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DESCRIPCION
Anticuerpos IL-1 alfa
Campo de la invencion

La invencién se refiere en general a los campos de inmunologia, inflamacion, cancer, trastornos vasculares, y
medicina. Mas particularmente, la invencién se refiere a anticuerpos (Acs) que se unen especificamente a
interleucina-1a (IL-1a) y métodos de uso de dichos Acs para tratar, prevenir, o detectar una patologia asociada con
la expresion anormal de IL-1a.

Antecedentes

IL-1a es una citoquina proinflamatoria que desempefia un papel en una serie de actividades diferentes, incluyendo
inflamacion, respuestas inmunitarias, metastasis tumoral, y hematopoyesis. Los autoanticuerpos IgG contra IL-1a
estan presentes de forma natural en la poblacién humana general y se cree que son beneficiosos en enfermedades,
tales como aterosclerosis.

Miossec (Ann. Rheum. Dis. (2002) 61:577-579) describe el uso de anticuerpos anti-IL-1a como tratamiento natural
para la artritis reumatoide.

Jefferis (Expert Opin. Biol. Ther. (2007) 7(9): 1401-1413) desvela la seleccién del isotipo rMAb y su importancia en la
determinacion de las actividades bioldgicas que se desencadenan in vivo. Salfield también desvela la importancia de
la seleccion del isotipo cuando se conciben anticuerpos para aplicaciones terapéuticas. (Nature Biotechnology
(2007) 25(12): 1369-72).

Sumario

La invencién se basa en el desarrollo de Acs monoclonales (AMs) completamente humanos que incluyen (i) una
region variable de unién al antigeno que exhibe una afinidad de unién muy alta para IL-1a humana y (ii) una regién
constante que es eficaz tanto en la activacion del sistema del complemento por la unién a C1g como la unién a
varios receptores Fc diferentes. Los AMs especificos para IL-1 a descritos en el presente documento se realizaron
mediante la sustitucion de la regiéon constante de un AcM IgG4 humano con una region variable especifica para IL-
1a humana con la regién constante de un AcM IgG1 humano.

Por consiguiente, la invencion presenta un AcM IgG1 humano purificado que se une especificamente a IL-1a
humana, el AcM incluye una cadena pesada covalentemente unida a una cadena ligera. La cadena pesada puede
incluir la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y la cadena ligera puede incluir la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 11.

Asimismo, en la invencién se encuentra un conjunto de acidos nucleicos aislados que comprende un primer acido
nucleico codificante de la cadena pesada de un AcM IgG1 humano que se une especificamente a IL-1a, y un
segundo acido nucleico codificante de la cadena ligera del AcM IgG1 humano que se une especificamente a IL-1a
humana. El primer acido nucleico puede codificar la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y el segundo acido
nucleico puede codificar la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. El primer acido nucleico puede incluir la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 10 y el segundo acido nucleico puede incluir la secuencia de nucledtidos
de SEQ ID NO: 12.

En otro aspecto, la invencion presenta un vector de expresion que incluye un acido nucleico codificante de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 11.

Otra caracteristica de la invencion es una célula hospedadora aislada (p. €j., una célula de mamifero, tal como una
célula CHO), incluyendo el conjunto de acidos nucleicos aislados que comprenden un primer acido nucleico
codificante de la cadena pesada de un AcM IgG1 humano que se une especificamente a IL-1a, y un segundo acido
nucleico codificante de la cadena ligera del AcM IgG1 humano que se une especificamente a IL-1a humana. La
cadena pesada puede incluir la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera puede incluir la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

La divulgacion describe ademas un método para destruir una célula que expresa IL-1a humana. Este método puede
incluir la etapa de poner en contacto la célula con un AcM IgG1 humano purificado que se une especificamente a IL-
1a.

Se describe igualmente un método de inhibicién de la migraciéon de una célula humana a través de una matriz de la
membrana basal. Este método puede incluir la etapa de adicién de un AcM purificado que se une especificamente a
IL-1a humana a una mezcla que incluye una matriz de la membrana basal y la célula humana.
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También se describe un método de inhibiciéon de un aumento inducido por IL-1a en la expresion de ICAM-1 y/o E-
selectina en la superficie de una célula endotelial humana. Este método puede incluir la etapa de adicién de un AcM
purificado que se une especificamente a IL-1a humana a una mezcla que incluye la célula endotelial e IL-1a.

La divulgacion describe de manera adicional un método de seguimiento de la inflamacion en un sujeto humano
sometido previamente a las etapas de: obtener del sujeto una primera muestra de células mononucleares de sangre
periférica en un primer momento; poner en contacto la primera muestra con un AcM purificado que se une
especificamente a IL-1a humana; y determinar el porcentaje de células de la primera muestra que se unen al Ac
monoclonal. Este método puede incluir las etapas de: (a) obtener del sujeto una segunda muestra de células
mononucleares de sangre periférica en un segundo momento; (b) poner en contacto la segunda muestra con el AcM
purificado que se une especificamente a IL-1a humana; (c) determinar el porcentaje de células de la segunda
muestra que se unen al Ac monoclonal; y (d) comparar el porcentaje de células de la primera muestra que se unen
al AcM con respecto al porcentaje de células de la segunda muestra que se unen al Ac monoclonal.

En los métodos previos, el AcM purificado es un AcM IgG1 humano que incluye una cadena pesada covalentemente
unida a una cadena ligera, p. €j., en la que la cadena pesada incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9
y la cadena ligera incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

Otro método descrito presenta las etapas de: (a) enriquecer una muestra biolégica obtenida de un sujeto humano
empleando un filtro para separar las moléculas segun el peso molecular en una primera fracciéon que incluye IgG
intacta complejada con IL-1a y una segunda fraccion que comprende moléculas inferiores a 100 kDa; y (b)
cuantificar la cantidad de IL-1a en la primera fraccién.

Otro método descrito presenta las etapas de: (a) enriquecer una muestra de plasma obtenida de un sujeto humano
empleando un filiro que separa las moléculas segun el peso molecular en una primera fraccion que incluye IgG
intacta complejada con IL-1a y una segunda fraccién que comprende moléculas inferiores a 100 kDa; (b) afadir la
primera fracciéon a un sustrato que incluye Acs anti-lgG humana inmovilizados en condiciones que permiten que la
IgG de la primera fraccion se una especificamente a los Acs anti-IgG humana inmovilizados en el sustrato; (c) lavar
el sustrato para eliminar el material de la primera fraccién que no se une especificamente a los Acs anti-IgG humana
inmovilizados; (d) poner en contacto el sustrato lavado en la etapa (c) con un Ac que se une especificamente a IL-1a
humana en condiciones que permiten que el Ab que se une de manera especifica a IL-1a humana se una
especificamente a cualquier IL-1a humana unida al sustrato; (e) lavar el sustrato para eliminar cualquier Ac que se
une especificamente a IL-1a humana que no se une al sustrato; y (f) cuantificar la cantidad de Ac que se une
especificamente a IL-1a humana restante unida al sustrato tras la etapa (e).

A menos que se especifique lo contrario, todos los términos técnicos utilizados en el presente documento poseen el
mismo significado que el entendido habitualmente por el experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Las definiciones entendidas cominmente de los términos biolégicos pueden hallarse en Rieger et al.,
Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 52 edicion, Springer-Verlag: Nueva York, 1991; y Lewin, Genes V,
Oxford University Press: Nueva York, 1994.

El término "se une especificamente”, como se emplea en el presente documento, cuando hace referencia a un
polipéptido (incluyendo Acs) o receptor, se refiere a una reaccion de unién que es determinante de la presencia de la
proteina o polipéptido o receptor en una poblaciéon heterogénea de proteinas y otros biolégicos. Por consecuencia,
en condiciones designadas (p. €j., condiciones de inmunoensayo en el caso de un Ac), el ligando o Ac especificado
se une a su "diana" particular y no se une en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra o a
otras proteinas a las que el ligando o Ac puede ponerse en contacto en un organismo. Generalmente, una primera
molécula que "se une especificamente” a una segunda molécula posee una constante de afinidad de equilibrio
superior aproximadamente a 10° (p- €j., 106, 107, 108, 109, 10" , 10" y 10" o mas) litros/mol a la segunda
molécula.

