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DESCRIPCION
Anticuerpos de quimiocinas PAN ELR* CXC

La presente invencion se refiere a anticuerpos contra quimiocinas CXC ELR* y sus usos en el tratamiento de
enfermedades en las que la patogénesis esta mediada por quimiocinas CXC ELR*.

Las quimiocinas CXC ELR* (asi llamadas porque todos los miembros de la familia de las quimiocinas poseen un
motivo de aminoacido E-L-R inmediatamente adyacente a su motivo CXC) desempefian un papel importante en una
variedad de mecanismos patégenos, incluyendo la migraciéon de neutrdfilos a sitios de inflamacion y angiogénesis.
Los neutrdfilos contribuyen a la patogénesis de varias enfermedades inflamatorias/autoinmunes agudas y cronicas,
tales como enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), psoriasis en placa y pustulosis palmoplantar. Las quimiocinas
CXC ELR* también desempefian un papel critico en tumorogénesis y metastasis tumoral. Estas quimiocinas se
expresan altamente en tumores. Dentro del ambiente tumoral, las quimiocinas CXC ELR* estan implicadas en
diversas rutas, por ejemplo, angiogénesis, movilizacion e invasion de células endoteliales y leucocitos en sitios
tumorales y proliferacién y supervivencia de células tumorales.

Las quimiocinas se agrupan en cuatro subfamilias: CXC, CC, (X)C y CX3C. En las quimiocinas CXC, un aminoacido
separa las dos primeras cisteinas ("el motivo CXC"). Las quimiocinas CXC ELR* son ligandos para receptores de
quimiocinas CXCR1 y/o CXCR2, que son receptores acoplados a proteina G del tipo de siete dominios
transmembrana que se unen especificamente a quimiocinas CXC ELR*. Las siete quimiocinas CXC ELR* humanas
son Gro-alfa humana (también conocida como CXCL1), Gro-beta humana (también conocida como CXCL2), Gro-
gamma humana (también conocida como CXCL3), ENA-78 humana (también conocida como CXCL5), GCP-2
humana (también conocida como CXCL6), NAP-2 humana (también conocida como CXCL7) e IL-8 humana (también
conocida como CXCL8). Todas las quimiocinas CXC ELR* se unen al receptor CXCR2; ademas, algunas
quimiocinas CXC ELR* se unen a los dos receptores CXCR1 y CXCR2 (es decir, CXCL6 y CXCL8), lo que
contribuye a la redundancia en las rutas de activacion.

Se han descrito previamente anticuerpos que se unen a quimiocinas CXC ELR* individuales. Se han evaluado dos
anticuerpos monoclonales contra CXCL8 (IL-8) en ensayos clinicos tempranos con eficacia en enfermedades
inflamatorias. (J Mol Biol 66: 401-410; J Biol Chem 181: 669-679.) Ademas, el documento WO 2008/130969 desvela
un anticuerpo que se une a IL-8 humana (CXCL8), Gro-alfa humana (CXCL1), Gro-beta humana (CXCL2), Gro-
gamma humana (CXCL3) y ENA-78 humana (CXCL5). Sin embargo, la divulgacién no demuestra que el anticuerpo
se una firmemente a GCP-2 (CXCL6) y guarda silencio con respecto a la unién a NAP-2 (CXCL7).

Sin embargo, todavia no se ha desvelado un anticuerpo que sea capaz de unirse y neutralizar las siete quimiocinas
CXC ELR* humanas. La seleccion de una o unas pocas quimiocinas CXC ELR* humanas deja abierta la oportunidad
para otras quimiocinas CXC ELR* para obtener muiiltiples funciones biologicas. La neutralizacion de las siete
quimiocinas CXC ELR* podria afectar a la capacidad de células CXCR1* o CXCR2" para migrar a sitios de
inflamacion y podria inhibir la angiogénesis. Dada la redundancia significativa en las rutas de activacion del receptor
CXCR1 y CXCR2, existe todavia una necesidad de un anticuerpo que se una a las siete quimiocinas CXC ELR*
humanas con especificidad y con alta afinidad. Existe una necesidad de un anticuerpo que neutralice las siete
quimiocinas CXC ELR* humanas. También existe una necesidad de un anticuerpo que sea fisicamente estable. Por
lo tanto, es deseable proporcionar un anticuerpo septaespecifico que sea capaz de unirse y neutralizar las siete
quimiocinas CXC ELR* humanas y sea fisicamente estable.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo que neutraliza Gro-alfa, Gro-beta, Gro-gamma, ENA-78, GCP-2,
NAP-2 e IL-8 humanas. La presente invencion proporciona un anticuerpo que neutraliza Gro-alfa, Gro-beta, Gro-
gamma, ENA-78, GCP-2, NAP-2 e IL-8 humanas, en la que el anticuerpo se une a IL-8 (SEQ ID NO: 27) en los
siguientes aminoacidos: Arg 6, lle 10, Ala 35, lle 40. La presente invencion ademas proporciona un anticuerpo que
neutraliza Gro-alfa, Gro-beta, Gro-gamma, ENA-78, GCP-2, NAP-2 e IL-8 humanas, en la que el anticuerpo se une a
IL-8 (SEQ ID NO: 27) en los siguientes aminoacidos: Arg 6, lle 10, Ala 35, lle 40 y Leu 49.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en el
que el anticuerpo comprende una cadena ligera, en la que la cadena ligera comprende una region variable de
cadena ligera (LCVR), en la que la LCVR comprende LCDR1 (RASQSISNNLH (SEQ ID NO: 7)), LCDR2 (YTSRSVS
(SEQ ID NO: 8)) y LCDR3 (GQNNEWPEYV (SEQ ID NO: 9)), y una cadena pesada, en la que la cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada (HCVR), en el que la HCVR comprende HCDR1 (GYEFTSYWIH
(SEQ ID NO: 10)), HCDR2 (NISPNSGSANYNEKFKS (SEQ ID NO: 11)) y HCDR3 (EGPYSYYPSREYYGSDL (SEQ
ID NO: 12)).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo en el que la secuencia de aminoacidos de la
HCVR es la SEQ ID NO: 2. La presente divulgacion proporciona ademas un anticuerpo en el que la secuencia de
aminoacidos de la LCVR es la SEQ ID NO: 4.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo en el que la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada es la
SEQ ID NO: 1. La presente divulgaciéon también proporciona un anticuerpo en el que la secuencia de aminoacidos
de la cadena ligera es la SEQ ID NO: 3.
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La presente divulgacién también proporciona una molécula de ADN que comprende una primera secuencia
polinucleotidica que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o0 13; y que
comprende una segunda secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 o 15.

La presente divulgacion proporciona una célula de mamifero que comprende las moléculas de ADN descritas
anteriormente, en la que la célula es capaz de expresar un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 13 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3 o 15. Las células hospedadoras de mamifero conocidas por ser capaces de expresar
inmunoglobulinas funcionales incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células COS y células NSO. Las
células hospedadoras preferentes para su uso en la invencion son células NSO.

La presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento para producir un anticuerpo que comprende una
cadena ligera cuya secuencia de aminoacidos es la SEQ ID NO: 3 o 15 y una cadena pesada cuya secuencia de
aminoacidos es la SEQ ID NO: 1 o 13, que comprende cultivar una célula de mamifero descrita anteriormente en
condiciones tales que el anticuerpo se exprese, y recuperar el anticuerpo expresado.

La presente divulgacion proporciona un procedimiento para tratar colitis ulcerosa, cancer renal y cancer de ovario,
que comprende la administracion a un paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo de la presente divulgacion.

La presente divulgacion ademas proporciona un anticuerpo de la presente invencion para su uso en terapia.
Ademas, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo de la presente invencién para su uso en el tratamiento
de colitis ulcerosa, cancer renal o cancer de ovario. Ademas, la presente divulgacion proporciona el uso de un
anticuerpo de la presente invencién en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de colitis ulcerosa,
cancer renal o cancer de ovario.

La presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de la presente
invencion y uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Como se usa en el presente documento, la expresion "quimiocinas CXC ELR* humanas" pretende referirse a las
siete quimiocinas CXC conocidas que tienen un motivo E-L-R y que se unen al receptor CXCR1 y/o CXCR2. Las
quimiocinas CXC ELR" humanas son Gro-alfa humana (también conocida como CXCL1) (SEQ ID NO: 21), Gro-beta
humana (también conocida como CXCL2) (SEQ ID NO: 22), Gro-gamma humana (también conocida como CXCL3)
(SEQ ID NO: 23), ENA-78 humana (también conocida como CXCL5) (SEQ ID NO: 24), GCP-2 humana (también
conocida como CXCL6) (SEQ ID NO: 25), NAP-2 humana (también conocida como CXCL7) (SEQ ID NO: 26) e IL-8
humana (también conocida como CXCL8) (SEQ ID NO: 27). De forma colectiva, en el presente documento las siete
quimiocinas CXC ELR* humanas se llaman "todas las quimiocinas CXC ELR* humanas".

