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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-MIF para su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales y a partes de unién a antigeno de los mismos que se
unen especificamente a la regién C-terminal o central del factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) para su
uso en el tratamiento de un trastorno inflamatorio. Estos anticuerpos anti-MIF y partes de unioén a antigeno de los
mismos inhiben ademas la funcion bioldgica de MIF humano.

Antecedentes

El factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) es una citocina aislada inicialmente basandose en su capacidad
para inhibir la migracion de macréfagos aleatoria in vitro (Bloom et al. Science 1966, 153, 80-2; David et al. PNAS
1966, 56, 72-7). Aunque se ha conocido MIF desde 1966, no se conoce su funcién exacta en la mayoria de células,
pero parece que MIF es un regulador posterior critico de la respuesta inmunitaria innata y adquirida.

El ADNc de MIF humano se clon6 en 1989 (Weiser ef al., PNAS 1989, 86, 7522-6), y su ubicacion genémica se maped
en el cromosoma 22. El producto del gen de MIF es una proteina de aminoacidos con una masa molecular de 12,5
kDa. La proteina esta altamente conservada con una homologia de secuencia entre MIF humano, de ratén, de rata y
bovino de entre el 90 - 96%. Sin embargo, MIF no tiene ninguna homologia de secuencia significativa con ninguna
otra proteina. La estructura tridimensional de MIF es distinta de cualquier otra citocina u hormona hipofisaria. La
proteina cristaliza como un trimero de subunidades idénticas. Cada mondmero contiene dos hélices alfa antiparalelas
que se empaquetan frente a una lamina beta de cuatro hebras. El monédmero tiene dos hebras beta adicionales que
interaccionan con las laminas beta de subunidades adyacentes para formar la superficie de contacto entre monémeros.
Las tres laminas beta se disponen para formar un barril que contiene un canal accesible por disolvente que discurre a
través del centro de la proteina a lo largo de un eje molecular de tres pliegues (Sun et al. PNAS 1996, 93, 5191-5196).

Se notificd que se indujo la secrecion de MIF a partir de macréfagos a concentraciones muy bajas de glucocorticoide
(Calandra et al. Nature 1995, 377, 68-71). Sin embargo, como una citocina proinflamatoria, MIF también contrarregula
los efectos de glucocorticoides y estimula la secrecion de otras citocinas tales como el factor de necrosis tumoral
TNF-a e interleucina IL-1B (Baugh et al, Crit Care Med 2002, 30, S27-35) asumiendo por tanto un papel en la patogenia
de enfermedades inflamatorias e inmunitarias. MIF también se asocia directamente con el crecimiento de linfoma,
melanoma y cancer de colon (Nishihira et al. J Interferon Cytokine Res. 2000, 20: 751-62).

MIF es un mediador de muchos estados patoldgicos y por tanto se asocia con una variedad de enfermedades
incluyendo enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), artritis reumatoide (AR), sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA), asma, glomerulonefritis, nefropatia por IgA, cancer, infarto de miocardio (IM) y septicemia.

Se han desarrollado anticuerpos anti-MIF monoclonales y policlonales frente a MIF humano recombinante (Shimizu et
al., FEBS Lett. 1996; 381, 199-202; Kawaguchi et al., J. Leukoc. Biol. 1986, 39, 223-232 y Weiser et al., Cell. Immunol.
1985, 90, 167-78).

Se han sugerido anticuerpos anti-MIF para su uso terapéutico para inhibir la liberacion de TNF-a. Se notifica que
Calandra et al., (J. Inflamm. 1995. 47, 39-51) usaron anticuerpos anti-MIF para proteger animales frente a choque
séptico inducido experimentalmente por bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Se sugirieron anticuerpos anti-
MIF como un medio de terapia para modular la produccion de citocinas en choque séptico y otros estados patologicos
inflamatorios.

El documento US 6.645.493 da a conocer anticuerpos anti-MIF monoclonales derivados de células de hibridoma, que
neutralizan la actividad biolégica de MIF. Pudo mostrarse en un modelo animal que estos anticuerpos anti-MIF
derivados de ratén tenian un efecto beneficioso en el tratamiento de choque inducido por endotoxinas. Algunos de los
anticuerpos anti-MIF descritos (I11.D.9, XIV.14.3 y XIV.15.5) se usaron en la presente invencién para experimentos
comparativos.

El documento US 2003/0235584 da a conocer métodos de preparacion de anticuerpos de alta afinidad frente a MIF
en animales en los que se ha desactivado de manera homocigotica el gen de MIF.