Cuando se hace referencia a una molécula proteica, tal como un Ac, "purificado” significa separado de componentes
que acompanan naturalmente a dichas moléculas. Normalmente, un Ac o proteina se purifica cuando representa al
menos aproximadamente 10 % (p. €j., 9 %, 10 %, 20 %, 30 % 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 %,
99 %, 99,9 % y 100 %), en peso, libre de las proteinas sin Ac u otras moléculas organicas presentes de forma
natural con las que se asocia naturalmente. La pureza puede medirse por cualquier método apropiado, p. €.,
cromatografia en columna, electroforesis en gel de poliacrilamida, o analisis por HPLC. Se "purifica" una proteina
quimicamente sintetizada u otra proteina recombinante producida en un tipo celular diferente al tipo celular en la que
esta presente de forma natural.

Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento pueden
emplearse en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen a continuacion métodos y materiales
apropiados. En caso de conflicto, la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, se controlara.
Ademas, las realizaciones particulares discutidas a continuacion son meramente ilustrativas y no tienen por objeto
ser limitantes.
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Descripcion detallada

La invencién abarca composiciones y métodos relacionados con AMs completamente humanos que incluyen (i) una
region variable de union a antigeno que exhibe afinidad de uniéon muy alta para IL-1a y (ii) una region constante que
es eficaz tanto en la activacion del sistema del complemento por la unién a C1q como la unién a varios receptores
Fc diferentes. La cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y la cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. Las realizaciones preferentes descritas a continuacion
ilustran la adaptacion de estas composiciones y métodos. No obstante, a partir de la descripcion de estas
realizaciones, pueden realizarse y/o practicar otros aspectos de la invencion en base a la descripcion proporcionada
a continuacion.

Los métodos que implican técnicas bioldgicas inmunoldgicas y moleculares convencionales se describen en el
presente documento. Los métodos inmunoldgicos (por ejemplo, ensayos de deteccion y localizacion de complejos
antigeno-Ac, inmunoprecipitacion, inmunoelectrotransferencia, y similares) se conocen generalmente en la materia y
se describen en tratados de metodologia, tales como Current Protocols in Immunology, Coligan et al., ed., John
Wiley & Sons, Nueva York. Las técnicas de biologia molecular se describen con detalle en tratados, tales como
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., vol. 1-3, Sambrook et al., ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N. Y., 2001; y Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., ed., Greene Publishing y
Wiley-Interscience, Nueva York. Se describen métodos de Ac en Handbook of Therapeutic Abs, Dubel, S., ed.,
Wiley-VCH, 2007. Las técnicas de cultivo celular se conocen generalmente en la materia y se describen con detalle
en tratados de metodologia, tales como Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 42 edicién, de R lan
Freshney, Wiley-Liss, Hoboken, N.J., 2000; y General Techniques of Cell Culture, de Maureen A Harrison e lan F
Rae, Cambridge University Press, Cambridge, R. U., 1994. Los métodos de purificacion proteica se discuten en
Guide to Protein Purification: Methods in Enzymology, vol. 182, Deutscher M P, ed., Academic Press, San Diego,
Calif., 1990.

En un aspecto, la invencién presenta un AcM completamente humano que incluye (i) una regién variable de union al
antigeno que exhibe afinidad de unién muy alta para IL-1a humana y (ii) una regién constante que es eficaz tanto en
la activacion del sistema del complemento por la unién a C1q como la unién a varios receptores Fc diferentes. La
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y la cadena ligera comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. El Ac humano es preferentemente una IgG1. La Ka del Ac es
preferentemente al menos 1 x10°M" o superior (p. €j., superior a 9 x10'"° M'1, 8 x10"° M'1, 7 x10"° M'1, 6 x10"° M'1, 5
x10"° M7, 4 x10" M, 3x10"° M", 2x10"M™, 0 1 x 10" M™).

Puesto que los linfocitos B que expresan Ig especifica para IL-1a humana estan presentes naturalmente en los seres
humanos, un método actualmente preferente para aumentar AMs es aislar en primer lugar dicho linfocito B de un
sujeto y luego inmortalizarlo de modo que se pueda replicar de forma continua en un cultivo. Los sujetos que
carecen de un gran ndmero de linfocitos B presentes de forma natural que expresan Ig especifica para IL-1a
humana pueden inmunizarse con uno o mas antigenos IL-1a humana para aumentar la cantidad de dichos linfocitos
B. AMs humanos se preparan inmortalizando una célula que secreta Ac humano (p. €j., una célula de plasma
humano). Véase, p. €j., la patente de Estados Unidos n.° 4.634.664.

En un método a modo de ejemplo, uno o mas (p. €j., 5, 10, 25, 50, 100, 1.000, o mas) sujetos humanos (p. €j.,
sujetos a los que no se le ha administrado previamente una vacuna de IL-1a humana) se exploran para la presencia
de dicho Ac especifico para IL-1a humana en su sangre. Los sujetos que expresan el Ac deseado pueden utilizarse
como donantes de linfocitos B. En un posible método, la sangre periférica se obtiene de un donante humano que
posee linfocitos B que expresan Ac especifico para IL-1a humana. Dichos linfocitos B se aislan entonces de la
muestra sanguinea, p. €j., por clasificacion celular (p. €j., clasificacion celular activada por fluorescencia, "CCAF"; o
clasificacion celular por microesferas magnéticas) para seleccionar linfocitos B que expresan Ig especifica para IL-1a
humana. Estas células pueden inmortalizarse por transformacion viral (p. ej., empleando VEB) o por fusién a otra
célula inmortalizada, tal como un mieloma humano segun técnicas conocidas. Los linfocitos B en esta poblacién que
expresan Ig especifica para IL-1a humana pueden aislarse por métodos limitantes de dilucién (p. ej., pueden
seleccionarse y subcultivarse células en pocillos de una placa de microtitulacion que son positivas para Ig especifica
para IL-1a humana, y el proceso se repitid6 hasta poder aislar una linea clonal deseada). Véase, p. €j., Goding,
Monoclonal Abs: Principles and Practice, pags. 59-103, Academic Press, 1986. Resultan preferentes esas lineas
celulares clonales que expresan Ig con al menos afinidades nanomolar o picomolar de unién para IL-1a humana. Los
AMs secretados por estas lineas celulares clonales pueden purificarse del medio de cultivo o de un fluido corporal
(p. €j., ascitis) por medio de procedimientos convencionales de purificacion de g, tales como cortes de sal, exclusion
por tamarios, separacion por intercambio i6nico, y cromatografia de afinidad.

Aunque los linfocitos B inmortalizados pueden utilizarse en cultivos in vitro para producir directamente AMs, en
algunos casos, podria ser deseable emplear sistemas de expresion heterélogos para producir AMs. Véase, p. €j., los
métodos descritos en la solicitud de patente de Estados Unidos numero 11/754.899. Por ejemplo, los genes
codificantes de un AcM especifico para IL-1a humana podrian clonarse e introducirse en un vector de expresion (p.
€j., un vector de expresion basado en plasmidos) para la expresion en una célula hospedadora heterdloga (p. €;j.,
células CHO, células COS, células de mieloma, y células de E. coli). Ya que las Igs incluyen cadenas pesadas (P) y
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ligeras (L) en una configuracion HzL,, los genes codificantes de cada una de estas pueden aislarse y expresarse por
separado en diferentes vectores.

