IgG1 que codifica el polinucleótido como se muestra en la SEQ ID NO: 65.
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Como alternativa, el anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, de la presente invención, tiene un 
isotipo IgG4 que codifica el polinucleótido como se muestra en la SEQ ID NO: 66.

El anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, de la presente invención, preferentemente tiene una 
región constante de cadena kappa de cadena ligera que codifica el polinucleótido como se muestra en la 
SEQ ID NO: 67.5

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un procedimiento para producir un 
anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo, que comprende cultivar la célula hospedadora descrita 
anteriormente y recuperar del cultivo el polipéptido que codifica dicho polinucleótido.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención se proporciona un procedimiento para mejorar la estabilidad 
de un anticuerpo, o una porción de unión a antígeno del mismo, que se une de forma específica a IL-1β humana, en 10
el que dicho procedimiento comprende eliminar la desamidación en la posición 6 de la HCDR2 (SEQ ID NO: 21) o la 
posición 55 de la HCVR (SEQ ID NO: 56).

La invención incluye anticuerpos que se unen a IL-1β humana madura con una Kd de 1 x 10-11 M o menor, y se 
disocia de IL-1β humana madura con una constante de velocidad koff de 1 x 10-3s-1 o menor, según se determina 
mediante resonancia de plasmón superficial (tampón HBS-EP, pH 7,4 a 25 ºC), y neutraliza la actividad de IL-1β 15
humana en un ensayo de proliferación de T1165.17 convencional.

La invención adicionalmente proporciona anticuerpos, preferentemente anticuerpos humanizados, o porciones de 
unión a antígeno del mismo, en los que la desamidación se elimina en la posición 6 de la región determinante de 
complementariedad 2 de cadena pesada (HCDR2; SEQ ID NO: 21) o en la posición 55 de la HCVR 
(SEQ ID NO: 56), lo que da como resultado la estabilidad mejorada.20

La invención incluye anticuerpos humanizados que comprenden un armazón variable de cadena ligera de origen 
humano y tres CDR y un armazón variable de cadena pesada de origen humano y tres CDR que tienen secuencias 
de aminoácidos que codifican las secuencias de polinucleótido que corresponden a las SEQ ID NO: 55-64.

De forma adicional, la invención incluye anticuerpos humanizados que comprenden un armazón variable de cadena 
ligera de origen humano y tres CDR y un armazón variable de cadena pesada de origen humano y tres CDR que 25
tienen secuencias de aminoácidos que corresponden a las SEQ ID NO: 48-54, y 68.

La invención incluye ácidos nucleicos aislados que comprenden polinucleótidos que codifican los anticuerpos
descritos y reivindicados en el presente documento. La invención también abarca vectores de expresión y células 
hospedadoras transfectadas con estos polinucleótidos que expresan los anticuerpos descritos y reivindicados en el 
presente documento.30

La invención 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, así como un procedimiento de inhibición de la destrucción de cartílago que se produce en sujetos que 
son propensos a, o tienen artritis.

La invención adicionalmente abarca procedimientos de tratamiento de la neuroinflamación asociada con ictus y 35
traumatismo craneal isquémico, excitotóxico y traumático, que comprende administrar a un sujeto una cantidad 
eficaz de un anticuerpo descrito y reivindicado en el presente documento.

De acuerdo con la presente invención, se proporciona un anticuerpo de acuerdo con la presente invención para su 
uso como un medicamento. Preferentemente, el anticuerpo se utiliza en el tratamiento de la artritis reumatoide o de 
la osteoartritis.40

La invención aún abarca adicionalmente el uso de un anticuerpo para la fabricación de un medicamento para tratar a 
un sujeto con artritis reumatoide, osteoartritis, o para inhibir la destrucción de cartílago en un sujeto que lo necesite.

Finalmente, la invención abarca adicionalmente el uso de un anticuerpo para la fabricación de un medicamento para 
tratar a un sujeto con neuroinflamación asociada con ictus y traumatismo craneal isquémico, excitotóxico, y 
traumático.45

Descripción detallada de la invención

La invención abarca anticuerpos humanos aislados, o porciones de unión a antígeno 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 más diferencias de aminoácidos en una o más de las 
CDR de los mismos. El armazón y otras porciones de estos anticuerpos pueden proceder de una línea germinal de 50
ser humano. Las versiones humanizadas de Mu007 se unen a IL-1β humana con alta afinidad, y una velocidad "off"
lenta y tienen una alta capacidad neutralizante. Diversos aspectos de la invención se refieren a anticuerpos y 
fragmentos de anticuerpos, y composiciones farmacéuticas de los mismos, así como ácidos nucleicos, vectores de 
expresión recombinante y células hospedadoras para fabricar tales anticuerpos y fragmentos. La invención también 
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abarca los procedimientos para la utilización de los anticuerpos de la invención para inhibir la actividad de IL-1β 
humana.

Para que la presente invención pueda comprenderse más fácilmente, 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 5
(L), interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada consta de una región variable de cadena pesada
(en el presente documento abreviado como HCVR o VH) y una región constante de cadena pesada. La región
constante de cadena pesada consta de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera consta de una región 
variable de cadena ligera (en el presente documento abreviado como LCVR o VL) y una región constante de cadena 
ligera. La región constante de cadena ligera consta de un dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden subdividir 10
adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementareidad 
(CDR), intercaladas con regiones que están más conservadas, denominadas regiones marco conservadas (FR). 
Cada VH y VL está 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, 15
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 están unidas por una región “J” de aproximadamente 
12 o más aminoácidos, incluyendo también la cadena pesada una región “D” de aproximadamente 3 o más 
aminoácidos.

Los anticuerpos IgG son las inmunoglobulinas más abundantes en el suero. Las IgG también tienen las semividas en 20
suero más largas de cualquier inmunoglobulina. A diferencia de otras inmunoglobulinas, la IgG se recircula de forma 
eficaz después de la unión a FcRn. Hay cuatro subclases de IgG; 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 más eficaz que G1, G1 es más eficaz en la 
mediación de la lisis celular dirigida por el complemento. G2 fija el complemento de forma muy ineficaz. El sitio de 25
unión a C1q en IgG se localiza en la región 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 
más eficaces que G2 y G4. La región de la IgG de unión al receptor de Fc está formada por restos localizados en las 
regiones bisagra y carboxilo terminal del dominio CH2.

La expresión “porción de unión a antígeno” de un anticuerpo (o simplemente “porción de anticuerpo”), como se utiliza 30
en el presente documento, se refiere a uno o más fragmentos de un anticuerpo que conserva la capacidad de unirse 
de forma específica a un antígeno (por ejemplo, IL-1β humana). Se ha demostrado que la función de la unión a 
antígeno de un anticuerpo se puede realizar mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los 
ejemplos de fragmentos de unión abarcados dentro de la expresión “porción de unión a antígeno “ de un anticuerpo
incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH I; (ii) un 35
fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la 
región 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 único 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 región determinante de complementareidad aislada (CDR). 
Además, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, están codificados en genes separados, se los puede 40
unir utilizando procedimientos recombinantes, mediante un conector sintético que permita fabricarlos como una 
cadena de proteína única 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 expresión “porción de unión a antígeno” de un anticuerpo. También están abarcadas 45
otras formas de anticuerpos monocatenarios, tales como los diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes 
biespecíficos, en los cuales los dominios VH y VL se expresan en una cadena polipeptídica única, 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 unión a antígeno (véase por ejemplo, Holliger, P., y col. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; 50
Poljak, R. J., y col. (1994) Structure 2: 1121-1123).

Aún más, un anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo puede ser parte de una molécula de 
inmunoadhesión más grande, formada por la asociación covalente o no covalente del anticuerpo o porción de 
anticuerpo con una o más de otras proteínas o péptidos. Los ejemplos de tales moléculas de inmunoadhesión 
incluyen el uso de la región del núcleo de la estreptavidina para fabricar una molécula tetramérica scFv (Kipriyanov, 55
S. M., y col. (1995) Human Antibodies and Hybridomas 6: 93-101) y el uso de un resto de cisteína, 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’)2, se pueden preparar a partir de anticuerpos completos utilizando técnicas convencionales, 
tales como la digestión de anticuerpos completos con papaína o pepsina, respectivamente. Además, los anticuerpos, 60
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porciones de anticuerpo y moléculas de inmunoadhesión, se pueden obtener utilizando técnicas de ADN 
recombinante convencionales, como se describe en el presente documento.