El término "anticuerpo", tal como se usa en el presente documento, pretende referirse a moléculas de
inmunoglobulinas monoclonales que comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces disulfuro. Cada cadena pesada comprende una region
variable de cadena pesada (HCVR) y una region constante de cadena pesada. La region constante de cadena
pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta por una region variable de
cadena ligera (LCVR) y una region constante de cadena ligera, CL. Las regiones HCVR y LCVR se pueden
subdividir ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad
(CDR), entremezcladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada HCVR
y LCVR se compone de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxilo en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones CDR en HCVR se denominan HCDR1,
HCDR2 y HCDRaS. Las regiones CDR en LCVR se denominan LCDR1, LCDR2 y LCDRS3. Las CDR contienen la
mayoria de los restos que forman interacciones especificas con el antigeno. Existen actualmente tres sistemas de
asignaciones de CDR para anticuerpos que se utilizan para delineaciéon de secuencias. La definicion de CDR en
Kabat (Kabat y col., "Sequences of Proteins of Immunological Interest," National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991)) se basa en la variabilidad de secuencias de anticuerpos. La definicion de CDR de Chothia (Chothia y col.,
"Canonical structures for the hypervariable regions of immunoglobulins”, Journal of Molecular Biology, 196, 901-917
(1987); Al-Lazikani y col., "Standard conformations for the canonical structures of immunoglobulins”, Journal of
Molecular Biology, 273, 927-948 (1997) se basa en estructuras tridimensionales de anticuerpos y topologias de los
bucles de CDR. Las definiciones de CDR de Chothia son idénticas a las definiciones de CDR de Kabat con la
excepcion de HCDR1 y HCDR2. Para los fines de la presente invencion, se utiliza un hibrido de las definiciones de
Kabat y Chothia para definir las CDR. El asignamiento de aminoacidos en las regiones HCVR y LCVR esta de
acuerdo con la convenciéon de numeracion de Kabat. Se entiende ademas que el término "anticuerpo" abarca
cualquier modificaciéon celular postraduccional en el anticuerpo, que incluye, pero sin limitarse a, acilacion y
glucosilacion.

Como se usa en el presente documento, la expresién "anticuerpo neutralizante" pretende referirse a un anticuerpo
cuya unién a una quimiocina CXC ELR* da como resultado la inhibicion de una actividad biolégica inducida mediante
esa quimiocina. Esta inhibicién de una actividad bioldgica inducida por quimiocina ELR* se puede evaluar mediante
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uno o mas de los diversos ensayos in vitro estandar conocidos en la materia (véase los ejemplos). Se entiende
ademas que los términos "inhibir" o "neutralizar" como se usan en el presente documento con respecto a una
actividad de un anticuerpo de la invencion significan la capacidad para antagonizar, reducir o interrumpir la
progresion, intensidad o gravedad de una actividad biolégica inducida mediante una o mas quimiocinas CXC ELR*.

Como se usa en el presente documento, la expresién "anticuerpo septaespecifico" pretende abarcar un anticuerpo
que se une a las siete quimiocinas CXC ELR* humanas con alta afinidad (por ejemplo, con afinidad de unién (Kp) en
el intervalo de aproximadamente 5 x 10-"" M a aproximadamente 1 x 10° M).

Como se usa en el presente documento, un "paciente" se refiere a un mamifero, preferentemente un ser humano
con una enfermedad, trastorno o dolencia que se beneficiaria de un nivel reducido de quimiocinas CXC ELR*
humanas o bioactividad disminuida inducida por quimiocinas CXC ELR* humanas.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento" o "tratar" pretende referirse a todos los procedimientos en los
que puede haber una desaceleracion, control o interrupcion de la progresion de los trastornos desvelados en el
presente documento, pero no indica necesariamente una eliminacion total de todos los sintomas del trastorno.
Tratamiento incluye la administracion de un anticuerpo de la presente invencion para el tratamiento de una
enfermedad o dolencia en un paciente, particularmente en un ser humano.

Los anticuerpos de la presente invencién se unen a todas las quimiocinas CXC ELR* humanas con alta afinidad. Por
ejemplo, los presentes anticuerpos se unen a las siete quimiocinas CXC ELR* humanas con una afinidad de union
(Kp) en el intervalo de aproximadamente 5 x 10" M a aproximadamente 1 x 10° M, por ejemplo, de
aproximadamente 1,0 x 10'© M a aproximadamente 8,6 x 10" M, medida mediante resonancia del pasmon
superficial, cuando se expresa como un anticuerpo IgG4 de longitud completa. Los anticuerpos de la presente
invencion se caracterizan ademas en que mientras se unen a todas las quimiocinas CXC ELR* humanas con
especificidad, no se unen especificamente a otras quimiocinas CXC, por ejemplo, factor derivado de células del
estroma 1 alfa (SDF-1a, también conocido como CXCL12).

En una realizacion, los anticuerpos de la invencion pueden tener una region variable de cadena pesada y una region
variable de cadena ligera, en los que la regidon variable de cadena pesada comprende regiones CDR con las
siguientes secuencias de aminoacidos: HCDR1 (SEQ ID NO: 10), HCDR2 (SEQ ID NO: 11) y HCDRS3 (SEQ ID NO:
12); y en los que la region variable de cadena ligera comprende regiones CDR con las siguientes secuencias de
aminoacidos: LCDR1 (SEQ ID NO: 7), LCDR2 (SEQ ID NO: 8) y LCDR3 (SEQ ID NO: 9).

En otro punto divulgado, los anticuerpos pueden tener una region variable de cadena pesada y una region variable
de cadena ligera, en los que la region variable de cadena pesada comprende regiones CDR con las siguientes
secuencias de aminoacidos: HCDR1 (SEQ ID NO: 10), HCDR2 (SEQ ID NO: 11) y HCDR3 (SEQ ID NO: 19); y en
los que la region variable de cadena ligera comprende regiones CDR con las siguientes secuencias de aminoacidos:
LCDR1 (SEQ ID NO: 7), LCDR2 (SEQ ID NO: 8) y LCDRS3 (SEQ ID NO: 9).

En una realizacion adicional, los anticuerpos de la invencion pueden comprender una region variable de cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una region variable de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4.

En otra realizacion adicional, los anticuerpos de la invenciéon pueden comprender una cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 3.

Preferentemente, los anticuerpos comprenden dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas.
Preferentemente, la cadena ligera con secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3 esta
codificada mediante un acido nucleico que comprende la secuencia polinucleotidica mostrada en la SEQ ID NO: 6.
Preferentemente, la cadena pesada con secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1 esta
codificada mediante un acido nucleico que comprende la secuencia polinucleotidica mostrada en la SEQ ID NO: 5.
Preferentemente, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera como se muestra en la SEQ ID NO: 15 esta
codificada mediante un acido nucleico que comprende la secuencia polinucleotidica mostrada en la SEQ ID NO: 18.
Preferentemente, La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada como se muestra en la SEQ ID NO: 13 esta
codificada mediante un acido nucleico que comprende la secuencia polinucleotidica mostrada en la SEQ ID NO: 17.

La realizacién mas preferida de la invencion es un anticuerpo que comprende dos cadenas pesadas idénticas que
tienen la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y dos cadenas ligeras idénticas que tienen la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

Los anticuerpos de la presente invencidén se pueden incorporar en composiciones farmacéuticas adecuadas para la
administracion en un paciente. La composiciéon farmacéutica, normalmente, comprende un anticuerpo de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en el presente documento, "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, revestimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcion y similares, que sean
fisioldgicamente compatibles. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden comprender, ademas,
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cantidades menores de sustancias auxiliares que mejoran la vida util o la efectividad del anticuerpo.

Las composiciones pueden estar en una diversidad de formas. La forma preferente depende del modo de
administracion y aplicacion terapéutica prevista. Las composiciones preferentes normalmente estan en la forma de
soluciones inyectables o infundibles, tales como composiciones similares a las utilizadas para inmunizacion pasiva
de seres humanos. El modo de administracion preferente es parenteral (por ejemplo, intravenoso, subcutaneo,
intraperitoneal o intramuscular). El anticuerpo puede administrarse mediante inyeccion intraperitoneal o subcutanea.
Sin embargo, como apreciara el experto en la materia, la ruta y/o el modo de administracion variara dependiendo de
los resultados deseados.

También pueden incorporarse compuestos activos complementarios a las composiciones farmacéuticas. En
determinadas aplicaciones, un anticuerpo de la invencién se coformula con y/o coadministra con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales que son Utiles para el tratamiento de trastornos en los que la actividad de las quimiocinas
CXC ELR* es perjudicial. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién puede coformularse y/o coadministrarse con
uno o mas agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, sunitinib o cisplatino).

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un anticuerpo de la
invencion. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosis y durante periodos de
tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo puede variar de acuerdo con factores tales como la patologia, la edad, el sexo y el peso del individuo y la
capacidad del anticuerpo para desencadenar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente
eficaz es, también, aquella en la que los efectos téxicos o perjudiciales del anticuerpo se compensan con los efectos
terapéuticamente beneficiosos.

Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un Unico bolo, se pueden administrar en el tiempo varias
dosis divididas o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente como indican las exigencias de la
situacion terapéutica.

Los valores de dosificacion pueden variar en funcion del tipo y de la gravedad de la dolencia que se va a aliviar. Se
entiende ademas que, para cualquier sujeto particular, los regimenes de dosificacion especificos se deben ajustar en
el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el criterio profesional de la persona que administra o supervisa la
administracion de las composiciones.

La union especifica de y la neutralizacion mediante un anticuerpo de la presente invencién a quimiocinas CXC ELR*
humanas permite que dicho anticuerpo se utilice como agente terapéutico para enfermedades y trastornos que se
benefician de la inhibicion de la bioactividad de quimiocinas CXC ELR* humanas. Dada su capacidad para unir y
neutralizar las siete quimiocinas CXC ELR* humanas, los anticuerpos de la presente invencion ofrecen ventajas
sobre monoterapias que se dirigen a quimiocinas CXC ELR* humanas unicas y terapias en combinacion que se
dirigen a multiples quimiocinas CXC ELR* humanas.

La divulgacion también proporciona un procedimiento para el tratamiento de colitis ulcerosa o cancer, tal como
cancer renal o cancer de ovario. La divulgacion también proporciona un anticuerpo para su uso en el tratamiento de
colitis ulcerosa o cancer, tal como cancer renal o cancer de ovario.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Expresion y produccion de anticuerpos

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden expresar y purificar de la siguiente manera. Un vector de
expresion que contiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 5 (que codifica un polipéptido de cadena pesada de
SEQ ID NO: 1) y SEQ ID NO: 6 (que codifica un polipéptido de cadena ligera de SEQ ID NO: 3) se utiliza para
transfectar células NSO. Un anticuerpo resultante de este vector de expresion es el "anticuerpo 1".