Aunque generalmente menos preferentes, los AMs quiméricos (p. €j., AMs "humanizados"), que son moléculas de
union a antigeno con diferentes partes obtenidas a partir de diferentes especies animales (p. €j., region variable de
una Ig de ratén fusionada a la region constante de una Ig humana), podrian utilizarse en la invencién. Dichos Acs
quiméricos puede prepararse por métodos conocidos en la materia. E. G., Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.
UU., 81:6851, 1984; Neuberger et al., Nature, 312:604, 1984; Takeda et al., Nature, 314:452, 1984. De manera
similar, los Acs pueden humanizarse por métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, los Acs monoclonales con
una especificidad de uniéon deseada pueden ser comercialmente humanizados o como se describe en las patentes
de Estados Unidos n.° 5.693.762; 5.530.101; 0 5.585.089.

Los AMs descritos en el presente documento podrian madurarse por afinidad para potenciar o de otra forma
modificar su especificidad de unién por métodos conocidos, tales como transposiciones del dominio VH y VL (Marks
et al. Bio/Technology 10:779-783, 1992), mutagénesis aleatoria de las regiones hipervariables (RHVs) y/o residuos
variables (Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci. EE. UU. 91:3809-3813, 1994; Schier ef al. Gene 169:147-155, 1995;
Yelton et al. J. Immunol. 155:1994-2004, 1995; Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9, 1995; y Hawkins et al, J.
Mol. Biol. 226:889-896, 1992. Las variantes de la secuencia de aminoacidos de un Ac pueden prepararse mediante
la introduccién de cambios apropiados en la secuencia de nucleétidos codificante del Ac. Ademas, podrian alterarse
las modificaciones en las secuencias del acido nucleico codificantes de AMs (p. €j., sin cambiar la secuencia de
aminoacidos del AcM) para potenciar la produccion del AcM en ciertos sistemas de expresion (p. €j., eliminacion de
intrones y/u optimizacién de codones para un sistema de expresion dado). Los AMs descritos en el presente
documento pueden modificarse asimismo por conjugacién a otra proteina (p. €j., otro AcM) o molécula no proteica.
Por ejemplo, un AcM podria conjugarse a un polimero soluble en agua, tal como polietilenglicol o un nanotubo de
carbono (Véase, p. ej., Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 102:11600-11605, 2005). Véase, la solicitud de la
patente de Estados Unidos n.° 11/754.899 (publicacion n.° US2008/0050310).

Preferentemente, para garantizar que los elevados titulos de AcM especifico para IL-1a humana puedan
administrarse a un sujeto con efectos adversos minimos, las composiciones de AcM de la invencidn representan al
menos 0,5,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99,
99,9 o mas por ciento en peso puro (excluyendo cualquier excipiente). Las composiciones de AcM de la invencion
pueden incluir solamente un tipo Unico de AcM (es decir, uno producido a partir de una unica linea clonal de
linfocitos B) o pueden incluir una mezcla de dos o mas (p. €j., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas) tipos diferentes de AMs.
Ademas de AMs IL-1a humana, las composiciones de Ac de la invencién también pueden incluir otros AMs que se
unen especificamente a antigenos distintos a IL-1a humana.

Para modificar o potenciar su funcién, los AcM IL-1a humana pueden conjugarse a otra molécula, tal como una
citotoxina o marcador detectable. Un AcM especifico para IL-1a humana podria conjugarse con una o mas
citotoxinas para destruir de manera mas eficaz las células que expresan IL-1a. Las citotoxinas para su uso en la
invencion pueden ser cualquier agente citotoxico (p. ej., molécula que puede destruir una célula tras ponerse en
contacto con la célula) que puede conjugarse con un AcM espeC|f|co gara IL-1a humana Ejem;)los de citotoxinas
incluyen, entre otros, radionuclidos (p. ej., S, "c, ¥p, 23, ™|, ® , 2171, "Re, 3B, y 2"'At),
radionuclidos conjugados, y agentes quimioterapéuticos. Otros ejemplos de C|totoxmas |ncluyen entre otros,
antimetabolitos (p. €j., 5-fluorouracilo (5-FU), metotrexato (MTX), fludarabina, etc.), agentes antimicrotubulos (p. €;j.,
vincristina, vinblastina, colchicina, taxanos (tales como paclitaxel y docetaxel), etc.), agentes alquilantes (p. €j.,
ciclofosfamida, melfalan, biscloroetilnitrosurea (BCNU), etc.), agentes de platino (p. e€j., cisplatino (también
denominado cDDP), carboplatino, oxaliplatino, JM-216, CI-973, etc.), antraciclinas (p. e€j., doxorrubicina,
daunorrubicina, etc.), agentes antibiéticos (p. ej., mitomicina C), inhibidores de la topoisomerasa (p. €j., etoposido,
tenoposido, y camptotecinas) u otros agentes citotoxicos, tales como ricina, toxina diftérica (TD), exotoxina de
pseudomonas (EP) A, PE40, abrina, saporina, proteina viral de la hierba de carmin, bromuro de etidio,
glucocorticoides, toxina del antrax y otros. Véase, p. €j., la patente de Estados Unidos n.° 5.932.188.

El AcM especifico para IL-1a humana también puede conjugarse a un marcador detectable. Los marcadores
detectables utiles en la presente invencion incluyen biotina o estreptavidina, microesferas magnéticas, tintes
fluorescentes (p. €., isotiocianato de quorescelna I’OjO de Texas rodamlna J)rotel'na verde fluorescente, y similares),
radiomarcadores (p. ej., °H, "I, s, c, ¥p, "In ¥Ga, %®Ga, 0 "“As), sustancias radiopacas, tales como
metales para el diagndstico por |magenes radlologlcas, agentes paramagnéticos para el diagndstico por imagenes
de resonancia magnética, enzimas (p. €j., peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y otras empleadas
habitualmente en un ELISA), y marcadores colorimétricos, tales como oro coloidal o microesferas de vidrio o plastico
coloreadas (p. €j., poliestireno, polipropileno, latex, etc.). Los medios para detectar dichas etiquetas se conocen
adecuadamente por los expertos en la materia. Por consiguiente, por ejemplo, los radiomarcadores pueden
detectarse utilizando peliculas fotograficas o contadores de centelleo. Los marcadores fluorescentes pueden
utilizarse igualmente y pueden detectarse al emplear un fotodetector para detectar la iluminacion emitida. Los
marcadores enzimaticos se detectan en general disponiendo la enzima con un sustrato y detectando el producto de
reaccion producido por la accién de la enzima en el sustrato, y los marcadores colorimétricos se detectan
simplemente visualizando el marcador coloreado.
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La presente invencién también abarca moléculas de acido nucleico que codifican AMs completamente humanos
especificos para IL-1a humana como se define en las reivindicaciones. Aunque la misma molécula de acido nucleico
puede codificar tanto las cadenas pesadas como las ligeras de un AcM especifico para IL-1a humana, podrian
utilizarse también dos moléculas de acido nucleico diferentes, una codificante de la cadena pesada y la ofra
codificante de la cadena ligera. Las secuencias de aminoacidos de tres AMs IgG1especificos para IL-1a humana se
exponen en el presente documento. Véanse las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9 y 11. Las moléculas de acido nucleico a
modo de ejemplo codificantes de estas secuencias de aminoacidos también se describen en el presente documento.
Véanse las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, y 12. Puede utilizarse cualquier otro acido nucleico adecuado que codifica las
secuencias de aminoacidos de los dos AMs IgG1 descritos u otros AMs de la invencion.

Para la produccién de AMs, las moléculas de acido nucleico de la invenciéon pueden incorporarse en un vector de
expresion con una orientacion en la que dichas moléculas de acido nucleico se unen operativamente a secuencias
de control de la expresion, tales como secuencias de control de transcripcion y traduccion. Ejemplos de vectores de
expresion incluyen vectores obtenidos a partir de plasmidos y vectores obtenidos a partir de virus, tales como
adenovirus, virus adeno-asociados, y retrovirus. Las moléculas de acido nucleico codificantes de una cadena ligera y
una cadena pesada podrian incorporarse en un unico vector o vectores diferentes. Los vectores de la invencion
también pueden incluir secuencias reguladoras, tales como promotores y/o potenciadores (véanse, patente de
Estados Unidos n.° 5.168.062, patente de Estados Unidos n.° 4.510.245 y patente de Estados Unidos n.° 4.968.615),
marcadores seleccionables, o secuencias codificantes de las etiquetas de afinidad (para facilitar la purificacion) o un
marcador detectable.