El factor inhibidor de la glicosilacion (GIF) es una proteina descrita por Galat et al. (Eur. J. Biochem. 1994, 224, 417-21).
Se reconoce ahora que MIF y GIF son idénticos. Watarai et al. (PNAS 2000, 97, 13251-6) describieron anticuerpos
policlonales que se unen a diferentes epitopos de GIF para identificar la naturaleza bioquimica de la modificacion
postraduccional de GIF en células T. Watarai et al (PNAS 2000, 97, 13251-6) notificaron que GIF se produce en
diferentes isoformas conformacionales in vitro. Un tipo de isdmero se produce mediante modificacién quimica de un
Unico residuo de cisteina. La modificacion quimica conduce a cambios conformacionales dentro de la proteina GIF y
cambia su funcion bioldgica.
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Se conocen en general anticuerpos anti-MIF, por ejemplo de los documentos WO 2007/134538 o US 2003/0235584.
Se hace referencia, a modo de ejemplo, al documento US 2003/0099653 que da a conocer, por ejemplo, el anticuerpo
[1.D.9.

Este anticuerpo también se conoce de varios documentos adicionales. Véanse, por ejemplo, el documento
US 2004/0156848 y el documento WO 98/17314 asi como el documento USA 6.030.615. Los documentos también se
refieren, por ejemplo, al anticuerpo XIV.14.3. Estos anticuerpos no se unen al mismo epitopo que los anticuerpos de
la invencion actualmente reivindicados.

Incluso basandose en esta documentacion, existe la necesidad de anticuerpos anti-MIF adicionalmente mejorados,
que sean Utiles para el tratamiento de trastornos inflamatorios.

Dada la complejidad de la participacion de MIF en diversas enfermedades, se desea sumamente una aclaracion de la
funcién de anticuerpos anti-MIF especificos de epitopo y de su uso para enfoques terapéuticos. Por tanto, existe una
necesidad de anticuerpos anti-MIF especificos de epitopo, que inhiban la funcién biolégica de MIF humano para el
tratamiento de enfermedades y estados mediados por MIF.

Sumario de la invencion
La presente invencion esta definida por las reivindicaciones adjuntas.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: muestra la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo anti-MIF
humano de la invencion.

Figura 2: muestra la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-MIF
humano de la invencion.

Figura 3: muestra la secuencia de ADN y su traduccion de la region variable de la cadena ligera de anticuerpos anti-MIF
humano de la invencion.

Figura 4: muestra la secuencia de ADN y su traduccion de la region variable de la cadena pesada de anticuerpos anti-
MIF humano de la invencion.

Figura 5: Experimento de competencia de 111.D.9 murino frente a un anticuerpo control (C3) y anticuerpo anti-MIF
Bax94. Puede observarse una clara competencia mediante cantidades crecientes de anticuerpo Bax94.

Figura 6: El anticuerpo Bax94 (linea de puntos) y el anticuerpo Bax152 (linea de rayas) mostraron supervivencia
aumentada y tiempo a la muerte retardado en el modelo animal de peritonitis en comparacion con un anticuerpo control
(C3).

Figura 7: Union diferencial del anticuerpo Bax94 a MIF activo y MIF no activo. El anticuerpo Bax94 se une a MIF activo
en un formato de ELISA directo, mientras que no se une a MIF no activo.

Figura 8: Tabla que resume las propiedades in vitro de anticuerpos anti-MIF humano.

Figura 9: Efectos proapoptéticos de anticuerpos anti-MIF en un ensayo basado en células. Se muestran las actividades
de caspasa-3 celular (caspasa efectora) tras el tratamiento de células PC-3 con anticuerpos. Se realizan los ensayos
por triplicado y se presentan los datos como media = DE.

Figura 10: Efectos antiinvasivos de anticuerpos anti-MIF. Se examina la invasion de células de cancer de préstata PC-
3 a través de poros de insertos Transwell™ recubiertos con Matrigel. Se cuenta el nimero de células invadidas por
campo visual (microscopio con un aumento de 400 veces). Se presentan los datos como media + DE recuentos de 3-
10 campos visuales y se muestran las diferencias significativas.

Descripcion detallada de la invencion

Definiciones y técnicas generales

A menos que se defina lo contrario en el presente documento, los términos cientificos y técnicos usados en relacion
con la presente invencion tendran los significados que entienden cominmente los expertos habituales en la técnica.
En general, las nomenclaturas usadas en relacion con, y técnicas de, cultivo celular y tisular, biologia molecular,

inmunologia, microbiologia, genética y quimica de proteinas y acidos nucleicos descritas en el presente documento
son las que se conocen bien y se usan cominmente en la técnica. Los métodos y las técnicas de la presente invencion
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se realizan generalmente segun métodos convencionales bien conocidos en la técnica y tal como se describen en
diversas referencias generales y mas especificas que se citan y se comentan a lo largo de la totalidad de la presente
memoria descriptiva a menos que se indique lo contrario. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) y Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992), y Harlow y Lane Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990).