La expresión “anticuerpo humanizado” significa un anticuerpo que consta, parcialmente o completamente, de 
secuencias de aminoácidos obtenidas de una línea germinal de anticuerpos de ser humano o una secuencia 
reordenada y fabricada alterando la secuencia de un anticuerpo que tiene regiones determinantes de 5
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 expresión “anticuerpo de ser humano recombinante”, como se utiliza en el presente documento, se pretende que 10
incluya a todos los anticuerpos de ser humano que se preparan, expresan, crean o aíslan por medios 
recombinantes, tales como anticuerpos expresados utilizando un vector de expresión 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 ratón) que sea transgénico para los genes 
de inmunoglobulina de ser humano (véase, por ejemplo, Taylor, L. D., y col. (1992) Nucleic Acids Res. 20: 6287-15
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 línea 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 20
Ig de ser humano, mutagénesis somática in vivo) y así, las secuencias de aminoácidos 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 línea germinal de ser humano, pueden no existir de forma natural en el repertorio de la 
línea 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 25
está esencialmente libre de otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas distintas (por ejemplo, un 
anticuerpo aislado que se une de forma específica a IL-1β humana está esencialmente libre de anticuerpos que se 
unen de forma específica a antígenos distintos de IL-1β humana). Un anticuerpo aislado que se une de forma 
específica a IL-1β humana puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antígenos, tales como moléculas 
IL-1β de otras especies. Además, un anticuerpo aislado puede estar esencialmente libre de otros materiales y/o 30
químicos celulares.

Un “anticuerpo neutralizante”, como se utiliza en el presente documento (o un “anticuerpo que neutraliza la actividad 
de IL-1β humana”), se pretende que se refiera a un anticuerpo cuya unión a IL-1β humana da como resultado la 
inhibición de la actividad biológica de IL-1β humana. La medición de uno o más indicadores de la actividad biológica 
de IL-1β, como se determina utilizando el bioensayo de células T1165.17 o el protocolo de neutralización de IL-1β35
humana descritos en el presente documento, puede evaluar esta inhibición de la actividad biológica de IL-1β 
humana.

Los anticuerpos que “se unen de forma específica” a IL-1β humana madura incluyen anticuerpos, como se define 
anteriormente, que se unen a la forma madura de IL-1β humana conocida en la técnica y no se unen a IL-1α de ser 
humano madura. Un anticuerpo que se une de forma específica a IL-1β humana madura puede mostrar algo de40
reactividad cruzada con IL-1β madura de otras especies.

La expresión “resonancia de plasmón superficial”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un 
fenómeno óptico que permite el análisis de interacciones bioespecíficas en tiempo real, mediante la detección de 
modificaciones de las concentraciones de proteínas dentro de una matriz de biosensor, por ejemplo utilizando el 
sistema BIAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, N.J.). Para descripciones adicionales, 45
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 asociación o 
de velocidad on, o velocidad de reacción específica de la reacción en progreso, o formadora de complejo, medida en 50
unidades: M-1sec1.

El término "koff", como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a la constante de disociación o 
de velocidad off, o velocidad de reacción específica, para la disociación de un anticuerpo del complejo 
anticuerpo/antígeno, medida en unidades: sec-1.

El término "Kd", como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a la constante de disociación 55
de una interacción anticuerpo- antígeno particular. Se calcula mediante la fórmula:
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Los anticuerpos de la presente invención son anticuerpos de alta potencia que en general muestran bajos valores de 
koff. Para los fines de la presente divulgación, la expresión “alta potencia” se refiere a una potencia que refleja una 
CI50 baja (o concentración eficaz que muestra una reducción del 50 % en la incorporación de 3H timidina en el 
bioensayo descrito más abajo). Los anticuerpos de acuerdo con la presente invención pueden ser neutralizantes 
(provocando la destrucción de la especie diana, tal como IL-1β). Un anticuerpo no neutralizante para un uso puede 5
ser neutralizante para un uso distinto.

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

La expresión “molécula de ácido nucleico aislada”, como se utiliza en el presente documento en referencia a ácidos 10
nucleicos que codifican anticuerpos o porciones de anticuerpos (por ejemplo, VH, VL, CDR3) que se unen a IL-1β 
humana, se pretende que se refiera a una molécula de ácido nucleico en la cual las secuencias de nucleótidos que 
codifican el anticuerpo o porción de anticuerpo están libres de otras secuencias de nucleótidos que codifican 
anticuerpos o porciones de anticuerpos que se unen a antígenos distintos a IL-1β humana, cuyas otras secuencias 
pueden flanquear de forma natural al ácido nucleico en el ADN genómico de ser humano. Por lo tanto, por ejemplo, 15
un ácido nucleico aislado de la invención que codifica una región VH de un anticuerpo anti IL-1β humana no contiene
otras secuencias que codifican otras regiones VH que se unen a antígenos distintos de IL-1β humana.

La expresión “desamidado o desamidación” se refiere a la degradación de restos de Asn o Gln en una
proteína/péptido (Robinson, y col. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 12409-12413). Por ejemplo, la ruta 
intramolecular para la desamidación de la asparragina es a través de la formación intermedia de succinimida, lo que 20
da como resultado una mezcla de restos aspartilo e isoaspartilo (Harris, y col. (2001) J. of Chromatography 752: 233-
245). La desamidación puede conducir a una reducción de la estabilidad y/o la reducción o pérdida de actividad de la 
proteína. La desamidación puede producirse ex vivo durante la preparación del producto terapéutico formulado, 
impactando de forma negativa en la fabricación y el almacenamiento del agente farmacéutico. Además, la 
desamidación puede producirse in vivo afectando la eficacia del anticuerpo y la duración de la acción.25

El término "vector", como se utiliza en el presente documento, se pretende que se refiera a una molécula de ácido 
nucleico capaz de transportar otro ácido nucleico al cual se ha ligado. Un tipo de vector es un “plásmido”, 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 expresión “célula hospedadora recombinante” (o simplemente “célula hospedadora”), como se utiliza en el 30
presente documento, se pretende que se refiera a una célula en la que se ha introducido un vector de expresión 
recombinante.

Se ha encontrado que un sitio de desamidación en la región CDR2 de la cadena pesada de Mu007 influye en las 
propiedades biológicas de los anticuerpos humanizados que contienen esta región CDR2 (véase la solicitud de 
patente provisional de Estados Unidos 60/361423). Los análogos de anticuerpos humanizados que ralentizan o 35
eliminan la desamidación, dan como resultado un anticuerpo con estabilidad mejorada. Por lo tanto, la invención 
incluye anticuerpos en los que se elimina mediante cambios específicos de sitio la desamidación en la posición 
Asn55 de la región determinante de complementariedad 2 de cadena pesada (HCDR2).

Los anticuerpos o porciones de unión a antígeno del mismo preferentes de la presente invención, en general 
muestran afinidad mejorada (valores de Kd bajos) y tienen especificidad de unión y potencia similares a las 40
observadas para Mu007, y en los que se elimina la desamidación en la posición Asn55 de HCDR2. Las propiedades 
que definen a los anticuerpos de la presente invención se hallan principalmente en las regiones variables del 
anticuerpo, de forma más específica, en las regiones CDR del anticuerpo.

El motivo principal para la humanización 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 45
humano. Cuantas más secuencias de ser humano se empleen en un anticuerpo humanizado, menor es el riesgo de 
inmunogenicidad. Además, en general los anticuerpos humanizados inyectados tienen una semivida más larga en la
circulación que los anticuerpos inyectados que no son de ser humano. Además, si se desea función efectora, debido 
a que la porción 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 50
las regiones de las cadenas pesada y ligera preferentes, sin afectar de forma significativa las propiedades biológicas 
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-1β.

Además, como se discute en el presente documento, se pueden utilizar en la presente invención las regiones 
variables del armazón de ser humano y las variantes de las mismas. Sin embargo, independientemente del armazón 55
elegido, si es un objetivo reducir el riesgo de inmunogenicidad, los números de cambios con respecto al armazón de
ser humano elegido deberían minimizarse.
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Los restos del armazón de la región 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 armazón de ser humano preferentes para la región variable de la 
cadena pesada de los anticuerpos humanizados de la presente invención incluyen el segmento de VH DP-5 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 armazón para la 
región variable de la cadena ligera humanizada.