Ademas, un vector de expresion que contiene la secuencia de ADN de SEQ ID NO: 17 (que codifica un polipéptido
de cadena pesada de SEQ ID NO: 13) y SEQ ID NO: 18 (que codifica un polipéptido de cadena ligera de SEQ ID
NO: 15) se utiliza para transfectar células NSO. Un anticuerpo resultante de este vector de expresion es el
"anticuerpo 2".

Para el anticuerpo 1 o el anticuerpo 2, los grupos transfectados se colocan en placas en baja densidad para permitir
sobrecrecimiento, cercano a la clonacién, de células de expresion estable. Los pocillos maestros se criban para
expresion de anticuerpos y, luego, se amplian en cultivos en suspension libres de suero para utilizarlos en la
produccién. El medio clarificado, en el que se ha secretado el anticuerpo, se aplica a una columna con proteina A o
G que se ha equilibrado con un tampoén compatible, tal como solucion salina tamponada con fosfato (pH 7,4). Se
lava la columna para eliminar componentes de uniéon no especificos. El anticuerpo unido se eluye mediante
gradiente de pH (tal como tampodn fosfato de sodio 0,1 M pH 6,8 a tampdn citrato de sodio 0,1 M pH 2,5). Las
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fracciones de anticuerpos se detectan mediante SDS-PAGE vy, luego, se combinan. La purificacion adicional es
opcional, dependiendo del uso previsto. El anticuerpo se puede concentrar y/o filtrar de forma estéril utilizando
técnicas comunes. Se pueden eliminar eficazmente los multimeros y agregados solubles mediante técnicas
comunes, incluyendo cromatografia de exclusiéon por tamafio, de interaccion hidréfoba, de intercambio idnico o de
hidroxiapatita. La pureza del anticuerpo después de estas fases de cromatografia puede ser mayor que 99 %. El
producto se puede congelar inmediatamente a -70 °C o se puede liofilizar.

Afinidad de unién a quimiocinas CXC ELR* humanas

Se utilizan el instrumento Biacore 2000 y el software de evaluacion Biacore 2000 version 4.1 para el analisis de
resonancia de plasmoén superficial. Se prepara una micromatriz CM5 utilizando el procedimiento de acoplamiento de
amina EDC/NHS del fabricante. En resumen, se activan las superficies de las cuatro celdas de flujo mediante
inyeccion de una mezcla 1:1 de EDC/NHS durante 7 minutos a 10 pl/min. Se diluye proteina A en 100 pg/ml en
acetato 10 mM, tampén a pH 4,5 y se inmoviliza para lograr aproximadamente 10.000 RU en las 4 celdas de flujo
mediante inyeccion de 7 minutos a un caudal de 10 pl/minuto. Se bloquean sitios sin reaccionar con inyeccion de 7
minutos de etanolamina a 10 yl/minuto. Se utilizan dos inyecciones de glicina (pH 1,5) durante 30 segundos a
10 yl/minuto para eliminar cualquier proteina asociada de forma no covalente. El tampdn de migracion es HBS-EP+.

Se diluye el anticuerpo 1 o el anticuerpo 2 a 2 pg/ml en tampo6n de migracion y se capturan, aproximadamente, 400-
600 RU en la celda de flujo (Fc). Se diluyen ligandos desde 100 ug/ml hasta 50 nM en el tampén de migracion v,
luego, se diluyen a la mitad de forma seriada en el tampdn de migracién hasta 3,125 nM. Se inyectan inyecciones
por duplicado de cada concentracion de ligando a 100 pl/min durante 150 segundos seguido de una fase de
disociacion. La fase de disociacion es de 1800 segundos para todos los ligandos. Se realiza regeneracion mediante
la inyeccion de glicina 10 mM (pH 1,5) durante 60 segundos a 50 pl/min en todas las celdas de flujo. Se recogen los
datos de referencia sustraidos como Fc2-Fc1, Fc3-Fc1 y Fc4-Fc1. Se obtienen las mediciones a 25 °C. Se evaltan
la tasa de activacion (kon) y la tasa de inactivacién (kor) para cada ligando utilizando un modelo de unién "unién 1:1
(transferencia de masa)". Se calcula la afinidad (Kp) a partir de la cinética de unién de acuerdo con la relacion: Kp =
Koft/Kon.

Las quimiocinas CXC ELR* humanas producen una respuesta de unién dependiente de la concentracion con el
anticuerpo 1 y el anticuerpo 2. Las tablas 1 y 2 resumen los valores de kon, kot y Kp para el anticuerpo 1 y el
anticuerpo 2. Estos resultados demuestran que el anticuerpo 1y el anticuerpo 2 se unen a las siete quimiocinas CXC
ELR+ humanas con alta afinidad.

Tabla 1 Afinidades de unién in vitro a las quimiocinas CXC ELR* humanas para el anticuerpo 1

Quimiocina kon (1/MS) x 10° | kot (1/s) x 10°° Kb (pM)

CXCL1 humana (Gro alfa) 9,30 + 0,45 10,50 £ 0,14 113 +4
CXCL2 humana (Gro beta) 7,73 +0,86 13,15+ 0,64 171 £ 11
CXCL3 humana (Gro gamma) 7,16 £ 0,08 12,35+ 1,06 172 £ 13
CXCL5 humana (ENA-78) 5,43 + 0,61 12,20 £ 0,00 226 + 25
CXCL6 humana (GCP-2) 7,07 £ 0,11 57,80 * 3,68 818 £ 40
CXCL7 humana (NAP-2) 9,00+ 0,75 16,15+ 1,77 181+ 35
CXCL8 humana (IL-8) 3,39+0,03 13,00 £ 0,57 384 £ 13

Tabla 2 Afinidades de unién in vitro a las quimiocinas CXC ELR* humanas para el anticuerpo 2

Quimiocina Kon (1/MS) x 10° | kot (1/s) x 10°° KD (pM)
CXCL1 humana (Gro alfa) 6,28 1,53 243
CXCL2 humana (Gro beta) 1,14 2,05 180
CXCL3 humana (Gro gamma) 4,65 1,76 379
CXCL5 humana (ENA-78) 4,27 1,51 354
CXCL6 humana (GCP-2) 7,19 6,11 849
CXCL7 humana (NAP-2) 5,21 2,18 418
CXCL8 humana (IL-8) 2,61 1,24 473
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Evaluacion de estabilidad fisica

La agregacion y la autoasociacion de proteinas es una propiedad indeseable en anticuerpos ya que podria
exacerbar potencialmente efectos no deseados, tales como desencadenar una respuesta inmune. De ese modo, el
mantenimiento del anticuerpo en un estado monomeérico es altamente deseable. El agregado porcentual de alto peso
molecular (% HMW) es un indicador de agregacion y autoasociacion de proteinas. Un mayor agregado % HMW
indica aumento de agregacion/autoasociacion de proteinas y aumento de inestabilidad fisica. La estabilidad fisica del
anticuerpo 1y del anticuerpo 2 se determina de la siguiente forma.

Se dializa el anticuerpo durante la noche a 4 °C en citrato 10 mM, pH 6 +/- NaCl 150 mM. A la mafana siguiente, se
concentran las muestras a 50 mg/ml, se filtran a través de filtros de 0,2 micrémetros y, luego, se afiade Tween-80 a
una concentracion final de 0,02 %. Se incuba cada muestra a 25 °C durante el tiempo especificado. La formacion de
agregado soluble es seguida mediante SEC analitico utilizando una columna TSK3000SWXL de 5 micrémetros con
dimensiones de 30 cm x 0,78 cm. La fase movil es fosfato de sodio 50 mM, pH 7, NaCl 175 mM, a un caudal de
0,5 ml/min. Se aplican muestras como inyecciones de 1 pl y se controlan a 280 nm para determinar el aumento del
agregado % HMW (Tabla 3).

Se incuban las formulaciones de 50 mg/ml durante 1 y 4 semanas a 25 °C para evaluar la estabilidad a largo plazo
en condiciones de estrés. Se determina el agregado % HMW delta mediante la sustraccion del agregado % HMW en
tiempo cero (designado como 'Inicial' en la tabla 3) del % HMW en el punto temporal de 1 semana o 4 semanas.
Después de 1y 4 semanas, el anticuerpo 1y el anticuerpo 2 demostraron % HMW delta por debajo del 1 %, lo que
demuestra buena estabilidad fisica.

Tabla 3 Agregado % de alto peso molecular

Anticuerpo 1
Inicial (4 °C)| % HMW 50 mg/ml (t=1 % HMW 50 mg/ml (t=4
semana) semanas)
Citrato 10 mM pH 7, NaCl 150 mM 0,78 %
25°C 1,24 % 1,41 %
A %HMW 0,46% 0,63%
Citrato 10 mM pH 7, NaCl 150 mM, 1,05
Tween-80 al 0,02 %
25°C 1,46% 1,75%
A %HMW 0,41% 0,7%
Anticuerpo 2
Inicial (4 °C)| % HMW 50 mg/ml (t=1 % HMW 50 mg/ml (t=4
semana) semanas)
Citrato 10 mM pH 7, NaCl 150 mM 0,37 %
25°C 0,48 % 0,59 %
A %HMW 0,11 % 0,22 %
Citrato 10 mM pH 7, NaCl 150 mM, 0,42 %
Tween-80 al 0,02 %
25°C 0,55 % 0,74 %
A %HMW 0,13 % 0,32 %

Cartografia de epitopo de anticuerpos para el anticuerpo 1

Se llevan a cabo multiples enfoques para caracterizar el epitopo para el anticuerpo 1, incluyendo analisis por
transferencia Western, cocristalizacion del anticuerpo con diversas quimiocinas CXC ELR* y analisis mutacional para
la unién y neutralizacion.