“MIF” o “factor inhibidor de la migracion de macréfagos” se refiere a la proteina que se conoce como un mediador
critico en la respuesta inmunitaria e inflamatoria, especialmente como contrarregulador de glucocorticoides. MIF
incluye MIF de mamifero, especificamente MIF humano (numero de registro primario de Swiss-Prot: P14174), en el
que la forma monomérica se codifica como proteina de 115 aminoacidos pero se produce como proteina de
114 aminoacidos debido a escision de la metionina inicial. “MIF” también incluye “GIF” (factor inhibidor de la
glicosilacion) y otras formas de MIF tales como proteinas de fusion de MIF. La numeracién de los aminoacidos de MIF
comienza con la metionina N-terminal (aminoacido 1) y termina con la alanina C-terminal (aminoacido 115).

El término “MIF activo” se refiere a isoformas conformacionales de MIF que se producen de manera natural, que son
relevantes para su funcion bioldgica. MIF activo incluye isoformas que pueden observarse en la superficie de células
(tales como THP1 o similar). MIF activo también incluye isoformas de MIF que se producen en suero de mamiferos
tras la exposicion con bacterias.

Un “anticuerpo” se refiere a un anticuerpo intacto o una parte de unién a antigeno que compite con el anticuerpo intacto
para la unién especifica. Véase en general, Fundamental Inmunology, Cap. 7 (Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y.
(1989)). El término anticuerpo incluye formas modificadas por ingenieria genética tales como anticuerpos quiméricos
o0 humanizados.

El término “parte de union a antigeno” de un anticuerpo se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que
conservan la capacidad para unirse especificamente a un antigeno (por ejemplo, MIF). Pueden producirse partes de
union a antigeno mediante técnicas de ADN recombinante o mediante escision enzimatica o quimica de anticuerpos
intactos. Las partes de unidén a antigeno incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab’),, Fv y de regién determinante de
complementariedad (CDR), anticuerpos de cadena sencilla (scFv), anticuerpos quiméricos, diacuerpos y polipéptidos
que contienen al menos una parte de un anticuerpo que es suficiente para conferir unién a antigeno especifico al
polipéptido. Desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal, los dominios variables de cadena tanto ligera
como pesada madura comprenden las regiones FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacion de
aminoacidos a cada dominio es segun las definiciones de Kabat, Secuences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991)), Chothia et. al. J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987) o Chothia
et al., Nature 342: 878-883 (1989). Un anticuerpo o una parte de unién a antigeno del mismo puede derivatizarse o
unirse a otra molécula funcional (por ejemplo, otro péptido o proteina). Por ejemplo, un anticuerpo o una parte de unién
a antigeno del mismo puede unirse de manera funcional a una o mas de otras entidades moleculares, tales como otro
anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico o un diacuerpo), un agente detectable, un agente citotdxico, un
agente farmacéutico y/o una molécula de union.

El término “anticuerpo humano” se refiere a cualquier anticuerpo en el que las secuencias de dominio variable y
constante son secuencias humanas. El término abarca anticuerpos con secuencias derivadas a partir de genes
humanos, pero que se han cambiado, por ejemplo, para disminuir una posible inmunogenicidad, aumentar la afinidad,
eliminar cisteinas que pueden provocar plegamiento indeseable, etc. El término abarca tales anticuerpos producidos
de manera recombinante en células no humanas, que pueden conferir glicosilacién no tipica de células humanas.

El término “anticuerpo humanizado” se refiere a inmunoglobulinas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las
mismas (tales como fragmentos Fv, Fab, Fab’, F(ab’),, u otras partes de unién a antigeno de anticuerpos), que
contienen secuencias derivadas a partir de una inmunoglobulina no humana.

El término “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que comprende regiones de dos o mas especies diferentes.
El término “anticuerpo aislado” o “parte de unién a antigeno aislada del mismo” se refiere a un anticuerpo o una parte
de unién a antigeno del mismo que se ha identificado y seleccionado a partir de una fuente de anticuerpos tal como

una biblioteca de presentacion en fagos o un repertorio de células B.

El término “Kp” se refiere a la constante de disociacion en equilibrio de una parte Fab de un anticuerpo particular con
el antigeno respectivo.