Las secuencias de polinucleótidos de la región constante de la cadena pesada de ser humano preferentes, de los 10
anticuerpos humanizados de la presente invención, incluyen la región constante de IgG 1 o la región constante de
IgG4:

La secuencia de polinucleótido de la región constante de la cadena ligera de ser humano preferente de los 15
anticuerpos humanizados de la presente invención es la región constante de la cadena kappa:

Los anticuerpos preferentes de la presente invención contienen la región constante de la cadena pesada de IgG1 
[SEQ ID NO: 65] o la región constante de la cadena pesada de IgG4 [SEQ ID NO: 66] y la región constante de la 
cadena ligera kappa [SEQ ID NO: 67], y se designan mediante el clon especificado en la Tabla 2 (es decir, W13, 20
W17, etc.). Las secuencias de polinucleótidos de la región variable para los anticuerpos W13, W17, W18, W20 y U43 
de la presente invención incluyen:

Cadena pesada de W13

25
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Cadena ligera de W13

Cadena pesada de W17

Cadena ligera de W175

Cadena pesada de W18

Cadena ligera de W18

10

Cadena pesada de W20

Cadena ligera de W20

15
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Cadena pesada de U43

Cadena ligera de U43

En otra realización, las secuencias de aminoácidos maduras de los anticuerpos de la presente invención, W13, W17, 5
W18, W20 y U43 incluyen:

Cadena pesada de W13

Cadena ligera de W 13

10

Cadena pesada de IgG1 de W17

Cadena pesada de IgG4 de W17
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Cadena ligera de W17

Cadena pesada de W18

Cadena ligera de W 185

Cadena pesada de W20

Cadena ligera de W2010

E04703964
07-04-2016ES 2 567 198 T3

 



11

Cadena pesada de U43

Cadena ligera de U43

La presente invención abarca anticuerpos o porciones de unión a antígeno de los mismos que hacen uso de una o 5
más 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 invención son las regiones hipervariables del anticuerpo Mu007 que 
proporcionan la mayoría de los restos de contacto para la unión del anticuerpo a un epítopo de IL-1β específico. Por 
lo tanto, las CDR descritas en el presente documento pueden utilizarse para fabricar anticuerpos de longitud 
completa, así como fragmentos funcionales y análogos, u otras proteínas, que cuando se unen a las CDR mantienen 10
a las CDR en una conformación estructural activa, de modo que la afinidad de unión de la proteína que emplea las 
CDR es específica por IL-1β madura.

La afinidad de unión del anticuerpo Mu007 se determinó utilizando resonancia de plasmón superficial (BIAcore™) 
[véase el Ejemplo 1]. En estos experimentos el anticuerpo se capturó a densidad baja en un chip de BIAcore™ 
mediante proteína A o anticuerpo anti Fc, y el ligando se hizo pasar. Se midió la masa acumulada en la superficie del 15
chip. Este procedimiento analítico permite la determinación en tiempo real de las velocidades on y off para obtener la 
de afinidad (Kd) de unión. El anticuerpo Mu007 tiene una Kd de aproximadamente 6,2 pM (picomolar). Los 
anticuerpos humanizados preferentes de la presente invención, es decir, W13, W17, W18, W20, y U43, tenían Kd 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 unión a antígeno de los mismos de la presente invención 20
se unan de forma específica a IL-1β y no a otros miembros de la familia IL-1 o a proteínas estructuralmente 
relacionadas dentro de la misma especie.

También es preferente que los anticuerpos o porciones de unión a antígeno de los mismos de la presente invención 
neutralicen la actividad biológica de IL-1β. Se utilizaron dos ensayos distintos para analizar la capacidad de Mu007 y 
de los anticuerpos preferentes de la presente invención para neutralizar la actividad de IL-1β [véanse los Ejemplos 2 25
y 3].

En este primer ensayo se utilizó una línea celular murina, T1165.17, que necesita bajos niveles de IL-1β para 
proliferación. IL-1β humana estaba presente a un nivel constante en el medio y se añadió una serie de dilución de 
cada anticuerpo. La inhibición de la proliferación proporcionó una medida de la capacidad del anticuerpo para 
bloquear la activación de IL-1β del receptor de IL-1. Las medidas de proliferación para distintas concentraciones del 30
anticuerpo dieron como resultado un valor de CI50 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 unión a antígeno de los mismos de la presente invención tengan 
un valor de CI50 que sea menor que el de Mu007. La "CI50" al que se hace referencia en el presente documento es la 
medida de la potencia de un anticuerpo para inhibir la actividad de IL-1β humana. La CI50 es la concentración de 35
anticuerpo que da como resultado el 50 % de inhibición de IL-1β en un experimento de dosis única. La CI50 se puede 
medir mediante cualquier ensayo que detecte inhibición de la actividad de IL-1β humana. Sin embargo, los valores 
de la CI50 obtenidos pueden variar según 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-1β discutidas
en el presente documento, tiene un efecto sobre los valores de la CI50 obtenidos. Por lo tanto, el valor crítico para los 40
fines de la presente invención es un valor con respecto al obtenido utilizando Mu007 o a los anticuerpos de la 
presente invención, en un experimento único.
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El segundo ensayo utilizado es un ensayo de neutralización de IL-6. Ni Mu007 ni los anticuerpos preferentes de la 
presente invención tienen reacción cruzada con IL-1β de ratón, haciendo difícil el uso de un modelo de ratón para 
analizar la actividad neutralizante in vivo. Sin embargo, una consecuencia de la actividad proinflamatoria de IL-1β es 
la inducción de IL-6, otra citocina proinflamatoria que media algunos de los efectos no locales de IL-1β. IL-1β 
humana es capaz de unirse y estimular al receptor de IL-1β de ratón, conduciendo a una elevación de IL-6 de ratón. 5
Por lo tanto, un anticuerpo con actividad neutralizante podría bloquear la inducción de IL-6 en un ratón al que se 
proporcionó una dosis de IL-1β humana. Mu007 y los anticuerpos de la presente invención demostraron potente 
neutralización de IL-1β humana en el modelo murino de estimulación inflamatoria (véase el Ejemplo 3).

La presente invención también está dirigida a ADN recombinante que codifica anticuerpos que, cuando se expresan, 
se unen de forma específica a IL-1β humana. Preferentemente, el ADN codifica anticuerpos que, cuando se 10
expresan, comprenden una o más de las CDR de la cadena pesada y ligera de Mu007 [SEQ ID NO: 1-6], y una o 
más de las CDR de cadena pesada y ligera de la presente invención [SEQ ID NO: 7-42]. Las secuencias de ADN 
ejemplares que, en expresión, codifican las cadenas de polipéptidos que comprenden las regiones variables de la 
cadena pesada de los anticuerpos preferentes de la presente invención, están representadas como las 
SEQ ID NO: 55-59. Las secuencias de ADN ejemplares que, en expresión, codifican las cadenas de polipéptidos que 15
comprenden las regiones variables de la cadena ligera de los anticuerpos preferentes de la presente invención,
están representadas como las SEQ ID NO: 60-64.

Los anticuerpos neutralizantes de la presente invención se consiguen a través de la generación de secuencias 
génicas de anticuerpo apropiadas, es decir, secuencias de aminoácidos, mediante la disposición de las secuencias 
de nucleótidos apropiadas y la expresión de estas en una línea celular adecuada. Se puede producir cualquiera las20
secuencias de nucleótidos deseadas utilizando el procedimiento de "mutagénesis basada en codón", como se 
describe, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos n.º 5.264.563 y 5.523.388. Tales procedimientos permiten 
la producción de cualquiera y todas las frecuencias de restos de aminoácidos en cualquiera de las posiciones de 
codón deseadas dentro de un oligonucleótido. Esto puede incluir sustituciones completamente aleatorias de 
cualquiera de los 20 aminoácidos en una posición deseada. Como alternativa, este procedimiento se puede llevar a 25
cabo de forma tal que se consiga un aminoácido particular en un emplazamiento deseado dentro de una cadena de 
aminoácidos, tal como las secuencias de CDR nuevas de acuerdo con la invención. En resumen, se puede 
conseguir fácilmente la secuencia de nucleótidos apropiada para expresar cualquier secuencia de aminoácidos
deseada y, utilizando tales procedimientos, se pueden reproducir las secuencias de CDR nuevas de la presente 
invención. Esto da como resultado la capacidad de sintetizar polipéptidos, tales como anticuerpos, con cualquiera de 30
las secuencias de aminoácidos deseadas. Por ejemplo, es posible ahora determinar las secuencias de aminoácidos 
de cualquiera de los dominios deseados de un anticuerpo de elección y, de forma opcional, preparar cadenas 
homólogas con uno o más aminoácidos reemplazados por otros aminoácidos deseados, de modo que se 
proporciona una variedad de análogos sustituidos.