Para la produccién de AMs, los vectores de la invencion pueden introducirse en una célula hospedadora adecuada,
p. €j., una célula procariota, tal como una bacteria o, preferentemente, una célula eucariota, tal como una célula
hospedadora de mamifero, vegetal, o de levadura. Ejemplos de métodos para introducir polinucleétidos heterélogos
en células hospedadoras incluyen el uso de vectores virales, electroporacion, encapsulacion del(los)
polinucledtido(s) en liposomas, transfeccion mediada por dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion
mediada por polibreno, fusidn de protoplastos, transformacion mediada por Agrobacterium, transformacion biolistica
y microinyeccion directa del ADN en los nucleos. Se prefieren actualmente lineas celulares de mamifero para la
expresion de AMs a partir de vectores. Ejemplos de células hospedadoras de mamifero incluyen células de ovario de
hamster chino (CHO) (p. €j., la linea celular CHO DG44), células Hela, células hepaticas de cria de hamster (BHK),
células hepaticas de mono verde africano (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (p. ej., Hep G2),
células NSO, células SP2, células HEK-293T, células Freestyle 293, y células NIH-3T3. Los AMs de la invencion
también pueden expresarse en animales transgénicos o plantas. Véanse, p. €j., las patentes de Estados Unidos n.°
5.827.690; 5.756.687; 5.750.172; 5.741.957; 6.046.037; y 5.959.177.

La divulgacion describe un método para detectar una célula que expresa IL-1a humana en una muestra poniendo en
contacto la célula con un AcM especifico para IL-1a humana y detectando el AcM unido a la célula. La invencion
proporciona ademas un método para destruir una célula que expresa IL-1a humana poniendo en contacto la célula
con un AcM especifico para IL-1a humana. Dicha destruccion puede lograrse por la destruccion mediada por el
complemento, citotoxicidad mediada por células dependientes de Ac, o administracion mediada por Ac de una
citotoxina. Los Acs descritos en el presente documento han demostrado también resultar Gtiles en otros métodos.
Por ejemplo, MABp1 se ha utilizado para reducir la expresion de ICAM1 y E-selectina inducida por IL-1a en las
células endoteliales. Se ha demostrado igualmente que MABp1 se utiliza en inmunoensayos para detectar y
cuantificar IL-1a en una muestra bioldgica.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Clonacién de IgG1 anti-hilL-1a y cadenas Kappa

Las secuencias de la region variable de la cadena pesada (RV-CP) y la region variable de la cadena ligera (RV-CL)
se sintetizaron génicamente empleando informacién de la secuencia de aminoacidos proporcionada en la patente de
Estados Unidos n.° 5.959.085. RV-CP se amplific6 por PCR introduciendo sitios Hindlll/Clal corriente arriba del
codon de inicio ATG y un sitio Nhel en el extremo 3'. La region constante IgG1 de la linea germinal humana
(incluyendo intrones y exones) se amplificd por PCR modificando los dos tripletes 5' codificantes de los dos primeros
aminoacidos Ala-Ser a un sitio Nhel, e introduciendo un sitio BamHI en el extremo 3'. La secuencia de aminoacidos
de la region constante IgG1 de la linea germinal humana correspondi6 a la entrada Swiss-Prot P01857, a excepcion
de un intercambio K171Q y V261L. La RV-CP y la secuencia de la constante IgG1-CP se ligaron empleando el sitio
Nhel y se clonaron en pcDNAS utilizando los sitios Hindlll y BamH].
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>hlL-1a-IgG1-CP

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRFTISRDNSKNILFLQMD

—-SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAQTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIALEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO:1)

>hlL-1a-IgG1-CP

atggagttcgggctgagtigggtgttcetggtggetctgetgegpggegtgeagtgecaggtgeagetggtggagagtgg
ggetggegtggtgcagectggecggtctetgegectgtettgeactgecteeggtittacctittctatgtttggtgtgeactgg
gtgegecaggeteccggeaagggactggaatgggtggecgeegtgagttacgacgggtccaacaaatattacgetgaga
_géngtgaaaggcagattcaécatcagcag_agétaéttécaag-aététtctgttcétécagatggacagtctgagactggagg

acactgctgtgtactactgegetegtggacgeectaaggtggteateccccgeeccectggeacattggggecagggaacte
tggtgaccttttctagcgctagcal:caagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctgggggca

cagecggecectgggetgeetggteaaggactacttececgaaceggtgacggtgtegtggaactcaggegeeetgaceag
cggcgiccacaccttcceggetgtectacagtectcaggactetactcectcageagegtagtgacegtgecectecageag
cttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaageccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgageccaaa
tcttgtgacaaaactcacacatgeccaccgtgeccageacctgaacteetggggggaccegteagtettccteticeececaa
aacccaaggacaccctcatgatctcccggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagecacgaagaccctga

ggtcaagticaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgceccagacaaagecgegggaggageagtacaacag
cacgtaccgtgtggtcagegtectcacegtectgeaccaggactggetgaatggeaaggagtacaagtgeaaggteteca
acaaagccctcecageccccatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeagecccgagaaccacaggtgtacacee
tgececcateccgggatgagetgaccaagaaccaggteagectgacctgectggteaaaggetictatcccagegacate
geectggagtgggagageaatgggeagecggagaacaactacaagaccacgecteccgtgetggacteegacggetee
ttettectctacageaagetcacegtggacaagageaggtggecagcaggggaacgtetictcatgetecgtgatgeatgag
getctgeacaaccactacacgcagaagagectetecttaagtcegggaaaataa (SEQ ID NO:2)

La RV-CL se amplificé por PCR introduciendo los sitios Hindlll/Clal corriente arriba del coddn de inicio ATG y un sitio
BsiWI en el extremo 3'. La secuencia de Kappa-CL constante humana se amplificé por PCR introduciendo un sitio
BsiWI en el extremo 5' codificante de un Arg adicional, los primeros aminoacidos Thr, y un sitio BamHI en el extremo
3'. La secuencia de aminoacidos Kappa-CL constante humana correspondié a la entrada Swiss Prot P01834. Las
secuencias RV-CP y Kappa-CL constante se ligaron utilizando el sitio BsiWI y se clonaron en pcDNAS utilizando los
sitios Hindlll y BamHI.
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>hlL-la-K-CL

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:3]

>hlL-1a-K-CL
atggacatgecgegtgececgeccagetgetggggetgetgetgetgtggticeotggatctaggtgegacattcagatgace
cagtc;;:;gcicagtgtcagcctccgtgg gcgacagagtgacaétcacctgccgcgcctctcagggaatctctagttgg
ctggectggtaccagecagaagectggaaaggeccccaagetgetgatetatgaagectecaacctggagaceggegtge
cetetegettcageggctcaggcteaggceagtgattttactctgaccatcagetccctgcagecagaggatttcgetacttact
aclgccagcagacctcttccttcétgctgtccttcgggggaggcacaaaggtggagcaccgtacggtggctgcaccatctg
tcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaétctg gaactgcctctgtigtgtgectgetgaataacttctatcccagaga
ggccaaagtacagtggaaggtggataacgeectccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagecaggacageaa
ggacagcacctacagectcageageaccetgacgetgageaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgectgega

agtcacccatcagggcectgagticaccggtgacaaagagcttcaacaggggagagtgttag[ SEQ ID NO:4)