Andlisis por transferencia Western

Para determinar si el anticuerpo 1 es capaz de unirse a un epitopo lineal o conformacional, se realiza analisis por
transferencia Western utilizando condiciones reducidas y no reducidas. Se realiza electroforesis de las proteinas
utilizando geles Bis-Tris NUPAGE® premoldeados al 4-12 %. Se afiade tampdn de migracion NuPAGE® SDS MES a
las camaras internas (200 ml) y externas (al menos 600 ml) de las mini celdas. Se hacen diluciones seriadas de
CXCL8 humana (400 ng, 100 ng o 25 ng por carril) en el tampén de muestra NUPAGE® LDS 4X con o sin agente
reductor de muestra NUPAGE® 10X. Se calientan las muestras a 95 °C durante 2 minutos. Los volimenes de carga
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son 10 pl por carril para las muestras y 5 pl por carril para el marcador estandar pretefiido SeeBlue Plus2. Los geles
se procesan a 200 V durante 35 minutos a temperatura ambiente.

Se transfieren las proteinas a PVDF utilizando el sistema de transferencia en seco iBlot® con iBlot® Transfer Stack,
Nitrocellulose, Mini. Se bloguea la membrana en solucion bloqueante (leche descremada al 3 % en solucion salina
tamponada con fosfato) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiade el anticuerpo 1 a la solucién bloqueante a
una concentracion final de 1 pg/ml y, luego, se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la
incubacion primaria, se elimina la solucion anticuerpo/bloqueante y se lava la membrana 3 veces durante 15 minutos
en tampon de lavado (solucién salina tamponada con fosfato + Tween 20 al 0,05 %). Luego se incuba la membrana
con anticuerpo secundario IgG especifico de burro anti Fc humano conjugado con HRP (0,1 ug/ml en solucién
bloqueante) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la eliminacion del anticuerpo secundario, se lava la
membrana 4 veces durante 10 minutos con tampén de lavado. Luego se incuba la membrana con solucién funcional
de la solucidon de perdxido estable y la solucién luminol/potenciador (Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate) durante 5 minutos. Se introduce la membrana en un protector de membrana de plastico en un casete de
pelicula de rayos X con pelicula CL-X Posure™ durante 30 segundos. Se desarrolla la pelicula utilizando un sistema
Konica SRX-101.

En condiciones no reductoras, a una concentracion de CXCL8 de 400 ng, aparecieron dos bandas a
aproximadamente 17 kDa y a aproximadamente 10 kDa. A una concentracion de CXCL8 de 100 ng, aparecié una
banda a aproximadamente 10 kDa. A una concentracion de CXCL8 de 25ng, no aparecieron bandas. En
condiciones reductoras, no aparecieron bandas a ninguna de las concentraciones probadas.

Los resultados demostraron que el anticuerpo 1 es capad de unirse CXCL8 humano desnaturalizado no reducido,
pero no es capaz de unirse a CXCL8 humano desnaturalizado reducido. Por lo tanto, se necesitan los dos enlaces
disulfuro en CXCL8 para mantener el epitopo de anticuerpo. Estos resultados demuestran un epitopo
conformacional para el anticuerpo 1.

Analisis de estructura de cristal

Se obtienen estructuras de cristal del complejo Fab/antigeno para CXCL8 humana y CXCL2, CXCL3 y CXCL7 de
macaco para determinar la superficie de unién completa del anticuerpo 1. 1-66 CXCL8 humana truncada de tipo
silvestre, mutantes puntuales de CXCL8 humana y CXCL7 de macaco se expresan en E. coli con etiquetas His-
SUMO N terminales. Se repliegan estas proteinas; se escinden las etiquetas; y se purifican las proteinas mediante
técnicas de purificacion estandar. Se expresan CXCL2 y CXCL3 de macaco en células HEK293 EBNA y se purifican
mediante técnicas de purificacion estandar. Se confirma la formacién de enlaces disulfuro mediante digestion triptica
y analisis de impronta de masa y se confirma actividad mediante ensayo de quimiotaxis de neutrofilos. Se expresa
un Fab del anticuerpo 1 en células HEK293 EBNA y se purifica mediante técnicas de purificacion estandar. Se
forman complejos Fab/antigeno mediante la adicién de un ligero exceso molar de antigeno al Fab, seguido de
purificacion por cromatografia de exclusion por tamafio para eliminar el exceso de antigeno libre. Se cristalizan los
complejos y se resuelven las estructuras de cristal mediante reemplazo molecular utilizando Buster 2.9.5 (Global
Phasing Ltd.).

Estas estructuras de cristal confirmaron que el epitopo para el anticuerpo 1 incluia el extremo N de las quimiocinas
CXC ELR?, pero también mostraron contactos entre el Fab y el bucle $1-32 y las hebras 2 y 3 de las quimiocinas
CXC ELR". Las estructuras de cristal también demuestran que el anticuerpo reconoce especificamente el pliegue de
las quimiocinas CXC ELR®, ya que las estructuras de cristal eran superponibles. También se observaron numerosas
interacciones de enlaces de hidrégeno y de Van der Waals. De forma mas notable, la cadena lateral de R6
conservada del motivo ELR estaba en un bolsillo de unién profundo formado por la cadena pesada de Fab en los
restos W33, Y102 e Y110 y la cadena ligera de Fab en el resto W94. La quimiocina CXCL8 humana truncada de tipo
silvestre también se une por enlaces de hidrogeno con la cadena pesada de Fab en el resto E99 y con la cadena
ligera de Fab en el carbonilo de la cadena principal de N91. Otros enlaces de hidrogeno observados estaban entre el
carbonilo de la cadena principal de L5 de la quimiocina CXCL8 humana truncada de tipo silvestre y la amida de la
cadena principal de W94 de la cadena ligera de Fab; el carbonilo de la cadena principal de 110 de la quimiocina
CXCL8 humana truncada de tipo silvestre y la cadena lateral de S52 de la cadena pesada de Fab; la cadena lateral
de K11 de la quimiocina CXCL8 humana truncada de tipo silvestre y las cadenas laterales de T30 y S31 de la
cadena pesada de Fab; la cadena lateral de H33 de la quimiocina CXCL8 humana truncada de tipo silvestre y el
carbonilo de la cadena principal de W94 de la cadena ligera de Fab; la amida de la cadena principal de A35 y la
cadena lateral de N59 de la cadena pesada de Fab; y la amida de la cadena principal de C50 de la quimiocina
CXCL8 humana truncada de tipo silvestre y el carbonilo de la cadena principal de Y104 de la cadena pesada de Fab.
Ademas, los restos N terminales 5 a 13 de la quimiocina CXCL8 humana truncada de tipo silvestre realizaron
numerosos contactos con el Fab cuando el extremo N estaba en un surco entre la CDR2 y CDRS3 de la cadena
pesada de Fab. Ademas, el bucle de la CDR3 de la cadena pesada de Fab se extendié desde este surco e
interacciond con el resto 140 no N terminal en la hebra B2 y los restos Glu48, Leu49 y Cys50 en la hebra 33 de la
quimiocina CXCL8 humana truncada de tipo silvestre. Finalmente, los restos 33-36 del bucle f1-2 en la quimiocina
CXCL8 humana truncada de tipo silvestre se empaqueta contra la CDR2 de la cadena pesada de Fab.
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Analisis mutacional

Se observan diversos contactos clave entre el Fab del anticuerpo 1 y la CXCL8 humana de tipo silvestre en la
estructura de cristal y, ademas, se probaron a través de estudios cinéticos de unién y neutralizacion del lector de
placa de imagen fluorescente U937-huCXCR2 (FLIPR) de mutantes puntuales de la CXCL8 humana. Para estudiar
estos contactos clave, varios mutantes puntuales (R6A, 110A, A35P, 140A y L49A) se basan en la secuencia de la
CXCL8 humana (SEQ ID NO: 27). Los mutantes puntuales de la CXCL8 humana de tipo silvestre, R6A, 110A, A35P,
I40A y L49A se expresan, se repliegan y se purifican de acuerdo con técnicas estandar. Se confirma la formacion de
enlaces disulfuro mediante digestion triptica y analisis de impronta de masa y se confirma actividad mediante ensayo
de quimiotaxis de neutrofilos.

Se prueban cinéticas de unién en un instrumento Biacore 2000 con el software de evaluacién Biacore 2000 version
4.1 como se describe anteriormente. Se prueban CXCL8 humanas de tipo silvestre y mutantes para actividad
bioldgica y para neutralizacion mediante el anticuerpo 1 utilizando el ensayo U937-huCXCR2. U937-huCXCR2 es
una linea celular monocitica transducida con retrovirus para la expresion de CXCR2 humana.

Se diluyen de forma seriada mutantes de CXCL8 en tampon de ensayo que contiene BSA al 0,2 % en pocillos de
placas de polipropileno de 96 pocillos con fondo en v. Las concentraciones de ligando son 3 veces la concentracion
final de ensayo (intervalo de concentraciones finales de ensayo de 300 a 0,0051 nM). Se cargan una placa de
células y una placa de ligandos en un lector de placa de imagen fluorescente (FLIPR-3, Molecular Devices)
programado para transferir 50 yl de ligando a los pocillos de la placa de células. Se registra fluorescencia a
intervalos de 1 segundo durante 90 segundos. Se calcula el cambio en fluorescencia [unidades relativas de
fluorescencia delta (URFD), URF Max-URF Min] a partir de las imagenes 10 a 90. Se representa URFD frente a log
(concentracion de ligandos) y se determinan valores ECsp mediante regresion no lineal utilizando Graph Pad Prism.
Se realizan ensayos por triplicado sobre tres placas de ensayo.