En la aplicación de tales procedimientos, debe apreciarse que debido a la degeneración del código genético, tales 35
procedimientos, como la síntesis aleatoria de oligonucleótidos y la síntesis parcial de oligonucleótidos degenerados,
incorporarán redundancias para los codones que especifican un resto de aminoácido particular en una posición 
particular, a pesar de que tales procedimientos se pueden utilizar para proporcionar un conjunto maestro de todas 
las posibles secuencias de aminoácidos y la exploración de la función óptima 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 40
(1990) y Devlin y col., Science 249: 404-406 (1990). Como alternativa, tales secuencias de anticuerpos se pueden 
sintetizar de forma química o generar de otros modos bien conocidos para los expertos en la materia.

De acuerdo con la invención desvelada en el presente documento, se pueden generar anticuerpos de alta potencia 
potenciados mediante la combinación de una o más secuencias de CDR nuevas en una única estructura de 
polipéptido, como se desvela en el presente documento, cada una habiendo demostrado de forma independiente dar 45
como resultado una potencia o actividad biológica potenciadas y desamidación reducida. De esta manera, se 
pueden combinar en un anticuerpo varias secuencias de aminoácido nuevas, en las mismas o distintas CDR, para 
producir anticuerpos con los niveles de actividad biológica deseados. Tales niveles deseados a menudo derivan de
la producción de anticuerpos cuyos valores de koff son preferentemente de menos de 10-3 s-1, más preferentemente 
de menos de 5x10-4 s-1, e incluso más preferentemente de menos de 1 x 10-4 s-1. Por medio de un ejemplo no 50
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 biológica en los anticuerpos resultantes, utilizando el bioensayo de células T1165.17 o el 
protocolo de neutralización de IL-1β humana descritos en el presente documento, en donde el anticuerpo demuestra 
alta afinidad por una estructura antigénica particular, tal como IL-1β humana. Por lo tanto el resultado global sería un 
procedimiento iterativo de combinación de diversas sustituciones de aminoácidos únicas y la exploración de la 55
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 mínimo 
de afinidad. Este procedimiento iterativo se puede utilizar para generar reemplazos de aminoácido dobles o triples en 
un procedimiento por etapas, de modo que se estrecha la búsqueda de anticuerpos que tengan mayor afinidad 
(véanse los documentos WO 01/64751 y US 2002/0098189). Como consecuencia, los aminoácidos de cada región 60
CDR del anticuerpo Mu007 se sustituyeron de forma sistemática y se exploró la afinidad antigénica en los 
anticuerpos resultantes. Se determinó que las sustituciones de aminoácidos en cualquier posición 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 invención es preferentemente la secuencia de CDR2 de cadena ligera de Mu007 
[SEQ ID NO: 2], debido a que las sustituciones de aminoácidos 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 5
ser útiles o perjudiciales. Además, las sustituciones de determinados tipos de aminoácidos 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 aminoácidos hidrófobos en una posición dada. Puede ser que 
cualquier aminoácido hidrófobo también lo haga. Por otro lado, un aminoácido ácido o básico en un emplazamiento 
dado puede proporcionar grandes variaciones en la afinidad medida.10

Como ya se ha descrito, Kd se mide por la proporción de las constantes kon y koff. Por ejemplo, una kon de 
3,1x107 (M-1s-1) y una koff de 0,9 x 10-4 (s-1) se combinarían para proporcionar una Kd de 2,9 x 10-12 M. Por lo tanto, la 
afinidad se puede mejorar por el aumento de la kon o la disminución de la koff. Por consiguiente, una disminución de 
la koff de los anticuerpos de la presente invención probablemente daría como resultado un agente terapéutico más 
eficaz.15

De acuerdo con la presente invención, la potencia aumentada de un anticuerpo existente, independientemente de su 
afinidad antigénica, se consigue a través de cambios selectivos de uno o más de los aminoácidos presentes en una 
o más regiones CDR de dichos anticuerpos, con lo cual dichos cambios de aminoácidos tienen el efecto de producir 
una disminución de la koff de dicho anticuerpo, preferentemente con un aumento en la afinidad del anticuerpo. Se 
puede conseguir mayor potencia con un valor de koff menor, incluso si la afinidad se mantiene igual o se reduce algo. 20
Tal anticuerpo se produce de forma más ventajosa mediante la síntesis de las cadenas de polipéptidos necesarias a 
través de la síntesis en células modificadas por ingeniería genética adecuadas que tienen incorporadas en ellas las 
secuencias de nucleótidos apropiadas que codifican las cadenas de polipéptidos necesarias que contienen los 
segmentos de CDR alterados. También, de acuerdo con la presente invención, se puede preparar de novo un 
anticuerpo nuevo que tenga un nivel de potencia o actividad biológica conveniente, mediante la incorporación de 25
aminoácidos seleccionados en emplazamientos seleccionados dentro de las regiones CDR de dichas cadenas de 
polipéptidos del anticuerpo utilizando células modificadas por ingeniería genética como se describe en el presente 
documento, o íntegramente a través de síntesis química de las cadenas de polipéptidos necesarias con la formación 
posterior de los enlaces disulfuro necesarios.

De acuerdo con lo anterior, los anticuerpos de la presente invención son anticuerpos monoclonales de alta potencia. 30
Tales anticuerpos, sin embargo, son monoclonales solamente en el sentido de que se pueden obtener a partir de un 
clon de un tipo celular único. Sin embargo, esto no significa su limitación a un origen particular. Tales anticuerpos 
pueden producirse fácilmente en células que comúnmente no producen anticuerpos, tales como células CHO, NSO, 
o COS. Además, tales anticuerpos se pueden producir en otros tipos de células, especialmente de mamífero e 
incluso células vegetales, mediante la modificación por ingeniería genética de tales células para expresar y 35
ensamblar las cadenas de polipéptido ligera y pesada que forman el producto de anticuerpo. Además, tales cadenas 
se pueden sintetizar de forma química pero, debido a que podrían ser específicas para un determinante antigénico 
dado, constituirían aún anticuerpos “monoclonales” dentro del espíritu en el que se utiliza el término. Por lo tanto, 
como se usa en el presente documento, la expresión anticuerpo monoclonal se pretende que indique más la 
especificidad y la pureza de las moléculas de anticuerpo que el mero mecanismo utilizado para la producción de40
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 concentración de tal anticuerpo. Por 
lo tanto, potencia significa actividad biológica con respecto a un antígeno dado. Por medio de un ejemplo no 
limitante, la potencia, o actividad biológica, o efecto biológico, se mide para un anticuerpo anti IL-1β mediante el 45
bioensayo de células T1165.17 o el protocolo de neutralización de IL-1β humana, como se describe en el presente 
documento. A la inversa, la afinidad de un anticuerpo por un antígeno es simplemente una medida matemática de la 
proporción de kon con respecto a koff. Además, la Kd de los anticuerpos producidos de acuerdo con los 
procedimientos de la presente invención estará normalmente en el intervalo de 10

-12
M o menos.

En una realización, los anticuerpos o porciones de unión a antígeno de los mismos de la presente invención 50
comprenderán comúnmente una región constante y una región variable de mamífero, preferentemente un ser 
humano, comprendiendo dicha región 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 características de un anticuerpo de mamífero, 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, 55
preferentemente un ratón. Las secuencias de CDR de Mu007 son como se muestran en Tabla 1.
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Tabla 1

Secuencias de CDR básicas como se proporciona en las
SEQ ID NO: 43 y 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 invención con 
respecto a un anticuerpo humanizado frente a IL-1β humana, una secuencia básica o de partida de las regiones 
variables de las cadenas ligera y pesada de Mu007 se muestran en la región variable de cadena ligera --SEQ ID NO: 5
43, y la región variable de cadena pesada --SEQ ID NO: 44. También de acuerdo con la invención, se generaron 
aminoácidos específicos distintos de estas secuencias iniciales mediante procedimientos recombinantes,
comenzando con secuencias de nucleótidos preparadas diseñadas para generar dichas secuencias de aminoácidos 
cuando se expresan en células recombinantes. Los productos de dichas células son los anticuerpos monoclonales 
de la presente invención, siempre que ningún anticuerpo tenga la combinación de la SEQ ID NO: 1 para la CDR L1, 10
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 realización de la presente invención, la potencia se aumenta utilizando un fragmento Fab de anticuerpo 
neutralizante frente a IL-1β humana que tiene una Kd de por lo menos 10-11 M, y preferentemente de por lo menos 
10-12 M, mediante la disminución del valor de koff hasta por lo menos 10-3 s-1, preferentemente por lo menos 5x10-4 s-15
1, más preferentemente por lo menos 10-4 s-1. Los aminoácidos presentes en las CDR de tales fragmentos Fab se 
muestran en la Tabla 2.