Los términos “region central” y “region C-terminal” de MIF se refieren a la regién de MIF humano que comprende los
aminoacidos 35-68 y 86-115, respectivamente.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante de proteina que puede unirse especificamente a un fragmento de

inmunoglobulina o anticuerpo. Los determinantes epitopicos consisten habitualmente en agrupaciones de moléculas
de superficie quimicamente activa tales como aminoacidos expuestos, aminoazucares, u otras cadenas laterales de
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hidratos de carbono y habitualmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especifica.

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico que puede transportar otro acido nucleico al que se ha
unido. En algunas realizaciones, el vector es un plasmido, es decir, un bucle de ADN bicatenario circular en el que
pueden ligarse segmentos de ADN adicionales.

El término “célula huésped” se refiere a una linea celular que puede producir una proteina recombinante tras introducir
un vector de expresion. El término “linea celular recombinante”, se refiere a una linea celular en la que se ha introducido
un vector de expresion recombinante. Debe entenderse que “linea celular recombinante” significa no sélo la linea
celular objeto particular sino también la progenie de una linea celular de este tipo. Dado que pueden producirse
determinadas modificaciones en generaciones subsiguientes debidas o bien a mutacién o bien a influencias del
entorno, tal progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la célula madre, pero todavia se incluyen dentro del alcance
del término “linea celular recombinante” tal como se usa en el presente documento.

El término “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a todos y cada uno de los disolventes, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcion,
y similares que son fisioldgicamente compatibles.

Anticuerpos anti-MIF

La invencion se refiere a anticuerpos monoclonales aislados o partes de union a antigeno de los mismos, que se unen
especificamente a la region que abarca los aa 50-68 o la regién que abarca los aa 86-102 de MIF humano e inhiben
ademas la funcién bioldégica de MIF humano para su uso en el tratamiento de un trastorno inflamatorio. En algunas
realizaciones, los anticuerpos monoclonales son anticuerpos monoclonales humanos. En otras realizaciones, los
anticuerpos monoclonales son anticuerpos monoclonales humanizados.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del anticuerpo anti-MIF comprende la secuencia de aminoacidos que es
igual a la secuencia de aminoacidos de la V. del anticuerpo Bax8 (SEQ ID NO: 1), el anticuerpo Bax69 (SEQ ID NO:
2), el anticuerpo Bax74 (SEQ ID NO: 3), el anticuerpo Bax94 (SEQ ID NO: 4), el anticuerpo Bax152 (SEQ ID NO: 5),
el anticuerpo BaxA10 (SEQ ID NO: 6), o una secuencia de aminoacidos que tiene el 85%, preferiblemente el 90% de
homologia de secuencia con respecto a dichas secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, la cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos desde el principio de la CDR1 hasta el final de la CDR3 de uno cualquiera
de dichos anticuerpos. En algunas realizaciones, la cadena ligera del anticuerpo anti-MIF comprende al menos la
CDRH1, la CDR2 o la CDR3 de cadena ligera de las secuencias de aminoacidos mostradas en la figura 1.

En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos del dominio variable (V4) del
anticuerpo Bax8 (SEQ ID NO: 7), el anticuerpo Bax69 (SEQ ID NO: 8), el anticuerpo Bax74 (SEQ ID NO: 9), el
anticuerpo Bax94 (SEQ ID NO: 10), el anticuerpo Bax152 (SEQ ID NO: 12), el anticuerpo BaxA10 (SEQ ID NO: 12), o
una secuencia de aminoacidos que tiene el 85%, preferiblemente el 90% de homologia de secuencia con respecto a
dichas secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende la secuencia de
aminoacidos desde el principio de la CDR1 hasta el final de la CDR3 de uno cualquiera de dichos anticuerpos. En
algunas realizaciones, la cadena pesada del anticuerpo anti-MIF comprende al menos la CDR1, la CDR2 o la CDR3
de cadena pesada de las secuencias de aminoacidos mostradas en la figura 2.

Clase y subclase de anticuerpos anti-MIF

El anticuerpo anti-MIF de la invencion es un anticuerpo monoclonal aislado. El anticuerpo anti-MIF puede ser una
molécula de IgG, IgM, IgE, IgA o IgD. En otras realizaciones, el anticuerpo anti-MIF es una IgG y es de una subclase
IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4. En otras realizaciones, el anticuerpo es de subclase o bien IgG1 o bien IgG4. En otras
realizaciones, el anticuerpo es de subclase IgG4. En algunas realizaciones, el anticuerpo IgG4 tiene una Unica
mutacién que cambia la serina (serina228, segun el esquema de numeracion de Kabat) por prolina. Por consiguiente,
la subsecuencia CPSC en la region Fc de IgG4 se vuelve CPPC, que es una subsecuencia en IgG1 (Angal et al. Mol
Immunol. 1993, 30, 105-108).