Se diluye de forma seriada el anticuerpo 1 en tampon de ensayo que contiene BSA al 0,2 %. Las concentraciones de
anticuerpo son 3 veces la concentracion final de ensayo (intervalo de concentraciones finales desde 10 a
0,0195 pg/ml). Se preparan soluciones madre de la CXCL8 humana de tipo silvestre y mutantes CXCL8 en tampdn
de ensayo + BSA al 0,2 % a 240 nM (30x la concentracion final de ensayo de 8 nM). Se mezclan 20 ul de ligando
con 180 ul de anticuerpo 1 en pocillos de placas de polipropileno de 96 pocillos con fondo en v. Se incuban el
ligando y el anticuerpo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se cargan una placa de células y una placa de
ligando-anticuerpo en un lector de placas de imagen fluorescente (FLIPR-3, Molecular Decives) programado para
transferir 50 yl de ligando-anticuerpo a los pocillos de la placa de células. Se registra fluorescencia a intervalos de 1
segundo durante 90 segundos. Se calcula el cambio en fluorescencia (URFD) a partir de las imagenes 10 a 90. Se
representa URFD frente a log (concentracion de anticuerpos) y se determinan valores 1Csp mediante regresion no
lineal utilizando Graph Pad Prism. Se realizan ensayos por triplicado sobre tres placas de ensayo.

La cinética de unidn, la actividad bilogica y los resultados de neutralizacién se resumen en la tabla 4. Se obtienen las
mediciones a 25 °C. Se evaluan la tasa de activacion (kon) y la tasa de inactivacion (ko) para cada ligando utilizando
un modelo de union "unién 1:1 (transferencia de masa)". Se calcula la afinidad (Kp) a partir de la cinética de union de
acuerdo con la relacion: Kp = Kofi/kon.

Varias de las mutaciones anularon la actividad del receptor (ECso) y, por lo tanto, no se pudo probar para
neutralizacion. Se observa que la mutaciéon A35P eliminé por completo la actividad neutralizante a pesar de tener
actividad completa en el receptor. Estos resultados destacan los contactos clave (R6, 110, A35, 140 y L49) dentro de
la interfaz de unién del antigeno CXCL8 que son importantes para la union del anticuerpo.

Tabla 4. Cinética de unidn, actividad U937 FLIPR (ECso) y neutralizacion U937 FLIPR (ICso) del tipo silvestre y
mutantes de la CXCR8 humana.

Variante kon (M- s°) Kot (s™) Ko (pM) ECso (ng/ml) ICs0 (pg/ml)
Tipo silvestre 3,03+3,78x | 441+455x 236 + 144 1,3+ 0,8 (n=4) 0,9

108 10+

R6A Sin unioén No activo

[10A 2,77 +0,39x | 3,44 +0,01x 1260 + 184 No activo
108 10+

A35P 1,06 £0,07 x | 4,97 £1,72x 4740 + 1920 1,9+ 0,3 (n=2) Sin neutralizacion
108 10

[40A 161+0,21x | 424+1,16x | 27100 £ 10700 No activo
104 10+

L49A 143+0,24x | 544 +0,42x 3830 + 354 5,6 £ 1,3 (n=2) 1,5
108 10
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En general, el analisis de cartografia del epitopo para el anticuerpo 1 demostré que la interfaz de unién del antigeno
incluye el extremo N de las quimiocinas CXC ELR* (aminoacidos 5-13), el bucle f1-f2 (aminoacidos 33-36) y las
hebras B2 y 3 (aminoacidos 40, 48-50). Los contactos clave dentro de esta interfaz que son importantes para la
union de anticuerpos incluyen los aminoacidos R6, 110, A35, 140 y L49 en CXCL8 (SEQ ID NO: 27).

Ensayos de neutralizacion

Neutralizacién in vitro de quimiocinas CXC ELR* humanas utilizando células HMEC transfectadas con CXCR2
humana

Dado que todas las quimiocinas CXC ELR* se pueden unir al receptor CXCR2, se seleccionan células que expresan
CXCR2 para estudios in vitro. HMEC-huCXCR2 es una linea celular endotelial humana inmortalizada transducida
con retrovirus para la expresion del receptor CXCR2 humano. Las células HMEC que expresan CXCR2 humano son
capaces de inducir flujo de entrada de Ca®* intracelular en respuesta a quimiocinas CXC ELR* humanas, de macaco,
de rata y de raton. Se puede detectar el flujo de entrada de Ca?* intracelular mediante un lector de placas de imagen
fluorescente (FLIPR). Por lo tanto, la neutralizacion de quimiocinas también deberia neutralizar el flujo de entrada de
Ca?* intracelular inducido por estas quimiocinas.

Se mantiene HMEC-huCXCR2 en medio MCDB 31 suplementado con suero fetal bovino al 10 %, 2x GlutaMax, 1x
aminoacidos no esenciales, 1 ug/ml de hidrocortisona, 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico humano y
0,4 pg/ml de puromicina a 37 °C en CO2 al 5 %. Se mantienen los cultivos a densidades subconfluentes (50-80% de
confluencia). Se recogen las células con TrypLE Express, se ajusta la densidad celular a 3x10° células/ml en medio
de cultivo completo y se siembran 100 pul de la suspension celular en pocillos de placas de ensayo de fondo negro
transparente. Se incuban las placas de células a temperatura ambiente durante 30 minutos para permitir que las
células sedimenten en el fondo de los pocillos antes de incubar las placas durante la noche a 37 °C en CO; al 5 %.
En cada placa de ensayo, se suspende el contenido de un vial de reactivo Fluo-4NW en 10 ml de tampdn de ensayo
y 100 pl de probenecida para preparar reactivo 1x Fluo-4NW. Después de la incubacion, se aspira el medio de
cultivo y se afiaden 100 pl de la solucion 1x Fluo-4NW a cada pocillo de la placa de ensayo. Se incuban las placas
durante 30 minutos a 37 °C, seguido de 30 minutos adicionales a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Se
diluye de forma seriada el anticuerpo 1 en tampdn de ensayo que contiene BSA al 0,2 %. Las concentraciones de
anticuerpos son 3x la concentracion final de ensayo (intervalo de concentraciones finales de 10-0,0195 ug/ml). Se
preparan soluciones madre de ligandos en tampo6n de ensayo + BSA al 0,2 % a 300 nM (30x la concentracion final
de ensayo de 10 nM). Se mezclan 20 pyl de ligando con 180 pl de anticuerpo en pocillos de placas de polipropileno
de 96 pocillos con fondo en v. Se incuban el ligando y el anticuerpo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se
cargan una placa de células y una placa de ligando/anticuerpo en un Lector de Placas de Imagen Fluorescente
(FLIPR-3, Molecular Decives) programado para transferir 50 pl de ligando-anticuerpo a los pocillos de la placa de
células. Se registra fluorescencia cada segundo durante 90 segundos. Se calcula el cambio en fluorescencia (URFD)
a partir de las imagenes 10 a 90. Se representa URFD frente a log (concentracion de anticuerpos) y se determinan
valores ICsp mediante regresion no lineal utilizando Graph Pad Prism. Se realizan ensayos por triplicado sobre tres
placas de ensayo. Los valores se expresan como la media de repeticiones.

Los resultados se resumen en la Tabla 5. Estos resultados demuestran que el anticuerpo 1 era capaz de neutralizar
las siete quimiocinas CXC ELR* humanas. Se expresan valores 1Cso como pg/ml de anticuerpo (las desviaciones
estandar estan entre paréntesis). Se utilizaron las formas de 72 aminoacidos y 77 aminoacidos de CXCLS8. Los datos
son promedio de 2-5 repeticiones.

Tabla 5: Estudio FLIPR in vitro utilizando células HMEC que expresan CXCR2 humana

IC50 (ug/ml)
CXcCL1 0,867 (+ 0,153)
CXCL2 1,281 (£ 0,449)
CXCL3 0,731 (£ 0,187)
CXCL5 0,681 (£ 0,347)
CXCL6 1,122 (£ 0,523)
CXCL7 1,068 (£ 0,324)
CXCL8 (72) 0,951 (+ 0,416)
CXCLS8 (77) 0,358 (+ 0,078)

10
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Neutralizacion in vitro _de quimiotaxis inducida por CXCL8 o CXCL1 humanas que utiliza neutrdfilos humanos
primarios

Se eligio un ensayo de quimiotaxis que utiliza neutréfilos humanos para determinar la actividad de neutralizacion del
anticuerpo 1 en células que expresan de forma natural CXCR1 y CXCR2. Se extrae sangre periférica de voluntarios
sanos en dos tubos de heparina sédica de 10 ml. Para aislar neutrdfilos, se colocan 5 ml de sangre sobre 5 ml de
Polymorphprep en cuatro tubos de 15 ml. Se centrifugan los tubos durante 30 minutos a 470 xg, 18 °C. Se retiran y
se descartan el plasma y la banda celular superior (células mononucleares). Se combina la segunda banda
(neutrofilos) de los 4 tubos y se afiade igual volumen de PBS. Se centrifuga el tubo durante 10 minutos a 400 xg,
18 °C. Se lava el sedimento con 12 ml de PBS, se centrifuga como antes y se resuspende el sedimento con 11 ml de
HBSS/BSA (HBSS, BSA 7,5 mg/ml). Se suspenden 60 x 108 células en 12 ml de HBSS/BSA y CMFDA 5 uM vy se
incuban durante 30 minutos a 37 °C. Después de la incubacion, se centrifuga el tubo para sedimentar las células, se
lava una vez con 12 ml de HBSS/BSA vy, luego, se resuspenden las células en 12 ml de HBSS/BSA (5 x 108
células/ml).

Se diluyen el anticuerpo 1 y el control de isotipo (anticuerpo IgG4 humano) a 1495 nM utilizando HBSS/BSA (dilucion
1) y, luego, se diluyen de forma seriada a 1:5 con HBSS/BSA. Se diluye CXCL8 a 20 nM con HBSS/BSA. Se diluye
CXCL1a 10,1 nM con HBSS/BSA.