La Tabla 2 indica las secuencias de aminoácidos (todas las secuencias en el código de aminoácidos de una letra 
convencional) de las CDR empleadas en los anticuerpos de la presente invención. En la Tabla 2, los 
emplazamientos de las sustituciones de aminoácidos clave hechas en las correspondientes CDR de la Tabla 1 (es 20
decir, los emplazamientos en los que las CDR difieren en aminoácidos) se indican en negrita y están subrayados. De 
forma inicial, los fragmentos Fab se exploraron mediante un ELISA convencional. Los valores de las CI50 medidos 
mediante el ensayo de proliferación de células T1165.17 se indican como una comparación 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 invención, se denominan mediante su nomenclatura de clon de la Tabla 2.25

Tabla 2

Secuencias de las CDR que tienden a inducir alta potencia en anticuerpos
Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab
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(continuación)
Secuencias de las CDR que tienden a inducir alta potencia en anticuerpos

Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab

Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab
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(continuación)
Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab
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(continuación)
Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab
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(continuación)
Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab
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(continuación)
Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab
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(continuación)
Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab
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(continuación)
Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab
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(continuación)
Clon CDR Secuencia SEQ ID NO. CI50 ts/Fab

En realizaciones específicas, la presente invención se refiere a un anticuerpo aislado que comprende una Kd de por 
lo menos 10

-11
M y muy preferentemente de por lo menos 10

-12
M y en el que la koff es de por lo menos de 

aproximadamente 10-3 s-1, preferentemente de por lo menos aproximadamente 5x10-4 s-1, y muy preferentemente de 
por lo menos 1x10-4 s-1 (incluyendo todas las combinaciones de los mismos).

Los anticuerpos preferentes de la presente invención que se unen a IL-1β humana madura con una Kd de 1x10-11 o 5
menos, tienen una constante de velocidad koff de 1x10-3 s-1 o menos, neutralizan la actividad de IL-1β humana, y en 
los cuales se elimina la desamidación en la posición 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 únicas 
(véase Wu y col, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 95: 6037-6042 (1998)). Primero se eliminó la CDR diana de cada una 10
de las bibliotecas antes de la hibridación de los nucleótidos. Para la síntesis 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 síntesis del 
oligonucleótido, se empleó mutagénesis basada en codón para producir las secuencias de CDR de la invención.

De forma inicial, las bibliotecas se exploraron mediante “elevación de captura” (capture lift) para identificar las 
variantes de mayor afinidad. El procedimiento de “elevación de captura” (Watkins, Methods Mol. Biol. 178: 187-193, 15
(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 titulación sobre antígeno inmovilizado. Después de tal exploración, se exploran los respectivos valores de 
koff de los anticuerpos, de los que después se mide su efecto positivo mediante la determinación 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 (o HCDR1), H2 (HCDR2) y H3 (o HCDR3).

Las CDR de los fragmentos Fab seleccionados se muestran en la Tabla 2 (todos los cuales tienen las secuencias 5
armazón de las Figuras 3 y 4), en donde el clon de referencia es el clon con secuencias de la región variable de las 
cadenas pesada y ligera mostradas en las Figuras 1 y 2 (SEQ ID NO: 43 y 44 para las secuencias de las cadenas
ligera y pesada, respectivamente).

De acuerdo con la invención, mediante la combinación de tales sustituciones de aminoácidos de modo que se 
produzca en la misma molécula más de una, fue posible aumentar enormemente la potencia de los anticuerpos 10
desvelados en el presente documento.

En general, hay una correlación entre la koff baja y la potencia del anticuerpo, con todas las variantes de koff más 
bajas teniendo más 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 15
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 comparación con el anticuerpo de referencia, 
Mu007.

Los anticuerpos de la invención pueden estar presentes en una forma relativamente pura o aislada así como en un 
sobrenadante extraído de células cultivadas en pocillo o en placas. Los anticuerpos de la invención pueden así estar 20
presentes también en la forma de una composición que comprende al anticuerpo de la invención y en la que dicho 
anticuerpo se suspende en un diluyente o excipiente farmacológicamente aceptable. Los anticuerpos de la invención 
pueden estar presentes en tal composición a una concentración, o en una cantidad, suficiente para ser de valor 
terapéutico o farmacológico en el tratamiento o la prevención de enfermedades (por ejemplo, en la prevención de la 
artritis reumatoide y la osteoartritis). Los anticuerpos también pueden estar presentes en una composición en una 25
forma más diluida.

El ADN que codifica los anticuerpos de la presente invención normalmente incluirá adicionalmente una secuencia de 
polinucleótido de control de la expresión unida operativamente a las secuencias que codifican los anticuerpos, 
incluyendo regiones promotoras asociadas de forma natural o heterólogas. Preferentemente, las secuencias de 
control de la expresión serán sistemas de promotores eucariotas en vectores capaces de transformar o transfectar 30
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 línea celular hospedadora apropiada, la célula hospedadora 
se propaga en condiciones adecuadas para la expresión de las secuencias de nucleótido, y, si se desea, para la 
recolección y purificación de las cadenas ligeras, cadenas pesadas, dímeros de cadena ligera/pesada, o anticuerpos 
intactos, fragmentos de unión u otras formas de inmunoglobulina.35

Las secuencias de ácidos nucleicos de la presente invención capaces de expresar en última instancia los 
anticuerpos deseados pueden estar formados de una diversidad de polinucleótidos distintos (genómico o ADNc, 
ARN, oligonucleótidos sintéticos, etc.) y de componentes (por ejemplo, regiones V, J, D, y C), utilizando cualquiera 
de una diversidad de técnicas bien conocidas. La unión de secuencias genómicas y sintéticas apropiadas es un 
procedimiento común de producción, pero también se pueden utilizar secuencias de ADNc.40

Las secuencias de ADN de la región 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 polinucleótidos y las células hospedadoras 
para la expresión y secreción de inmunoglobulinas se pueden obtener a partir de varias fuentes bien conocidas en la 
técnica.45

Como se describe en el presente documento, además de los anticuerpos descritos de forma específica en el 
presente documento, se pueden diseñar y fabricar fácilmente otros anticuerpos modificados “esencialmente 
homólogos” 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 aminoácidos, y similares. 50
Además, una diversidad de regiones marco conservadas de ser humano distintas se pueden utilizar individualmente 
o en combinación como base para las inmunoglobulinas humanizadas de la presente invención. En general, las 
modificaciones de los genes se pueden llevar a cabo fácilmente mediante una diversidad de técnicas bien 
conocidas, tales como mutagénesis dirigida.

Como alternativa, se pueden producir fragmentos de polipéptido que comprendan solamente una porción de la 55
estructura principal del anticuerpo, cuyos fragmentos posean una o más actividades de inmunoglobulina (por 
ejemplo, actividad de fijación del complemento). Estos fragmentos de polipéptido pueden producirse mediante 
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escisión proteolítica de anticuerpos intactos mediante procedimientos bien conocidos en la técnica, o insertando 
codones de terminación en los emplazamientos deseados en vectores, utilizando mutagénesis dirigida, tal como 
después de CH1 para producir fragmentos Fab o después de la región bisagra para producir fragmentos F(ab’)2. Los 
anticuerpos monocatenarios se pueden producir mediante la unión de VL y VH con un conector de ADN.