Ejemplo 2 - Generacion de NATHMAB-hIL-1a IgG1y cadena Kappa

La secuencia completa codificante de NATHMAB-hIL-1a/cadena pesada de IgG1 se sintetizd génicamente. La
secuencia RV-CP correspondia a la secuencia de aminoacidos descrita en la patente de Estados Unidos 5.959.085.
La secuencia de 1gG1-CP constante humana correspondia a la entrada Swiss-Prot P01857. La secuencia de
nucledétidos era un codén optimizado para la expresion en células CHO. Se afiadié una secuencia de Kozac (gccacc)

corriente arriba del inicio ATG.
>NATHMAB-hIL-1A-IGG1-CP
MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRETISRDNSKNILELQMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
[SEQ ID NO:5]
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>NATHMAB-hIL-1A-IGG1CP

gecaccatggagtttggtetgtectgggtgtictiggtggetctgetgaggggggtgeagtgecaggtecagetggtggagt
ctggtgggggagtggtgcagectgggagatctetgeggetgtettgeactgectetggtttcactttctetatgtitggtgtgea
ttgggtcaggcaageaccaggcaaaggactcgagtgggtegeagetgtgagetatgacgggtctaacaaatattacgetg
agtctgtcaagggtaggtttaccatcageccgggataattccaaaaatatectgttcctgeaaatggactetetgaggetggaa
gatactgcagtctactattgtgcaagggggaggcecaaaggtggtgatccecgetecectegetcactggggacagggaac
cctggtgactitcagetetgetagcaccaagggecctagegtgticecatiggetecticctccaaatetactictggaggeac
cgecgeectgggatgtetegtgaaagattattttcctgageccgtcacegtgagetggaacageggegeectgactagegg
cgtgcacacctitcccgeagtgetgeaatctagegggetgtactccetgagetetgtegtgacegtgecctecageagecte
ggaactcagacctacatctgcaatgtcaatcataaaccctctaataccaaagtcgataagaaggtcgaacctaaatcttgega
taaaacccatacctgcecccccttgeccageaccegaactgetgggeggtecctetgtgtttetgttcccecccaaacccaaa

gataccctgatgatctctaggaccccegaggteacttgtgtegtggtggatgtgtcccacgaagatccagaagtcaaattca

actggtatgtggacggggtcgaagtgcacaacgcaaagaccaagectagggaggaacagtataatagcacatatagggt
ggtcagegtectgaccgtectgeatcaggactggetgaatggeaaagaatataagtgtaaagtgtccaacaaggecectgee
agccccaatcgaaaagacaatctctaaagccaaggggcaaccccgggaacctcaggtctatacactgccaccctctcgg

gatgaactgaccaagaatcaggtgagectgacatgtetigtgaagggttittatccctccgacattgeegtggagtgggaga
gcaatggacaaccagaaaataactacaaaaccacacccectgtgetggactccgatggttecttcttcetctactctaagetg
acagtggataaglctaggtggcagcaggggaatgtgtictectgetctgtgatgecacgagpcactgeacaatcattatacac
aaaagtctctgtctctgtctccaggaaagtaa [SEQ ID NO:6]

La secuencia completa codificante de NATHMAB-hIL-la/cadena ligera Kappa se sintetizd génicamente. La secuencia
RV-CL correspondia a la secuencia de aminoacidos descrita en la patente de Estados Unidos 5.959.085. La
secuencia de Kappa-CL constante humana correspondia a la entrada Swiss-Prot P01834. La secuencia de
nucledétidos era un codén optimizado para la expresion en células CHO. Se afiadié una secuencia de Kozac (gccacc)
corriente arriba del ATG.

>NATHMAB-hIL-1A-K-CL

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF

YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK

VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:7]
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NATHMAB-hIL-1A-K-CL

geccaccatggacatgegegticctgeecagetectcggactgetgetgetttggttcccaggeteceggtgtgataticag
atgacacagtctccctcctccgtatetgeatecgtgggegacagggtcacaatcacttgtagggecagecaggggatctc
tagttggctcgeatggtaccaacaaaagecaggtaaggetccgaaactgetcatttacgaagcetagtaacctcgaaacag
gegtgccaagecggtitageggeteeggttccggttetgacttcaccetcactatttcctecetgeaacctgaggatttigec
acatattactgtcagcaaacttcttcttttctgetctectttggtgggggaactaaggtggageacacagtggeegeeecea
geglctttatcttccccccaagegatgaacagetgaagtcagggaccgecagegtggtetgeotgetcaataatttttacee
tcgegaggetaaggtccaatggaaagtggataacgeectccagageggtaactctcaggagtetgtcacagagcaaga
cagcaaggatagcacctattccctetccageaccetgacactgtctaaggeogactacgagaaacacaaagtgtacgett
gtgaggtgactcaccagggactgagtageectgtgacaaaatctitcaataggggagaatgetga [SEQ ID
NO:8]
Ejemplo 3 - Expresion de NATHMAB-IL1-a (IgG1/subtipo k)

NATHMAB-IL-1a se expreso y se purificd utilizando un método de transfeccion transitoria. El sobrenadante del
cultivo celular o Ac purificado por afinidad a la proteina G se sometié a analisis adicional como se describe a
continuacion. Las células 293T hepaticas embrionarias humanas (HEK) se cultivaron en DMEM que contenia STF al
10 %, y se transfectaron transitoriamente utilizando eI reactivo jetPEI (Polyplus) segun el protocolo del fabricante.
Las células se sembraron en placas de 10 cm (3x10 células por placa de 10 cm) 24 horas antes de la transfeccion
para alcanzar una densidad de aproximadamente 50 % en el momento de la transfeccion. Se utilizaron para la
transfeccion 5 ug por placa de pcDNA3-anti-hlL-1a-IgG1-CP y un exceso molar de 2 veces de pcDNA3-anti-hlL-1a-
Kappa. Tras la recuperacion, el medio se cambié a DMEM que contenia STF al 2 % (10 ml por placa) y se recogio
AD durante 5 a 6 dias. El sobrenadante se recogio, se filtrd, se ajusté el pH a 7,5-8, y se almacend a 4 °C hasta su
posterior uso.

Parte del sobrenadante (250 ml) se incubd con proteina G sefarosa (GE Healthcare) durante 3 h a 4 °C en un
agitador rotativo. A continuacion, la proteina G sefarosa se cargd en una columna mediante flujo por gravedad y se
lavé con TFS. Ac se eluyo en fracciones de 1 ml utilizando 100 mM de glicina/150 mM de NaCl en 100 pl de Tris (pH
8), seguido de dialisis con TFS que contenia glicerol al 10 %. La concentracion total de proteinas de cada fraccion se
midid6 empleando el kit de deteccion de proteinas BCA (Pierce). El tamafio correcto de las cadenas pesadas y
ligeras, y del Ac nativo montado se confirmé por SDS-PAGE.

El sobrenadante que contiene Ac NATHMAB-hIL-1a purificado y lisados celulares de Triton X-100 de celulas 293T
HEK productoras se ensayo para la union de antigeno en un radioinmunoensayo (RAI) empleando ®|.hlL-10. La
union se ensay6 mediante la absorcion a la proteina G. Todas las muestras se unieron a '2%_hlL-1a con mayor
actividad en el eluato. La union de NATHMAB-hIL-1a purificado en una concentracion de 0,012 % (actividad medio
maximo en RAI) con respecto a "°-hiL- 1cx se utilizé para medir el coeficiente de afinidad. La Ka de NATHMAB-hIL-
1a en estas condiciones era 3,03x10" M'. El calculo inducido revelé6 una concentracién estimada de
aproximadamente 30 pug/ml de anti-hIL-10-IgG activa en el eluato purificado.