Se mezclan 70 pl de anticuerpo 1 o HBSS/BSA con 70 pl de solucion CXCL8 o CXCL1 y se incuban a temperatura
ambiente durante ~30 minutos. Se dispensan 30 ul de la mezcla en los pocillos de la camara inferior de una placa
ChemoTx por triplicado. Los pocillos que contienen solo HBSS/BSA (sin quimiocina ni anticuerpo) mostraran la sefal
de fondo. Se coloca el filtro ChemoTx sobre la camara inferior y se dispensan 50 ul (250.000 células) por encima de
cada pocillo. Se incuba la placa ChemoTX durante 3 horas a 37°C, CO, al 5 %. Después de la incubacion, se
enjuagan las células de la superficie superior con PBS y se elimina el filtro ChemoTx. Se lee la fluorescencia
(contador Wallac Victor® 1420) 485/535 utilizando solo el detector de fondo. Se sustrae la fluorescencia media de los
pocillos de fondo (solo HBSS/BSA) de la fluorescencia del pocillo de prueba y se calculan las desviaciones medias y
estandar en Excel.

A una concentracion de CXCL8 de 5 nM, la ICsq para el anticuerpo 1 (PM 150.000 kDa) fue 26,4 (+ 0,236) nM. A una
concentracion de CXCL8 de 10 nM, la ICsp para el anticuerpo 1 fue 43,7 (+ 0,086) nM. A una concentracion de
CXCL1 de 5 nM, la ICsp para el anticuerpo 1 fue 18,5 (+ 0,158) nM. A una concentracion de CXCL1 de 20 nM, la ICsg
para el anticuerpo 1 fue 40,3 (+ 0,112) nM. A todas las concentraciones probadas de CXCL1 y CXCLS, el anticuerpo
de control de isotipo no afecté a la quimiotaxis. Los datos muestran que el anticuerpo 1 puede bloquear la actividad
quimiotactica de CXCL8 o CXCL1 humanas de una forma dependiente de la dosis mientras que la actividad
quimiotactica no se vio afectada por el anticuerpo de control de isotipo.

Modelo in vivo de colitis DSS aguda en ratones

El sulfato de dextrano de sodio (DSS) es el modelo mas utilizado de colitis ulcerosa (UC). En este modelo, DSS es
un irritante quimico que se afiade al agua potable para inducir una enfermedad aguda que se asemeja a la UC. La
fase aguda de la colitis DSS se caracteriza por el reclutamiento de neutrdfilos en la mucosa y submucosa y una
mayor expresion de quimiocinas CXC ELR*. Sin embargo, la exposicion crénica a DSS causa dafio intestinal severo
y pérdida de peso significativa, que no es adecuada en un modelo de colitis. Para acomodar la naturaleza aguda de
este modelo, se utilizé el anticuerpo 1 de una forma profilactica para probar su capacidad para inhibir el
reclutamiento de neutrdfilos y el desarrollo de colitis. En este modelo, la proteina CXCL5 (LIX) de ratén aumenta
significativamente en el tejido del colon (Kwon 2005); sin embargo, el anticuerpo 1 no neutraliza esta quimiocina de
raton.

Se obtienen ratones C57BL/6, de 8-10 semanas de edad, que pesan 18-22 g. Se recoge sangre mediante puncion
cardiaca y se analiza para establecer una linea basal. Para inducir colitis, los ratones reciben DSS al 2,5 % (PM =
36.000-50.000) en el agua potable durante 5 dias (1-5 dias) seguidos por 6 dias de agua sin DSS (que refleja
inflamacion aguda). Los ratones sanos de control reciben solo agua (grupo "sin DSS"). Los ratones que reciben DSS
se dosifican por inyeccion subcutanea en el dia 0, 2, 4 y 8 con anticuerpo IgG4 humano de control (25 mg/kg) o
anticuerpo 1 (25 mg/kg). Se registra el peso corporal diariamente. EI nimero de ratones utilizados para cada
tratamiento es 9 (excepto en el grupo sano "sin DSS" que se utilizaron 5 ratones sanos). Se realiza el estudio por
cuadriplicado.

Como se muestra en la Tabla 6, los ratones que recibieron anticuerpo IgG4 humano de control perdieron peso
dramaticamente entre el dia 5 y el dia 8. Los ratones DSS que recibieron anticuerpo 1 antes de la induccion de colitis
y durante la fase aguda de la enfermedad mostraron menor pérdida de peso entre el dia 5 y el dia 8 que los ratones
DSS tratados con anticuerpo 1IgG4 humano de control (94,0 % de peso corporal inicial para anticuerpo 1 frente a
85,3 % de peso corporal inicial para el control IgG4 en el dia 8). Estos resultados demuestran que la administracion
sistémica del anticuerpo 1 mitigd eficazmente la pérdida de peso en colitis inducida por DSS, lo que apoya la
conclusién de que el anticuerpo 1 neutraliza la actividad de ciertas quimiocinas CXC ELR* de ratén y disminuye el
reclutamiento de neutrofilos al colon.
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Tabla 6
% de peso corporal inicial
Dia | SinDSS | IgG4 |Anticuerpo 1
1 104,4 99,9 100,0
2 103,9 99,8 102,9
3 103,0 100,3 101,4
4 101,0 99,5 100,9
5 101,2 97,5 96,9
8 102,2 85,3 94,0
9 99,8 89,6 93,5
10 100,7 93,7 93,6
11 101,3 98,2 97,0

Neutralizacioén in vivo en el modelo de xenoinjerto de células renales de células claras 786-O

Se mezclan 1:1 células de carcinoma de células renales 786-O (RCC) con matrigel y se implanta subcutaneamente
en el flaco trasero derecho de ratones hembra atimicos desnudos a 3,0 x 10% células por inyeccion. Ratones
portadores de xenoinjertos 786-O que tienen volimenes tumorales que alcanzaron 100 mm? se sometieron a sonda
oral con 10 mg/kg de sunitinib dos veces al dia en un régimen de dosificacion continua hasta que los ratones
comenzaron a progresar con crecimiento tumoral incluso bajo tratamiento con sunitinib como ratones tratados con
control (IgG4 y vehiculo al 10 %). Los ratones que progresaban con el crecimiento tumoral en el tratamiento con
sunitinib se dividieron aleatoriamente en 2 grupos. Un grupo recibe sunitinib a 10 mg/kg dos veces al dia mas
anticuerpo IgG4 de control a 20 mg/kg una vez a la semana. El otro grupo recibe sunitinib a 10 mg/kg dos veces al
dia mas anticuerpo 1 a 20 mg/kg una vez a la semana. Los volumenes tumorales promedio (error estandar entre
paréntesis) se muestran en la tabla 7. La adicién de anticuerpo 1 al tratamiento con sunitinib redujo el crecimiento
tumoral significativamente a lo largo del tiempo (p < 0,0001), indicando que el anticuerpo 1 resensibilizé tumores
RCC de células claras al tratamiento con sunitinib.

Tabla 7

Volumen tumoral promedio (mm?3)
Dia |lgG4y vehiculo al 10 %| IgG4 y sunitinib Anticuerpo 1y sunitinib
11 82,84 (+ 18,52) 73,21(x 8,91) 72,54 (+ 40,89)
17 112,12 ( 25,06) 95,34 (+ 11,6) 95,99 (+ 54,11)
24 148,41 (+ 33,17) 124,86 (+ 15,19) 138,32 (+ 77,97)
27 180,24 (+ 40,29) 138,08 (+ 16,8) 152,87 (+ 86,18)
34 205,22 (+ 45,87) 183,2 (¢ 22,29) 181,08 (+ 102,08)
38 221,66 (+ 49,55) 207,46 (+ 25,25) 211,1 (£ 119)
41 255,46 (+ 57,1) 210,04 (+ 25,56) 222,01 (£ 125,15)
46 267,75 (+ 59,85) 267,53 (+ 32,55) 248,74 (+ 140,22)
48 292,17 (+ 65,31) 268,24 (+ 32,64) 276,78 (+ 156,03)
52 325,13 (£ 72,68) 301,1 ( 36,64) 286,57 (+ 161,55)
55 331,39 (+ 74,37) 328,55 (+ 39,98) 262,9 (+ 148,21)
59 373,91 (£ 84,32) 371,36 (+ 45,19) 304,06 (£ 171,41)
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(continuacion)

Volumen tumoral promedio (mm?3)
Dia |IgG4y vehiculo al 10 %| IgG4 y sunitinib Anticuerpo 1y sunitinib
62 413,09 (£ 93,47) 387,79 (£ 47,19) 313,16 (£ 176,54)
66 479,4 (£ 108,92) 417,33 (¢ 50,78) 285,85 (+ 161,14)
69 537,74 (£ 122,53) 494,68 (+ 60,19) 276,64 (+ 155,95)
73 520,11 (£ 118,92) 527,88 (+ 64,23) 244,07 (+ 137,59)
76 532,57 (£ 122,53) 595,93 (¢ 72,52) 228,91 (+ 129,04)
81 597,7 (+ 137,49) 601,51 (£ 73,19) 196,06 (+ 110,52)
84 720,91 (+ 166,16) 652,01 (£ 79,34) 193,08 (+ 108,84)
87 713,64 (+ 164,79) 663,62 (+ 80,75) 181,85 (+ 102,51)
90 785,88 (+ 181,79) 775,05 (£ 94,31) 175,88 (+ 99,15)
94 891,11 (£ 206,57) 836,89 (+ 101,84) 192,57 (+ 108,56)
97 1073,86 (+ 249,3) 1010,26 (+ 122,93) 210,16 (+ 118,47)

Neutralizacién in vivo en el modelo de xenoinjerto de cancer de ovario SKOV3-Luc

SKOV3-Luc es una linea celular de cancer de ovario humano que expresa el gen de luciferasa de luciérnaga. Las
células SKOV3-Luc se utilizan, a menudo, in vivo para estabilizar el crecimiento tumoral del adenocarcinoma de
ovario humano.