Como se ha establecido anteriormente, los polinucleótidos se expresarán en hospedadores después de que las 5
secuencias se hayan unido operativamente a (es decir, posicionado para asegurar el funcionamiento de) una 
secuencia de control de la expresión. Estos vectores de expresión son normalmente replicables en los organismos 
hospedadores, ya sea como episomas o como parte integral del ADN cromosómico del hospedador. Normalmente, 
los vectores de expresión contendrán marcadores de selección, por ejemplo, tetraciclina, neomicina, y dihidrofolato 
reductasa, para permitir la detección de las células transformadas con las secuencias de ADN deseadas.10

E. coli es un hospedador procariota útil en particular para el clonaje de los polinucleótidos de la presente invención. 
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 expresión, que normalmente contendrán secuencias de control 
de la expresión compatibles con la célula hospedadora (por ejemplo, un origen de replicación). Además, puede estar 15
presente cualquiera de los varios promotores bien conocidos, tales como el sistema de promotor lactosa, un sistema 
de promotor de triptófano (trp), un sistema de promotor de beta lactamasa, o un sistema de promotor del fago 
lambda. Los promotores normalmente controlarán la expresión, de forma opcional con una secuencia operadora, y 
tienen secuencias de sitios de unión a ribosoma y similares, para iniciar y acabar la transcripción y la traducción.

También se pueden utilizar para la expresión otros microbios, tales como levadura. Saccharomyces es un 20
hospedador preferente, con vectores adecuados que tienen secuencias de control de la expresión, tales como 
promotores, incluyendo 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucolíticas, y un origen de la replicación, secuencias 
de terminación y similares, según se desee.

Además de los microorganismos, para la expresión también se pueden utilizar células vegetales. Los procedimientos 
óptimos para la transformación de plantas variarán según el tipo de planta. Por ejemplo, véase el documento 25
WO00/53794.

Para expresar y producir los polipéptidos de la presente invención también se puede utilizar el cultivo celular de 
tejidos de mamífero. De hecho son preferentes las células eucarióticas, debido a que se han desarrollado en la 
técnica varias líneas celulares hospedadoras adecuadas capaces de secretar inmunoglobulinas intactas, e incluyen 
las líneas celulares CHO, diversas líneas celulares COS, líneas celulares de Ovario de Hámster Sirio, células HeLa, 30
líneas celulares de mieloma, linfocitos B transformados, líneas celulares de riñón embrionario de ser humano, o 
hibridomas. Las líneas celulares preferentes son líneas celulares CHO y de mieloma, tales como SP2/0 y NS0.

Los vectores de expresión para estas células pueden incluir secuencias de control de la expresión, tales como un 
origen de replicación, un promotor, un potenciador, y sitios de información de procesamiento necesarios, tales como 
sitios de unión a ribosoma, sitios de corte y empalme de ARN, sitios de poliadenilación y secuencias terminadoras 35
transcripcionales. Las secuencias de control de la expresión preferentes son promotores obtenidos de genes de 
inmunoglobulina, SV40, adenovirus, virus del papiloma bovino, citomegalovirus y similares. Los sitios de 
poliadenilación preferentes incluyen secuencias obtenidas de SV40 y hormona de crecimiento bovina.

Los vectores que contienen las secuencias de polinucleótidos de interés (por ejemplo, las secuencias que codifican 
las cadenas pesada y ligera, y las secuencias de control de expresión) se pueden transferir en la célula hospedadora 40
mediante procedimientos bien conocidos, que varían dependiendo del tipo de hospedador celular. Por ejemplo, para 
células procariotas se utiliza normalmente la transfección con cloruro de calcio, mientras que para otros 
hospedadores celulares se puede utilizar el tratamiento con fosfato de calcio o la electroporación.

Una vez expresados, los anticuerpos se pueden purificar de acuerdo con procedimientos convencionales, que 
incluyen precipitación con sulfato de amonio, intercambio iónico, afinidad (por ejemplo, Proteína A), fase inversa, 45
cromatografía en columna de interacción hidrófoba, 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 más de pureza, para usos farmacéuticos. Una vez purificados, parcialmente o hasta 
homogeneidad según se desee, los polipéptidos pueden después utilizarse de forma terapéutica o profiláctica, como 
se indica en el presente documento.50

La presente invención también se refiere a un procedimiento para el tratamiento de seres humanos que 
experimentan un trastorno inflamatorio mediado por IL-1β que comprende la administración de una dosis eficaz de 
un anticuerpo de IL-1β a un paciente que lo necesite. Los anticuerpos de la presente invención se unen a y evitan la 
unión de IL-1β a un receptor de IL-1β y el inicio de una señal. Los diversos trastornos mediados por IL-1β incluyen 
artritis reumatoide (AR), osteoartritis (OA), alergia, choque septicémico o endotóxico, septicemia, asma, enfermedad 55
del injerto frente al hospedador, enfermedad de Crohn y otras enfermedades inflamatorias de los vasos. Además, IL-
1β media las respuestas de defensa del hospedador frente a enfermedades y lesión, locales y sistémicas, y frente a 
neuroinflamación y la muerte celular en afecciones neurodegenerativas, tales como ictus y traumatismo craneal
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isquémico, excitotóxico y traumático. También se ha implicado a IL-1β en enfermedades degenerativas crónicas, en 
particular, esclerosis múltiple, enfermedades de Parkinson y de Alzheimer. Preferentemente, los anticuerpos de IL-
1β abarcados en la presente invención se utilizan para tratar AR y/o OA.

Los pacientes con AR padecen hinchazón e inflamación crónica de las articulaciones y destrucción continua de 
cartílago y hueso. IL-1β y TNF-α son las citocinas más críticas, en la patogenia de la AR. Sin embargo, aunque tanto 5
IL-1β como TNF-α median la inflamación, IL-1β es el mediador principal de la destrucción de hueso y cartílago. Los 
monocitos y fibroblastos activados en el tejido sinovial producen IL-1β que a su vez estimula la producción de 
citocinas, prostaglandinas, y metaloproteasas de matriz proinflamatorias adicionales. La unión sinovial se hipertrofia, 
invadiendo y erosionando el hueso y el cartílago.

Los fármacos antirreumáticos modificadores de enfermedad (FARME) tales como hidroxicloroquina, oro oral o 10
inyectable, metotrexato, azatioprina, penicilamina, y sulfasalazina, se han utilizado con éxito modesto en el 
tratamiento de la AR. Su actividad en la modificación del transcurso de la AR se cree que se debe a la eliminación o 
modificación de mediadores inflamatorios tales como IL-1β. El metotrexato, por ejemplo, a dosis de 7,5 a 10 mg por 
semana provocó una reducción en las concentraciones plasmáticas de IL-1β en pacientes de AR. Se han visto 
resultados similares con corticoesteroides. Por lo tanto, los anticuerpos de IL-1β de la presente invención se pueden 15
utilizar solos o en combinaciones con FARME, que pueden actuar para reducir los niveles de proteína IL-1β en 
plasma.

Una cantidad eficaz de los anticuerpos de IL-1β de la presente invención es la cantidad que proporciona eficacia 
clínica sin efectos secundarios o toxicidad intolerables. La eficacia clínica para los pacientes de AR se puede evaluar 
utilizando la Definición de Mejora de la American College of Rheumatology (ACR20). Un paciente se considera20
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 valoración del dolor del paciente, valoración 
global del paciente, valoración global del médico, el Cuestionario de Valoración de la Salud, y la proteína C reactiva 
sérica. Se puede evaluar la prevención del daño estructural mediante la modificación de van der Heijde del sistema 
de puntuación Sharp para radiografías (recuento de erosión, estrechamiento del espacio articular).25

Los anticuerpos de IL-1β de la presente invención también se pueden utilizar para tratar pacientes que padecen 
osteoartritis (OA). La OA es la enfermedad más común de las articulaciones en el ser humano y se caracteriza por la 
pérdida de cartílago articular y la formación de osteofitos. El cuadro clínico incluye dolor, agarrotamiento, y 
agrandamiento de las articulaciones, inestabilidad, limitación del movimiento, e incapacidad funcional. La OA se ha 
clasificado en formas idiopática (principal) y secundaria. La American College of Rheumatology ha desarrollado los 30
criterios para la clasificación de la OA de la rodilla y la cadera a base de parámetros clínicos, radiográficos, y de 
laboratorio.

Una cantidad eficaz de los anticuerpos de IL-1β de la presente invención es la cantidad que muestra eficacia clínica 
en pacientes de OA según se midió mediante la mejora del dolor y de las funciones, así como la prevención de daño 
estructural. Las mejoras del dolor y de las funciones se pueden evaluar utilizando las subescalas de dolor y de 35
función física del Índice de OA de WOMAC. El índice sonda los síntomas relevantes para el paciente clínicamente 
importantes en las áreas de dolor, agarrotamiento, y función física. La prevención del daño estructural se puede 
evaluar midiendo el ancho del espacio articular en radiografías de la rodilla y la cadera.