La actividad neutralizante de NATHMAB-hIL1a se ensay6 en un bioensayo utilizando la sublinea EL4-6.1 murina que
produce altos niveles de IL-2 cuando se trata con IL-1a murina o humana (Zubler et al., J. Immunol. 134:3662-3668,
1985). Las concentraciones indicadas de NATHMAB-hIL-1a (eluato) se incubaron durante 30 min a 37 °C con
diferentes concentraciones de hlL-1a recombinante (eBioscience) en un volumen final de 100 pl/pocillo en una placa
de cultivo de 96 pocillos (fondo plano). Cada punto se llevé a cabo por triplicado y en medlo de cultivo (DMEM, STF
al 5%). A cada pocillo se afiadieron 100 ul de una suspension de células ELA-6,1 (5x10° células/ml) en medio de
cultivo que contiene 0,2 pg/ml de ionomicina. Tras la incubacién durante 24 horas a 37 °C en una incubadora de CO;
al 5%, los sobrenadantes libres de células se recogieron y se analizaron para las concentraciones de IL-2
empleando ELISA disponible comercialmente (R&D Systems). Los resultados mostraron que NATHMAB-IL-1a
neutralizé eficazmente la secrecion de IL-2- inducida por hiL-1a por medio de las células EL-4.

Para ensayar la neutralizacion de hiL-1a unida a la membrana, el mismo ensayo basado en células EL-4 como se ha
descrito previamente se utilizé con las siguientes modificaciones. Diferentes concentraciones de NATHMAB-hIL-1a
(eluato) se incubaron con diversas cantidades de monocitos activados humanos. Para la preparacion de los
monocitos, se aislaron las CMSP a partir de la capa leucocitaria mediante centrifugacion Ficoll-Paque. A los
monocitos se les permitié la adhesiéon durante 1,5 h a 37 °C en RPMI en placas de plastico. Los linfocitos no
adherentes se lavaron para producir un cultivo de monocitos casi puro. Los monocitos se cultivaron en RPMI que
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contenia GIn, Pyr, y STF al 10 % durante 24 h con LPS (1pug/ml) a 37 °C en una incubadora de CO; al 5 %. Las
células se separaron con TFS/2 mM de EDTA, se retiraron cuidadosamente de las placas, y se transfirieron a tubos
Falcon. Las células se lavaron dos veces con TFS, se volvieron a suspender en TFS/PFA al 1 % y se fijaron durante
10 minutos a 20 °C. Las células se lavaron con tampon glicina (150 mM de glicina, 75 mM de NaCl, pH 7,4), luego
con medio de cultivo y se contaron. Los resultados mostraron que NATHMAB-hIL-1a neutralizé eficazmente la
secrecion de IL-2 por las células EL-4 inducidas por hiL-1a unida a la membrana. En un experimento similar al
descrito previamente, NATHMAB-hIL-1a se ensay0 para la neutralizacion de IL-1a murina. Se incubaron cantidades
indicadas de sobrenadante de NATHMAB-hIL-1a con IL-1a recombinante humana (h) o murina (m) (eBioscience). El
sobrenadante que contiene el Ac neutralizé IL-1a humana pero no murina.

Ejemplo 4- Destruccién mediada por Ac de las células cancerosas

Las células mononucleares de sangre periférica humana (CMSP) aisladas de la capa leucocitaria por preparacion
convencional de Ficoll Paque se incubaron en cualquier RPMI-1640 CM o RPMI-1640-CM que contiene rhiL-2 (30
ng/ml, eBioscience) a 37 °C y CO; al 5 % durante la noche y se utilizaron como células efectoras (E). Se utilizaron
células THP1 como las dianas (D). El ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pocillos con cada punto por triplicado.
Tras 1x10* dianas que se incubaron con diferentes concentraciones de MABp1 durante 15 minutos, se afiadieron las
células efectoras en una relacién ED de 25:1 y 50:1 con respecto a 1x10* dianas y se incubaron durante otras 4
horas. 75 ul de volumen de ensayo se transfirieron a una nueva placa de 96 pocillos y la citotoxicidad se analizd
utilizando el kit de deteccion de citotoxicidad LDH (Roche) segun el protocolo del fabricante. % de lisis especifica =
(liberacion experimental media/liberacion espontanea media sin anticuerpo) x 100/(liberacion maxima media de las
dianas-liberacion espontanea media de las dianas) A. CMSP sin tratar se utilizaron como células efectoras. B. CMSP
tratadas con rhlL-2 se utilizaron como células efectoras. En ambos casos, el aumento de las concentraciones (1,25 a
20 ug/ml) de MABp1 produjo un aumento de la destruccion de células diana (hasta aproximadamente 90 %) en
ambas relaciones ED.

Ejemplo 5- Secuencias AcM especificas para anti-IL1a humana

La secuencia completa codificante para otra anti-hlL-1algGs humana/cadena ligera Kappa especifica para IL1a
humana (MABp1) se sintetizd y se expresdé como se ha descrito previamente. En los acidos nucleicos codificantes
de las cadenas pesadas y ligeras, se afiadio una secuencia de Kozac (gccacc) corriente arriba del inicio ATG.

Cadena pesada

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRFTISRDNSKNILFLQMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
[SEQ ID NO:9}

gecaccatggagtttggtetgtectgggtgttettggtgectetgctgagggpggtecagtgccaggteccagetggtggagt
ctggtgpggggagtggtecagectgggagatotetgeggetgtettgeactgectotggtttcacttictetatgtttggtgteca
ttgggtcaggcaageaccaggcaaaggactegagtgggtegeagetgtgagetatgacgggtctaacaaatattacgetg
agtctgtcaagggtaggtitaccatcagecgggataaticcaaaaatatectgttcctgcaaatggactetctgaggetggaa
gatactgcagtctactattgtgcaagggggaggcecaaaggtggtgatcccegeteccctegetcactggggacagggaac
cetggtgactttcagetetgetagecaccaagggecctagegtgticeeattggetecttcetecaaatetacttetgpagecac
cgeegeectgggatgicteglgaaagatiattitcctgageceglcaceglgageiggaacageggegeccigactagegg
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cgtgcacacctttcccgeagtgetgeaatctagegggcetgtactcectgagetetgtegtgacegtgeccteccageagectc
ggaactcagacctacatctgcaatgtcaatcataaaccctctaataccaaagtcgataagagggtcgaacctaaatcttgeg
ataaaacccatacctgecccccttgeccageaccegaactgetgggeggtecetetgtgtitetgttcececccaaacceaa
agataccctgatgatctctaggacccecgaggtcacttgtgtcgtggtggatgtgtcccacgaagatccagaagtcaaattc
aactggtatgtggacggggtcgaagtgcacaacgcaaagaccaagectagggaggaacagtataatagcacatataggg
tggtcagegtectgacegtectgeatcaggactggctgaatggcaaagaatataagtgtaaagtgtccaacaaggeectige
cagccccaatcgaaaagacaatctctaaagccaaggggcaaccccgggaacctcaggtctatacactgcéaccctctcgg
gaggaaatgaccaagaatcaggtgagectgacatgtettgtgaagggtttitatccctccgacattgeegtggagtgggaga
geaatggacaaccagaaaataactacaaaaccacaccccctgtgetggactcegatggticcttcticctctactctaagetg
acagtggataagtctaggtggcagcaggggaatgtgttctectgetctgtgatgecacgaggeactgceacaatcattatacac
aaaagtctctgtctctgtctccaggaaagtaa [SEQ ID NO:10]

Cadena ligera

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:11]

gecaccatggacatgegegtteetgeecagetecteggactgetgetgetttggticecaggetceceggtgtgatattcagat
gacacagtctcectectecgtatetgeatcegtgggegacagggtcacaatcacttgtagggecagecaggggatctetag
ttggetegeatggtaccaacaaaagecaggtaaggetccgaaactgetcatttacgaagetagtaacctcgaaacaggegt

gecaageeggtttageggetecggttccggttctgacttcacccteactatttcctecctgeaacctgaggattitgecacatat
tactgtcagcaaacttcticttttctgetctectttggtggagoaactaaggtggagcacaageggacagttgetgetcetage

gtetttatcttecctccaagegatgaacagetgaagtcagggaccgecagegtggtcetgectgetcaataattittacectege
gaggctaaggtccaatggaaagtggataacgeectccagageggtaactctcaggagtetgtcacagageaagacagea

aggatagcacctattccctctccageacectgacactgtctaaggecgactacgagaaacacaaagtgtacgettgtgaggt
gactcaccagggactgagtagccctgtgacaaaatctttcaataggggagaatgetga [SEQ ID NO:12]