Las células de cancer de ovario SKOV3-Luc se mezclaron 1:1 con matrigel y se implantaron subcutaneamente en el
flanco trasero derecho de ratones hembra atimicos desnudos a 3,0 x 108 células por inyeccion. Los ratones se
dividieron aleatoriamente en 4 grupos al inicio de acuerdo con el volumen tumoral después de que los xenoinjertos
crecieran a un volumen tumoral promedio de 200 mm 3. Los ratones recibieron anticuerpo IgG4 de control (2,5 mg/kg
una vez a la semana), cisplatino (2,5 mg/kg una vez a la semana), anticuerpo 1 (20 mg/kg una vez a la semana) o
una combinacion de cisplatino (2,5 mg/kg una vez a la semana) y anticuerpo 1 (20 mg/kg una vez a la semana)
mediante inyeccion intraperitoneal. El crecimiento tumoral se muestra en la Tabla 8. La monoterapia con cisplatino
no mostré inhibicion de crecimiento tumoral estadisticamente significativa en comparacion con el control de isotipo.
Sin embargo, la combinacion de cisplatino y anticuerpo 1 mostré inhibicion del crecimiento tumoral estadisticamente
significante (p < 0,001) en comparacién con el control de isotipo y la monoterapia con cisplatino, lo que indica que el
anticuerpo 1 aumenta sinérgicamente la quimioterapia en el modelo de xenoinjerto de cancer de ovario SKOV3-Luc.

Tabla 8
Volumen tumoral promedio (mm?3)

Dia IgG4 Cisplatino Anticuerpo 1 Anticuerpo 1y cisplatino
14 128,45 (+ 7,25) 122,65 (£ 12,2) 109,35 ( 12,7) 127,17 (+ 26,72)
19 182,92 (+ 10,33) 190,65 (+ 18,97) 173,95 (+ 20,2) 167,94 (+ 35,29)
22 269,83 (+ 15,23) 289,15 (+ 28,77) 234,58 (+ 27,25) 218,81 (+ 45,98)
26 507,66 (+ 28,66) 484,72 (+ 48,23) 364,42 (+ 42,33) 349,81 (£ 73,51)
32 904,66 (+ 51,07) 806,31 (¢ 80,23) 739,26 ( 85,86) 530,63 (£ 111,5)
35 | 1052,88 (+ 59,44) | 923,02 (+91,85) 821,83 (¢ 95,45) 579,7 (+ 121,81)
40 1143,39 (£ 64,55) | 941,42 (+ 93,68) 1026,68 (+ 119,25) 585,37 (+ 123)
43 1382,03 (+ 78,03) | 1047,34 (£ 104,22) | 1098,72 (+ 127,61) 626,99 (+ 131,75)
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Secuencias

Secuencia de aminoacidos de cadena pesada del anticuerpo 1: SEQ ID NO: 1

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYEFTSY WIHWVRQAPGQGLEWMGNISP
NSGSANYNEKFKSRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREGPYSYYPS
REYYGSDLWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSN
TKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSLG

Region variable de cadena pesada del anticuerpo 1: SEQ ID NO: 2
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYEFTSYWIHWVRQAPGQGLEWMGNISP

NSGSANYNEKFKSRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREGPYSYYPS
REYYGSDLWGQGTLVTVSS

Secuencia de aminoacidos de cadena ligera del anticuerpo 1: SEQ ID NO: 3

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISNNLHWYQQKPGQAPRLLIYYTSRSVS
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCGQNNEWPEVFGGGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable de cadena ligera del anticuerpo 1: SEQ ID NO: 4

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISNNLHWYQQKPGQAPRLLIYYTSRSVS
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCGQNNEWPEVFGGGTKVEIK

Secuencia de ADN de cadena pesada del anticuerpo 1: SEQ ID NO: 5
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CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGTGCTGAAGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAG
TGAAGGTGTCCTGCAAGGCATCTGGCTACGAGTTCACCAGCTACTGGATTCAC
TGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAATATTTCTC
CTAATAGTGGTAGTGCTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGCAGAGTCACCAT
GACCAGGGACACGTCCACGAGCACAGTCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGA
TCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAGGGCCCTTACAGTTATTA
TCCGAGTAGGGAGTACTATGGCTCTGACCTCTGGGGGCAAGGGACCCTAGTC
ACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTG
CTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC

TACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGC
AGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCA
ACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCA
AATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCA
TCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGAC
CCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTC
CAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGT
CCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGC
CCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAA
GAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGT

Secuencia de ADN de cadena ligera del anticuerpo 1: SEQ ID NO: 6

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAG
AGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAAAGTATCAGCAATAACCTACACTGG
TACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATTATACTTCCCG
GTCCGTCTCTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACT
TCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGT
GGACAGAATAACGAGTGGCCTGAGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAG
ATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGA
GCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATC
CCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTC
AGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTAC
GCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCA
ACAGGGGAGAGTGC

LCDR1 del anticuerpo 1/anticuerpo 2: SEQ ID NO: 7
RASQSISNNLH

LCDR2 del anticuerpo 1/anticuerpo 2: SEQ ID NO: 8
YTSRSVS
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LCDR3 del anticuerpo 1/anticuerpo 2: SEQ ID NO: 9
GQNNEWPEV

HCDR1 del anticuerpo 1/anticuerpo 2: SEQ ID NO: 10
GYEFTSYWIH

HCDR2 del anticuerpo 1/anticuerpo 2: SEQ ID NO: 11
NISPNSGSANYNEKFKS

HCDRS3 del anticuerpo 1: SEQ ID NO: 12
EGPYSYYPSREYYGSDL

Secuencia de aminoacidos de cadena pesada del anticuerpo 2: SEQ ID NO: 13

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYEFTSYWIHWVRQAPGQGLEWMGNISP
NSGSANYNEKFKSRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREGPYSYYPS
RQYYGSDLWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSN
TKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSLG

Region variable de cadena pesada del anticuerpo 2: SEQ ID NO: 14

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYEFTSYWIHWVRQAPGQGLEWMGNISP
NSGSANYNEKFKSRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAREGPYSYYPS
RQYYGSDLWGQGTLVTVSS

Secuencia de aminoacidos de cadena ligera del anticuerpo 2: SEQ ID NO: 15

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISNNLHWYQQKPGQAPRLLIYYTSRSVS
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYY CGQNNEWPEVFGGGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Region variable de cadena ligera del anticuerpo 2: SEQ ID NO: 16

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSISNNLHWYQQKPGQAPRLLIYYTSRSVS
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYY CGQNNEWPEVFGGGTKVEIK

Secuencia de ADN de cadena pesada del anticuerpo 2: SEQ ID NO: 17

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGTGCTGAAGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAG
TGAAGGTGTCCTGCAAGGCATCTGGCTACGAGTTCACCAGCTACTGGATTCAC
TGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAATATTTCTC
CTAATAGTGGTAGTGCTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGCAGAGTCACCAT
GACCAGGGACACGTCCACGAGCACAGTCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGA
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TCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAGGGCCCTTACAGTTATTA
TCCGAGTAGGCAGTACTATGGCTCTGACCTCTGGGGGCAAGGGACCCTAGTC
ACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTG
CTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGC
AGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCA
ACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCA
AATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCA
TCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGAC
CCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTC
CAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGT
CCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGC
CCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAA
GAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGT

Secuencia de ADN de cadena ligera del anticuerpo 2: SEQ ID NO: 18

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAG
AGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAAAGTATCAGCAATAACCTACACTGG
TACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATTATACTTCCCG
GTCCGTCTCTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACT
TCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGT
GGACAGAATAACGAGTGGCCTGAGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAG
ATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGA
GCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATC
CCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTC
AGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTAC
GCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCA
ACAGGGGAGAGTGC

HCDRS3 del anticuerpo 2: SEQ ID NO: 19
EGPYSYYPSRQYYGSDL

Secuencia consenso de HCDR3: SEQ ID NO: 20
EGPYSYYPSRXaaYYGSDL
enlaque XaaesEoQ

Gro-alfa humana (CXCL1): SEQ ID NO: 21
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ASVATELRCQCLQTLQGIHPKNIQSVNVKSPGPHCAQTEVIATLKNGRKACLNPA
SPIVKKIIEKMLNSDKSN

Gro-beta humana (CXCL2): SEQ ID NO: 22
APLATELRCQCLQTLQGIHLKNIQSVKVKSPGPHCAQTEVIATLKNGQKACLNPA

SPMVKKIIEKMLKNGKSN
Gro-gamma humana (CXCL3): SEQ ID NO: 23

ASVVTELRCQCLQTLQGIHLKNIQSVNVRSPGPHCAQTEVIATLKNGKKACLNPA
SPMVQKITEKILNKGSTN

ENA-78 humana (CXCL5): SEQ ID NO: 24
AAVLRELRCVCLQTTQGVHPKMISNLQVFAIGPQCSKVEVVASLKNGKEICLDPE
APFLKKVIQKILDGGNKEN

GCP-2 humana (CXCL6): SEQ ID NO: 25
VSAVLTELRCTCLRVTLRVNPKTIGKLQVFPAGPQCSKVEVVASLKNGKQVCLD
PEAPFLKKVIQKILDSGNKKN

NAP-2 humana (CXCL7): SEQ ID NO: 26
AELRCMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVEVIATLKDGRKICLDPDAPRIK
KIVQKKLAGDESAD

IL-8 humana (CXCLS8): SEQ ID NO: 27
SAKELRCQCIKTYSKPFHPKFIKELRVIESGPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENW
VQRVVEKFLKRAENS
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<110> Eli Lilly and Company
<120> Anticuerpos de quimiocinas pan-ELR* CXC
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<150> 61/792800
<151> 15-03-2013

<150> PCT/US2014/020605
<151> 05-03-2014

<160> 27
<170> PatentIn versién 3.5
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Ala