Debido a que los niveles elevados de IL-1β se han implicado en afecciones neurodegenerativas de ser humano tales
como ictus y lesión cerebral (Rothwell, N. J., y col., TINS 23 (12): 618-625, 2000), los anticuerpos anti IL-1β 40
abarcados en la presente invención también se pueden utilizar para tratar la neuroinflamación asociada con ictus y 
traumatismo craneal isquémico, excitotóxico y traumático.

Los anticuerpos de la presente invención se administran utilizando técnicas de administración convencionales, 
preferentemente por vía periférica (es decir, no mediante la administración en el sistema nervioso central), por
administración intravenosa, intraperitoneal, subcutánea, pulmonar, transdérmica, intramuscular, intranasal, bucal, 45
sublingual o por vía de supositorios.

Las composiciones farmacéuticas para la administración se diseñan para ser apropiadas para el modo seleccionado 
de administración, 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, última edición, proporciona un compendio de las técnicas de formulación 50
como las conocen los médicos en general.

Las concentraciones del anticuerpo de IL-1β en las formulaciones pueden estar desde tan bajo como 
aproximadamente el 0,1 % hasta tanto como el 15 o 20 % en peso y se seleccionarán principalmente a base de los 
volúmenes del líquido, viscosidades, estabilidad, etcétera, de acuerdo con el modo particular de administración 
seleccionado. Las concentraciones preferentes del anticuerpo de IL-1β en general estarán en el intervalo de 1 a 55
aproximadamente 100 mg/ml. Preferentemente, de 10 a aproximadamente 50 mg/ml.

La formulación puede incluir un tampón. Preferentemente el tampón es un tampón citrato o un tampón fosfato o una 
combinación de los mismos. En general, el pH de la formulación está entre aproximadamente 4 y aproximadamente 
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8. Preferentemente, el pH está entre aproximadamente 5 y aproximadamente 7,5. El pH de la formulación se puede 
seleccionar para equilibrar la estabilidad del anticuerpo (química y física) y que sea confortable para el paciente 
cuando se administra. La formulación también puede incluir una sal tal como NaCl. Además, la formulación puede 
incluir un detergente para evitar la agregación y ayudar a mantener la estabilidad.

La formulación puede esterilizarse por filtración después de fabricar la formulación, o hacerse microbiológicamente 5
aceptable de otro modo. Se puede añadir un conservante tal como m-cresol o fenol, o una mezcla de los mismos,
para evitar el crecimiento y contaminación microbianos.

Una composición típica para infusión intravenosa podría tener un volumen de líquido de tanto como 250 ml, tal como 
solución de Ringer estéril, y 1-100 mg por ml o más de concentración de anticuerpo. Los agentes terapéuticos de la 
invención se pueden congelar o liofilizar para el almacenamiento y reconstituir en un vehículo estéril adecuado antes 10
de su uso. La liofilización y reconstitución 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 más convenientes y los más apropiados para la 
administración de proteínas tales como anticuerpos humanizados, mediante la adaptación adecuada, se pueden 15
emplear otras técnicas para la administración, tales como administración transdérmica y administración oral siempre 
que se diseñe la formulación apropiada. Además, puede ser conveniente emplear formulaciones de liberación 
controlada utilizando películas y matrices biodegradables, o minibombas osmóticas, o sistemas de suministro 
basados en esferas de dextrano, alginato, o colágeno. En resumen, están disponibles formulaciones para la 
administración de anticuerpos de la invención, y se pueden elegir a partir de una diversidad de opciones.20

Los niveles de dosificación normales se pueden optimizar utilizando técnicas clínicas convencionales y dependerán 
del modo de administración y del estado del paciente. En general, las dosis estarán en el intervalo de 10 μg/kg/mes 
hasta 10 mg/kg/mes.

La invención se ilustra mediante los siguientes ejemplos que no pretenden ser limitantes en modo alguno.

Ejemplo 125

Afinidad y especificidad de unión

Las afinidades y especificidades de Mu007 y de los anticuerpos de la presente invención se determinaron utilizando 
las mediciones de BIAcore (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 
capturó en una superficie a baja densidad en un chip de BIAcore™. Se utilizó etil-dimetilaminopropil-carbodiimida 30
(EDC) para acoplar los grupos amino reactivos a la Proteína A a una celda de flujo de un chip sensor de BIAcore™ 
de carboximetilo (CM5). La Proteína A se diluyó en tampón acetato de sodio, pH 4,5, y se inmovilizó 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 utilizó un caudal de 60 μl/min. Se realizaron múltiples ciclos de unión/dilución 
mediante la inyección de 10 μl de solución de 2 - μg/ml de los anticuerpos de la presente invención seguido de IL-1β 35
humana a concentraciones decrecientes para cada ciclo (por ejemplo 1500, 750, 375, 188, 94, 47, 23,5, 12, y 0 
picomolar). La elución se realizó con glicina-HCl, pH 1,5. Para analizar los datos de cinética se utilizó 
BIAevaluation™. El protocolo utilizado para la determinación de la afinidad de Mu007 es como se describe en el 
documento PCT/US02/21281.

Tabla 3. Propiedades de unión de los anticuerpos anti IL-1β a IL-1β humana, determinadas por BIAcore (tampón 40
HBS-EP, pH 7,4 a 25 ºC)

CLON kon (M-1s-1) koff (s-1) Kd (M)

W17 (IgG1) 3,1e7 0,9e-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(IgG4) 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 invención y de Mu007 para neutralizar IL-1β 
humana, se utilizó una célula murina que necesita bajos niveles de IL-1β para la proliferación. Las células T1165.17 
que ya no estaban en fase de crecimiento log se lavaron 3 veces con RPMI 1640 (GibcoBRL N.º de Cat 22400-089) 5
complementado con suero fetal bovino al 10 % (GibcoBRL N.º de Cat 10082-147), piruvato de sodio 1 mM, beta 
mercaptoetanol 50 μM, y un antibiótico/antimicótico (GibcoBRL N.º de Cat 15240-062). Las células se sembraron en 
placas a 5.000 células por pocillo de una placa de 96 pocillos. IL-1β humana estaba presente en un nivel constante 
de 0,3 pM y se añadió una serie de diluciones del anticuerpo. Las células se incubaron durante 20 horas en un 
incubador a 37 ºC/CO2 al 5 %, y en ese momento se añadió 1 μCi de 3H-timidina por pocillo, y las placas se 10
incubaron en el incubador durante 4 horas adicionales. Las células se recolectaron y se determinó la radiactividad 
incorporada mediante un contador de centello. La Tabla 4 ilustra la inhibición de la proliferación estimulada por IL-1β 
mediante Mu007 y los anticuerpos de la presente invención (isotipos de IgG según se indica).

Tabla 4: CI50 medidas en el ensayo de proliferación de células T1165.17 

MUESTRA CI50 pM Veces de aumento de la potencia

Mu007 20,6 ± 0,5 1

W17(IgG1) 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 315

Neutralización de IL-1β humana in vivo

IL-1β humana es capaz de unirse y estimular al receptor de IL-1β de ratón, conduciendo a una elevación de IL-6 de 
ratón. Se emprendieron experimentos de variación de tiempo y dosis para identificar la dosis óptima de IL-1β 
humana y el tiempo óptimo para la inducción de IL-6 de ratón. Estos experimentos indicaron que una dosis de 
3 μg/kg de IL-1β humana y un tiempo de 2 horas después de la administración de IL-1β proporcionó niveles 20
máximos de IL-6 en suero de ratón. Los anticuerpos de la presente invención se administraron a 4 ratones a 13, 27, 
81, y 270 μg/kg, una hora antes de una inyección s.c. de IL-1β humana. A las dos horas después de la 
administración de IL-1β, 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 invención 
bloquearon los efectos de IL-1β para estimular el receptor de IL-1β de ratón, conduciendo a una elevación de la IL-6 25
de ratón, en una manera dependiente de la dosis (Tabla 5).