Ejemplo 6 - Afinidad de Union a MABp1

La afinidad de unién de MABp1 purificado se determiné empleando resonancia superficial de plasmoén (RSP) en un
instrumento BlAcore 2000 (GE Health Sciences). Un Ac (Fc) IgG anti-humano monoclonal de raton se inmovilizd
covalentemente en las células de flujo de un chip sensor CM5 utilizando un kit de captura de Ac humano y un kit de
acoplamiento de amina (GE Health Sciences). Se alcanzaron normalmente niveles de inmovilizacion de 8.000-
14.000 RU. Tras la inmovilizacion del Ac (Fc) de captura IgG anti-humano de ratén, se ejecutaron tres ciclos iniciales
con tampon de migracion HBS-EP (GE Health Sciences) y dos ciclos iniciales con MABp1 para estabilizar la
superficie CM5 y eliminar cualquier Ac no unido covalentemente. Para el analisis, Ac MABp1 se diluyé en tampén de
migracion HBS-EP a una concentracion final de 1 pg/ml y se inmovilizé a 700 RU en una célula de flujo del chip
sensor CM5. La citoquina IL-1A humana libre de transportador (eBioscience, n.° 34-8019) se diluyé en serie en
tampon de migracion HBS-EP en un intervalo de ensayo de 100 nM a 0,05 nM. El caudal era de 30 pl/min. Los datos
de disociacion para cada dilucion de citoquinas se registraron durante 15 minutos. La superficie CM5 se regenerd
después de cada ciclo empleando una inyeccién tnica de MgCl, 3 M durante 25 segundos a un caudal de 30 pl/min.
El software BiaEvaluation y un modelo de uniéon de Langmuir se utilizaron para ajustar los datos. La Kp para MABp1
determiné ser inferior a 2,0 x 10" M.

Ejemplo 7 - MABp1 inhibe la invasion de células tumorales de una matriz de la membrana basal

Matrigel (BD), una matriz de la membrana basal, se descongelé a 4 °C durante la noche y el diluido (5 mg/ml a 1
mg/ml) en medio de cultivo celular frio libre de suero. 100 ul de matrigel diluido se colocaron en las camaras
superiores de un cultivo polarizado de 24 pocillos (Costar) y el cultivo polarizado se incub6 a 37 °C durante al menos
4 a 5 h para gelificaciéon. Las células tumorales (MDA-MB-231 y THP-1) se recogieron de los matraces de cultivo
tisular con tripsina/EDTA, se lavaron con medios de cultivo, y se volvieron a suspender en un medio que contenia
SFB al 1% en una densidad de 1 X 10° células/ml. El matrigel gelificado se lavé gradualmente con los medios de
cultivo libres de suero calentado, y se afiadieron 100 ul de la suspension celular a cada pocillo. La camara inferior
del cultivo polarizado se llené con 600 ul de medio de cultivo, y las placas se incubaron a 37 °C durante 12 a 24 h.
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Las células que no invadieron el matrigel se retiraron gradualmente de la parte superior de cada cultivo polarizado
con un hisopo de algodoén. Los cultivos polarizados se eliminaron a continuacién de las placas de 24 pocillos y se
tifieron con cristal violeta tras la fijacion de las células invadidas con etanol o metanol al 70 %. Las células invadidas
se contaron en un microscopio 6ptico. El porcentaje de células que invaden el matrigel se inhibio significativamente
en presencia de MABp1.

Ejemplo 8 -MABp1 bloquea el aumento de la expresion de ICAM1 en las células endoteliales.

Las células endotellales de vena umbilical humana (HUVEC) (BD Biosciences) se sembraron en placas de 24
pocillos a 5 x 10° por pocillo en 1 ml de medio M-200 suplementado con suplemento de crecimiento bajo en suero
(Invitrogen). Las células se dejaron reposar durante 3-4 horas. Se aspird el medio y se afiadid 1 ml de M-200
reciente por pocillo. MABp1 se afiadid directamente a las células con 4,26 ug/ml, se coincubd durante 15 minutos a
temperatura ambiente, y a continuaciéon, se afiadio IL-1a humana recombinante (rhIL1A, eBioscience) a una
concentracion final de 40 pg/ml. Los pocillos de control positivo recibieron la adicion de solo IL-1a. Las células
HUVEC en ausencia de IL-1a o ausencia de MABp1 sirvieron como controles negativos. Tras 17-20 horas de
incubaciéon a 37 °C, CO; al 5 %, las células se retiraron de las placas por un tratamiento no enzimatico durante 20
minutos utilizando reactivo CellStripper (Cellgro Mediatech) y luego se analizaron inmediatamente para la expresion
de CD54 (ICAM-1) utilizando protocolos convencionales de citometria de flujo. El tampdn de tincion contenia TFS de
Dulbecco suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 2 %. AcM (ICAM-1) CD54 anti-humano de
ratéon conjugado con PE (eBioscience, clon HA58) o un control de isotipo IgGlk de raton conjugado con PE
(eBiocience, n.° 12-4714) se utilizd segun las instrucciones del fabricante para tefiir las células HUVEC en un
volumen de tincion de 100 microlitros durante 20 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente
se llevaron a cabo dos lavados en tampodn de tincion y luego las muestras se adquirieron en un citémetro de flujo
FACSCalibur (BD Biosciences). Entre varios experimentos independientes (n=5) el aumento de las moléculas de
adhesién de ICAM-1 inducida por rhiL1A en la superficie de células HUVEC se neutralizé mediante MABp1 a los
niveles iniciales exhibidos por las células HUVEC no estimuladas.

Ejemplo 9 - MABp1 bloquea el aumento de la expresion de E-selectina en las células endoteliales.

De manera similar a sus efectos en la induccién de ICAM-1, se observé también la neutralizacién mediada por
MABp1 de la induccion de CD62E (E-selectina) en células HUVEC. Este efecto era mas pronunciado cuando las
células HUVEC se estimularon no por rhiL-1a soluble sino por IL-1a membranosa anclada por glicosil-
fosfatidilinositol a la superficie de células CHO DG44 (células GPI-IL1A). En este experlmento los cultivos
confluentes de células HUVEC en placas de 6 pocillos se cocultivaron durante la noche con 5 x 10° células DG44
GPI-IL1A en medio M-200, solo, en presencia de 10 ug/ml de MABp1, o en presencia de 10 ug/ml de Ac de control
del isotipo D5. Tras 17-20 horas, las monocapas HUVEC se lavaron extensamente con TFS de Dulbecco y se
recogieron por el tratamiento no enzimatico durante 20 minutos con el reactivo CellStripper (Collgro Mediatech) y a
continuacion se analizaron inmediatamente para la expresion de CD62E (E-selectina) utilizando protocolos
convencionales de citometria de flujo. El tampdn de tincion contenia TFS de Dulbecco suplementado con suero fetal
bovino inactivado por calor al 2 %. AcM CD62E anti-humano de ratén conjugado con PE (eBioscience, clon P2H3) o
un control de isotipo IgGlk de raton conjugado con PE (eBiocience, clon P3) se utilizé segun las instrucciones del
fabricante para tefir las células HUVEC en un volumen de tincion de 100 microlitros durante 20 minutos en la
oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se llevaron a cabo dos lavados en tampon de tincion y luego las
muestras se adquirieron en un citometro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences). La expresion de E-selectina
aumentada en la superficie de las células HUVEC inducidas por GPI-IL-1a membranosa se neutralizé mediante
MABp1 a los niveles iniciales exhibidos por las células HUVEC no estimuladas.