Thr

Asp

Glu

Tyr

Asn

395

Phe

Asn

Thr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Met

Pro

380

Asn

Leu

Val

Gln

Lys

Glu

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Thr

365

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

430

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Asn

Ile

Thr

Arg

415

Cys

Leu

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr
95

Gln

Ala

Thr

400

Leu

Ser

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



ES 2769 123 T3

Ala Arg Glu Gly Pro Tyr Ser Tyr Tyr Pro Ser Arg Gln Tyr Tyr Gly
100 105 110

Ser Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 15

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion sintética

<400> 15

30



Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Val

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 16
<211>107
<212> PRT

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Val

Ala

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

<213> Secuencia artificial

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2769 123 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gly

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

31

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Glu

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Glu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<220>

<223> construccion sintética

<400> 16

Glu
1

Glu

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Val

<210> 17
<211> 1356
<212> ADN

Ile

Arg

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Val

Ala

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 17

caggtgcage tggtgcagtc tggtgectgaa gtgaagaage ctggggecte agtgaaggtg
tcectgcaagg catctggecta cgagttcacc agctactgga ttcactgggt gcgacaggece

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaaat atttctccta atagtggtag tgctaactac

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

Val

85

Gly

ES 2769 123 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gly

Glu
105

32

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Glu

60

120

180



aatgagaagt
atggagctga
ccttacagtt
ctagtcacag
tccaggagca
gaaccggtga
gctgtecctac
agcttgggca
gacaagagag
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
caggaggaga
agcgacatcg
ccteceegtge
agcaggtggce
cactacacac

<210> 18
<211> 642
<212> ADN

tcaagagcag
gcagcctgag
attatccgag
tctectcecage
cctcecgagag
cggtgtegtg
agtcctcagg
cgaagaccta
ttgagtccaa
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

aggaggggaa

agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 18

ES 2769 123 T3

agtcaccatg
atctgaggac
taggcagtac
ctccaccaag
cacagccgcec
gaactcaggc
actctactcce
cacctgcaac
atatggtccc
cctgttecccece
cgtggtggtyg
cgtggaggtyg
tgtggtcage
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagce
ggaaagcaat
cggctcecette
tgtcttctca

ctcectgtcet

accagggaca
acggccgtgt
tatggctctg
ggcccatcgg
ctgggctgece
gccctgacca
ctcagcageg
gtagatcaca
ccatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gagccacagg
ctgacctgcece
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctcegtga

ctgggt

33

cgtccacgag
attactgtgce
acctctgggg
tctteceeget
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cctgccecage
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcctgecacca
tcecegtecte
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac

tgcatgaggce

cacagtctac
gagagagggc
gcaagggacc
agcgccctge
ctacttccce
caccttceccg
gcecctcecage
caccaaggtg
acctgagttc
catgatctcc
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gceccccatcee
cttctaccce
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1356



gaaattgtgt
ctctcctgea
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagg

tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge
<210> 19

<211> 17

<212> PRT
<213> Secuenci

<220>

tgacacagtc
gggccagtca
ccaggctecct
gcagtgggtce
cagtttatta

tggagatcaa

agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

a artificial

<223> construccion sintética

<400> 19

Glu Gly Pro Tyr Ser Tyr Tyr Pro Ser Arg Gln Tyr Tyr Gly Ser Asp

1

Leu

<210> 20
<211>17
<212> PRT
<213> Secuenc|

<220>

a artificial

<223> construccion sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11)

ES 2769 123 T3

tccageccace
aagtatcagc
catctattat
tgggacagac
ctgtggacag

acgaactgtg

tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

5

<223> La posicion 11 Xaa es Glu o GIn

<400> 20

Glu Gly Pro Tyr Ser Tyr Tyr Pro Ser Arg Xaa Tyr Tyr Gly Ser Asp

1

Leu

<210> 21
<211>73
<212> PRT

<213> Homo sapiens

5

ctgtctttgt
aataacctac
acttccecggt
ttcactctca
aataacgagt

gctgcaccat

tctgttgtgt
gataacgcce
agcacctaca

gtctacgcect

aggggagagt

10

10

34

ctccagggga
actggtacca
ccgtctetgg
ccatcagcag
ggcctgaggt

ctgtcttcat

gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagecag
gcgaagtcac

gc

aagagccacc
acagaaacct
catcccagcece
cctagagecct
gttcggegga

cttcecegececa

taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

15

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



<400> 21

Ala Ser Val
1

Gly Ile His

Pro His Cys
35

Lys Ala Cys
50

Lys Met Leu
65

<210> 22

<211>73

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Ala Pro Leu
1

Gly Ile His

Pro His Cys
35

Lys Ala Cys
50

Lys Met Leu
65

<210> 23

<211>73

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Ala

Pro

20

Ala

Leu

Asn

Ala

Leu

20

Ala

Leu

Lys

ES 2769 123 T3

Thr Glu

Lys Asn

Gln Thr

Asn Pro

Ser Asp
70

Thr Glu

Lys Asn

Gln Thr

Asn Pro

Asn Gly
70

Leu

Ile

Glu

Ala

55

Lys

Leu

Ile

Glu

Ala

55

Lys

Arg Cys

Gln Ser
25

Val Ile
40

Ser Pro

Ser Asn

Arg Cys

Gln Ser
25

Val Ile
40

Ser Pro

Ser Asn

35

Gln
10

Val

Ala

Ile

Gln

10

Val

Ala

Met

Cys

Asn

Thr

Val

Cys

Lys

Thr

Val

Leu

Val

Leu

Lys
60

Leu

Val

Leu

Lys
60

Gln

Lys

Lys

45

Lys

Gln

Lys

Lys

45

Lys

Thr

Ser

30

Asn

Ile

Thr

Ser

30

Asn

Ile

Leu
15

Pro

Gly

Ile

Leu

15

Pro

Gly

Ile

Gln

Gly

Arg

Glu

Gln

Gly

Gln

Glu



Ala Ser Val Val Thr
1 5

Gly Ile His Leu Lys
20

Pro His Cys Ala Gln
35

Lys Ala Cys Leu Asn
50

Lys Ile Leu Asn Lys
65

<210> 24

<211>74

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Ala Ala Val Leu Arg
1 5

Gly Val His Pro Lys
20

Pro Gln Cys Ser Lys
35

Glu Ile Cys Leu Asp
50

Lys Ile Leu Asp Gly
65

<210> 25

<211>75

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

ES 2

Glu Leu

Asn Ile

Thr Glu

Pro Ala
55

Gly Ser
70

Glu Leu

Met Ile

Val Glu

Pro Glu

55

Gly Asn
70

769 123 T3

Arg Cys Gln Cys Leu
10

Gln Ser Val Asn Val
25

Val Ile Ala Thr Leu
40

Ser Pro Met Val Gln
60

Thr Asn

Arg Cys Val Cys Leu
10

Ser Asn Leu Gln Val
25

Val Val Ala Ser Leu
40

Ala Pro Phe Leu Lys
60

Lys Glu Asn

36

Gln Thr

Arg Ser
30

Lys Asn
45

Lys Ile

Gln Thr

Phe Ala
30

Lys Asn
45

Lys Val

Leu Gln
15

Pro Gly

Gly Lys

Ile Glu

Thr Gln

15

Ile Gly

Gly Lys

Ile Gln



Val

Leu

Gly

Lys

Gln
65

<210> 26
<211>70
<212> PRT

Ser

Arg

Pro

Gln

50

Lys

Ala

Val

Gln

35

Val

Ile

<213> Homo sapiens

<400> 26

Ala
1

Lys

Gln

Asp

Gly
65

<210> 27
<211>72
<212> PRT

Glu

Asn

Val

Pro

50

Asp

Leu

Ile

Glu

35

Asp

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 27

Val Leu

Asn Pro

20

Cys Ser

Cys Leu

Leu Asp

Arg Cys

Gln Ser

20

Val Ile

Ala Pro

Ser Ala

ES 2769 123 T3

Thr Glu Leu

Lys Thr Tle

Lys Val Glu
40

Asp Pro Glu
55

Ser Gly Asn
70

Met Cys Ile

Leu Glu Val

Ala Thr Leu
40

Arg Ile Lys
55

Asp
70

Arg

Gly

25

Val

Ala

Lys

Lys

Ile

25

Lys

Lys

37

Cys Thr Cys Leu Arg Val Thr

10

15

Lys Leu Gln Val Phe Pro Ala

30

Val Ala Ser Leu Lys Asn Gly

45

Pro Phe Leu Lys Lys Val Ile

60

Lys Asn
75

Thr Thr Ser Gly
10

Gly Lys Gly Thr

Asp Gly Arg Lys
45

Ile Val Gln Lys
60

Ile

His

30

Ile

Lys

His

15

Cys

Cys

Leu

Pro

Asn

Leu

Ala



Ser

Phe

His

Leu

Phe
65

Ala

His

Cys

Cys

50

Leu

Lys

Pro

Ala

35

Leu

Lys

Glu

Lys

20

Asn

Asp

Arg

Leu

Phe

Thr

Pro

Ala

Arg

Ile

Glu

Lys

Glu
70

ES 2769 123 T3

Cys

Lys

Ile

Glu

55

Asn

Gln Cys Ile Lys Thr Tyr Ser Lys Pro
10 15

Glu Leu Arg Val Tle Glu Ser Gly Pro
25 30

Ile Val Lys Leu Ser Asp Gly Arg Glu
40 45

Asn Trp Val Gln Arg Val Val Glu Lys
60

Ser

38



ES 2769 123 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que neutraliza Gro-alfa, Gro-beta, Gro-gamma, ENA-78, GCP-2, NAP-2 e IL-8 humanas, en el que
el anticuerpo se une a IL-8 (SEQ ID NO: 27) en los siguientes aminoacidos: Arg 6, lle 10, Ala 35, lle 40.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo se une adicionalmente a IL-8 (SEQ ID NO: 27) en Leu
49,

39
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