TABLAS

Anticuerpo Niveles séricos de IL-6 pg/ml DE

IL-1β Ctl. (3 μg/kg) 462,0 279,1

Human IgG Ctl (270 μg/kg) 1,0 1,0

IL-1 β Ctl. (3 μg/kg) + Human IgG Ctl (270 μg/kg) 592,3 303,0

W13 Ctl. (270 μg/kg) 4,1 2,4

W17 Ctl. (270 μg/kg) 3,2 2,9

W18 Ctl. (270 μg/kg) 5,2 2,4

U43 Ctl. (270 μg/kg) 1,3 1,0

IL-1 β (3 μg/kg) + W13 Ctl. (13 μg/kg) 655,4 78,0

IL-1 β (3 μg/kg) + W13 Ctl. (27 μg/kg) 277,4 97,3

IL-1 β (3 μg/kg) + W13 Ctl. (81 μg/kg) 129,2 20,2

IL-1 β (3 μg/kg) + W13 Ctl. (270 μg/kg) 23,4 5,3
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(continuación)

Anticuerpo Niveles séricos de IL-6 pg/ml DE

IL-1 β (3 μg/kg) + W17 Ctl. (13 μg/kg) 566,8 294,0

IL-1 β (3 μg/kg) + W 17 Ctl. (27 μg/kg) 410,1 107,5

IL-1 β (3 μg/kg) + W17 Ctl. (81 μg/kg) 113,7 42,3

IL-1 β (3 μg/kg) + W17 Ctl. (270 μg/kg) 27,5 19,6

IL-1 β (3 μg/kg) + W18 Ctl. (13 μg/kg) 398,5 143,2

IL-1 β (3 μg/kg) + W18 Ctl. (27 μg/kg) 231,8 32,2

IL-1 β (3 μg/kg) + W18 Ctl. (81 μg/kg) 77,9 24,7

IL-1 β (3 μg/kg) + W18 Ctl. (270 μg/kg) 18,0 5,9

IL-1 β (3 μg/kg) + U43 Ctl. (13 μg/kg) 755,7 299,7

IL-1 β(3 μg/kg) + U43 Ctl. (27 μg/kg) 509,3 99,6

IL-1 β (3 μg/kg) + U43 Ctl. (81 μg/kg) 186,4 80,8

IL-1 β (3 μg/kg) + U43 Ctl. (270 μg/kg) 39,3 17,7

Ejemplo 4

Expresión de anticuerpo5

El siguiente protocolo se aplica a la expresión de cualquiera de los anticuerpos de la presente invención.

Los vectores de expresión que codifican una secuencia líder, y la región 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 múltiples líneas celulares de mamífero para la expresión 
transitoria y estable.10

Se cambia la escala de los vectores para generar la cantidad de ADN necesaria para sustentar la transfección. El 
ADN final permanece como un vector circular cerrado cuando se utiliza en transfecciones transitorias, y se puede 
linealizar cuando se utiliza en una transfección estable. Para identificar la mejor proporción CL:CH deberían 
sustentarse transfecciones transitorias a pequeña escala. En cualquier transfección el vector que codifica la cadena 
ligera (CL) y la cadena pesada (CH) se mezclan juntos antes de transfectarlos en las células.15

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

Las transfecciones estables en células DG44-CHO (Ovario de Hámster Chino) se pueden sustentar utilizando los 
vectores descritos. La cantidad de ADN utilizado puede variar desde 20 μg a 200 μg. Las células (107) se transfectan 20
utilizando una máquina BioRad Gene Pulsar II ajustado a 360 V/950 uF. Las células se recuperan durante 24-72 
horas a 37 ºC/CO2 al 5 %, y después se siembran en placa en selección (medio sin hipoxantina y timidina, y con 
niveles variable de metotrexato, MTX, para presión adicional).

Las transfecciones estables en células NS0 (mieloma de ratón) se pueden sustentar trasladando los genes de la CL 
y la CH a vectores de expresión que codifican un gen de la glutamina sintasa. La cantidad de ADN utilizada es de 25
40 μg en total. Las células (107) se transfectaron utilizando una máquina BioRad Gene Pulsar II ajustada a 
300 V/1000 uF. Las células se recuperan durante 24-72 horas a 37 ºC/CO2 al 10 % y después se siembran en placa 
en selección (medio sin glutamina y con metionina sulfoximina, MSX, para presión adicional).

Se sustenta una siembra en placa para ambos tipos de líneas celulares a las densidades de siembra específicas 
para la línea celular (500 c/p de CHO-DG44, 2000 c/p de NS0). Cuando se observa en los pocillos la formación 30
visible de colonias, se puede explorar la producción de anticuerpo en las placas utilizando procedimientos basados 
en ELISA. Los pocillos que contienen células con una señal positiva para anticuerpo, se expanden en placas de 24 
pocillos. Las líneas se cultivan y evalúan en experimentos de expresión para identificar una línea celular candidata 
con título y calidad de proteína aceptables. El objetivo del esfuerzo en la generación de la línea celular es para 
identificar un clon al que se le pueda cambiar la escala en condiciones de cultivo sin suero, con título, características 35
de crecimiento y perfil de calidad de producto aceptables.
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<210> 58
<211> 407
<212> ADN
<213> HUMANO

5
<400> 58

<210> 5910
<211> 407
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 5915

<210> 60
<211> 32120
<212> ADN
<213> HUMANO

<400> 60
25

<210> 61
<211> 321
<212> ADN30
<213> HUMANO

<400> 61
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<210> 62
<211> 321
<212> ADN5
<213> HUMANO

<400> 62

10

<210> 63
<211> 321
<212> ADN
<213> HUMANO15

<400> 63

20
<210> 64
<211> 321
<212> ADN
<213> HUMANO

25
<400> 64
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<210> 65
<211> 990
<212> ADN
<213> HUMANO5

<400> 65

10
<210> 66
<211> 952
<212> ADN
<213> HUMANO

15
<400> 66
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<210> 67
<211> 324
<212> ADN5
<213> HUMANO

<400> 67

10

<210> 68
<211> 467
<212> PRT
<213> Secuencia artificial15

<220> 
<223> Construcción sintética

<400> 6820
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, que se une de forma específica a IL-1β humana, 
en el que dicho anticuerpo comprende:

a) una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 39;
b) una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2;5
c) una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 41;
d) una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 10;
e) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 21; y,
f) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 38.

2. El anticuerpo de la reivindicación 1, en el que dicho anticuerpo comprende una región variable de cadena pesada 10
que codifica la secuencia de polinucleótido mostrada en la SEQ ID NO: 56 y una región variable de cadena ligera 
que codifica la secuencia de polinucleótido mostrada en la SEQ ID NO: 61.

3. El anticuerpo de la reivindicación 1, en el que dicho anticuerpo comprende una cadena pesada que codifica la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO: 47 y una cadena ligera que codifica la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO: 48.15

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

5. El anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el 
que dicho anticuerpo tiene un isotipo IgG.20

6. El anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, de la reivindicación 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 porción de unión a antígeno del mismo, de la reivindicación 6, en el que el isotipo es IgG1 
que codifica el polinucleótido mostrado en la SEQ ID NO: 65.

8. El anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, de la reivindicación 6, en el que el isotipo es IgG4 25
que codifica el polinucleótido mostrado en la SEQ ID NO: 66.

9. El anticuerpo aislado, o porción de unión a antígeno del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el 
que dicho anticuerpo tiene una región constante de cadena kappa de cadena ligera que codifica el polinucleótido 
mostrado en la SEQ ID NO: 67.

10. Un ácido nucleico aislado, que comprende un polinucleótido que codifica el anticuerpo, o porción de unión a 30
antígeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Un vector de expresión que comprende un ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 10.

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

13. La célula hospedadora de la reivindicación 12, en la que la célula hospedadora se selecciona del grupo que 35
consiste en una célula de Ovario de Hámster Chino, célula de mieloma SP2/0, célula de mieloma NS0, una célula de
ovario de hámster Sirio, y una célula de riñón embrionario.

14. Un procedimiento de producción de un anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo, que comprende el 
cultivo de la célula hospedadora de la reivindicación 12 o 13 y la recuperación del polipéptido que codifica dicho 
polinucleótido a partir de cultivo.40

15. Un procedimiento de mejora de la estabilidad de un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o 
una porción de unión a antígeno del mismo, que se une de forma específica a IL-1β humana, en el que dicho 
procedimiento comprende la eliminación de la desamidación en la posición 6 de la HCDR2 o la posición 55 de la 
HCVR.

16. Una composición farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.45

17. Un anticuerpo, o porción de unión a antígeno del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 
1 a 9, para su uso como un medicamento.

18. Un anticuerpo, o porción de unión a antígeno del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 
1 a 9, para su uso en el tratamiento de la artritis reumatoide o de la osteoartritis.
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