Ejemplo 10 - Bioensayo MRC-5 para la potencia de MABp1 (neutralizacién de rhiL1A)

La linea celular MRC-5, obtenida a partir de fibroblastos pulmonares humanos fetales, se obtuvo de la coleccion
CACT (CCL-171). La potencia neutralizante de IL-1 de MABp1 se analizé mldlendo la liberacién inducida por IL-1A
de IL-6 a partir de células MRC-5. Las células MRC-5 se sembraron a 5 x 10° por pocillo a una placa de 96 pocillos
en 100 microlitros de medio DMEM completo. Las células se cultivaron durante la noche a 37 °C en una incubadora
de CO3 al 5 %humidificada. Las células confluentes MRC-5 se cultivaron posteriormente otras 24 horas con 20 pg/ml
de IL-1A humana recombinante (rhIL1A, eBioscience) solo o en presencia de concentraciones crecientes de MABp1.
Las células de control negativo no se estimularon con rhiL1A. Después de las 24 horas, se recogieron los
sobrenadantes y se analizaron para la liberacion de IL-6 utilizando el kit ELISA IL-6 de eBioscience. La Clso, 0 la
concentracion de MABp1 requerida para inhibir el 50 % de la liberacion maxima de IL-6, se encontraba en el
intervalo de 0,001-0,01 pg/ml.

Ejemplo 11 - MABp1 identifica células IL-1a +.
Se alicuotaron cien microlitros de sangre entera anticoagulada de heparina sédica en tubos de poliestireno de
CCAF. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos con 1 mg de IgG humana (proteina A

purificada) mas 2 ml de suero fetal bovino inactivado por calor para bloquear los receptores Fc. Los AcM primarios
se afiadieron a la muestra: 1 mg de MABp1 marcado con Alexa-488, 1 mg de Ac IL1A humana anti-membrana
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monoclonal marcada con FITC (FAB200F, R&D Systems), o 1 mg de un control de isotipo murino (IC002F, R&D
Systems). Los AMs primarios se incubaron con la muestra durante 30 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Los eritrocitos de la muestra se lisaron a continuaciéon (solucion BD Biosciences PharmLyse) a
temperatura ambiente durante 15 minutos, se centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos, y se aspiraron. Los
granulos de muestra se lavaron tres veces con un 1 ml de solucién salina equilibrada de Hank (SSEH) que contenia
suero fetal bovino inactivado por calor al 2 %. La muestra se volvié a suspender en 0,3 ml de SSEH + SFB al 2 %,
los datos se adquirieron en un citémetro de flujo FACSCalibur y se analizaron mediante el software CellQuest. El
analisis por citometria de flujo de CMSP humanas utilizando MABp1 mostré que sélo el 0,2 % de CMSP eran
positivas para IL-1a.

Ejemplo 12 - MABp1 para detectar y seguir infecciones e inflamacion

El analisis por citometria de flujo (como en el Ejemplo 11) de CMSP humanas utilizando MABp1 mostré un aumento
de 3,6 veces en el porcentaje de CMSP positivas para IL-1a en un sujeto con una infecciéon subclinica en
comparacion con un control normal. Del mismo modo, en un sujeto con una muela del juicio inflamada, se produjo un
aumento en el porcentaje de CMSP positivas para IL-1a*. Una disminucién sustancial en el nimero de CMSP para
IL-1a” se observo a partir de 14 a 45 dias después de la extraccion de la muela del juicio.

Ejemplo 13 - Inmunoensayo para detectar y/o cuantificar IL-1 a

En general, los niveles muy bajos de IL-a estan presentes en el plasma de sujetos humanos. Ya que estos niveles
estan mas alla del umbral de detecciéon de los inmunoensayos convencionales, se desarroll6 un ELISA con una
sensibilidad mejorada. En este ELISA, puede afiadirse Ac anti-IL-1a exdgeno (p. €j., MABpl) a una muestra biolégica
que se esta ensayando (p. €j., plasma humano) en condiciones que permiten que el Ac se una a IL-1a en la muestra.
Puesto que se observo que casi todas las IL-1a en muestras de plasma humano ya estaban unidas a Ac anti-IL-1a
enddgeno, esta Ultima etapa puede omitirse a menudo. La muestra con complejos de IL-1a-Ac se aplica entonces a
un filtro (dispositivo de centrifugacion Amicon) con un peso molecular de corte de aproximadamente 100 kDa para
separar los complejos de IL-1a-Ac a partir de moléculas en la muestra inferiores al peso molecular de corte. En un
experimento, esto dio lugar a una concentracion de 50 veces. Se afhadié entonces la muestra procesada (y
diluciones de las mismas) a los pocillos de una placa de microtitulacion recubierta con un Ac de captura IgG anti-
humana (2 ug/ml de IgG anti-humana de raton, especifica para Fc, Southern Biotech cddigo del producto n.° 9042-
01). Pasado un tiempo para unir los complejos IL-1a-Ac de la muestra, los pocillos se lavaron para eliminar el
material no vinculante. A continuacion, se afiadié Ac secundario IL-1a anti-humano marcado a los pocillos (0,2 ug/ml
de Ac IL-1A anti-humano monoclonal de ratén conjugado con biotina, clon CRM6, eBioscience catalogo n.° 13-7017).
Después de permitir un tiempo para unir la IL-1a en los pocillos, la placa se lavé y la cantidad de IL-1a anti-humano
marcado en cada pocillo se cuantificé como una indicacién de la concentracién de IL-1a en la muestra que se esta
ensayando.

Otras realizaciones
Ha de entenderse que aunque la invencidon se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la
descripcion previa tiene por objeto ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define por el alcance de las

reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un AcM IgG1 humano purificado que se une especificamente a IL-1a humana, el AcM que comprende una
cadena pesada unida covalentemente a una cadena ligera, en el que la cadena pesada comprende la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 9 y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

2. Un conjunto de acidos nucleicos aislados que comprende un primer acido nucleico codificante de la cadena
pesada de un AcM IgG1 humano que se une especificamente a IL-1a, y un segundo acido nucleico codificante de la
cadena ligera del AcM IgG1 humano que se une especificamente a IL-1a humana, en el que el primer acido nucleico
codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y el segundo &cido nucleico codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

3. El conjunto de acidos nucleicos aislados de la reivindicacion 2, en el que el primer acido nucleico comprende la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 10 y el segundo acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO: 12.

4. El conjunto de acidos nucleicos aislados de la reivindicacion 2, en el que el conjunto de acidos nucleicos aislados
se comprende en al menos un vector de expresion.

5. El conjunto de acidos nucleicos aislados de la reivindicacion 3, en el que el conjunto de acidos nucleicos aislados
se comprende en al menos un vector de expresion.

6. El conjunto de acidos nucleicos aislados de la reivindicacion 2, en el que el conjunto de acidos nucleicos aislados
se comprende en una célula hospedadora aislada.

7. El conjunto de acidos nucleicos aislados de la reivindicacion 6, en el que la célula hospedadora es una célula de
mamifero.

8. Una célula hospedadora en la que se ha introducido acidos nucleicos aislados que comprenden un primer acido
nucleico codificante de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y un segundo acido nucleico codificante de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

9. La célula hospedadora de la reivindicacion 8, en la que el conjunto de acidos nucleicos aislados se comprende en
al menos un vector de expresion.

10. La célula hospedadora de la reivindicacién 8, en la que la célula hospedadora es una célula de mamifero.

11. La célula hospedadora de la reivindicacién 10, en la que la célula hospedadora es una célula de ovario de
hamster chino.

12. Un anticuerpo monoclonal IgG1 humano que se une especificamente a IL-1a, en el que el anticuerpo monoclonal
comprende la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina producida expresando en una célula hospedadora
de mamifero un primer acido nucleico codificante de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y un segundo
acido nucleico codificante de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

13. El anticuerpo monoclonal IgG1 humano de la reivindicacion 12, en el que la célula hospedadora de mamifero es
una célula de ovario de hamster chino.
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