Epitopos de MIF reconocidos por anticuerpos anti-MIF

La invencién se refiere a anticuerpos anti-MIF o partes de unidon a antigeno de los mismos que se unen
especificamente a las regiones que abarcan desde los aminoacidos 50-68 u 86-102 de MIF humano, respectivamente,
de manera preferible los anticuerpos anti-MIF se unen especificamente a las regiones que abarcan desde los
aminoacidos 50 hasta 68, o del 86 al 102, respectivamente, e inhiben la funcion biolégica de MIF humano.

En otras realizaciones, la invencion se refiere a anticuerpos anti-MIF, que se unen adicionalmente a MIF activo e
inhiben ademas la funcién bioldégica de MIF humano. En algunas realizaciones, MIF activo esta unido a membrana.

Se encontré sorprendentemente que los anticuerpos anti-MIF de la invencion tenian la propiedad sorprendente de
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competir con el anticuerpo anti-MIF 111.D.9 en estudios de unién con MIF humano. Puede determinarse la competencia
de 111.D.9 tal como se describe en el ejemplo 5.

Afinidad de unién de anticuerpos anti-MIF frente a MIF humano

La invencion se refiere a anticuerpos anti-MIF o partes de union a antigeno de los mismos, que se unen a MIF humano
con una Kp de 5 x 107 M o menos. En otras realizaciones, los anticuerpos se unen a MIF humano con una Kp de 5 x
108 M o menos, 5 x 10° M o menos 0 5 x 10'® M o menos.

La afinidad de unién de anticuerpos anti-MIF o partes de unién a antigeno de los mismos frente a MIF humano puede
determinarse mediante métodos conocidos en la técnica. La afinidad de unién puede medirse, por ejemplo, mediante
resonancia de plasmon superficial (BIACORE). El ejemplo 10 muestra a modo de ejemplo un método para determinar
constantes de afinidad de anticuerpos anti-MIF mediante tecnologia BIACORE.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere ademas a anticuerpos anti-MIF o a partes de unién a antigeno de los
mismos, que se unen a MIF activo con una Kp de menos de 500 nM e inhiben ademas la funcién bioldgica de MIF
humano. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-MIF o partes de unién a antigeno de los mismos se unen a
MIF activo con una Kp de menos de 50 nM.

Produccion de anticuerpos anti-MIF

Pueden prepararse anticuerpos anti-MIF o partes de unidon a antigeno de los mismos segun la presente invencion
mediante muchos métodos conocidos por el experto en la técnica, tales como examen de bibliotecas de presentacion
en fagos de fragmentos de anticuerpo. Pueden usarse diferentes formatos de bibliotecas de presentacion en fagos,
por ejemplo, bibliotecas de fragmentos scFv o Fab, o similares. Se examina una biblioteca de presentacion en fagos
para detectar fragmentos de anticuerpo con afinidades deseadas para determinados epitopos de MIF y se recupera
el material genético del clon apropiado. En rondas consecutivas de generacion y examen de bibliotecas, puede aislarse
un fragmento de anticuerpo con una afinidad aumentada en comparacioén con la afinidad del fragmento de anticuerpo
original aislado. La afinidad de un fragmento de anti-MIF identificado puede potenciarse adicionalmente mediante
maduracion de afinidad.

Acidos nucleicos, vectores, células huésped y métodos recombinantes de preparacién de anticuerpos anti-MIF

Aspectos de referencia se refieren a moléculas de acido nucleico que codifican para anticuerpos anti-MIF o partes de
unién a antigeno de los mismos segun la presente invencion, asi como a vectores que comprenden un acido nucleico
de este tipo y a células huésped que comprenden un vector de este tipo, asi como a métodos de produccién de manera
recombinante de un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico.

En algunas realizaciones, la secuencia de ADN que codifica para la region V. del anticuerpo anti-MIF comprende la
secuencia de nucledtidos que es igual a la secuencia de la V| del anticuerpo Bax8 (SEQ ID NO: 13), el anticuerpo
Bax69 (SEQ ID NO: 14), el anticuerpo Bax74 (SEQ ID NO: 15), el anticuerpo Bax94 (SEQ ID NO: 16), el anticuerpo
Bax152 (SEQ ID NO: 17), el anticuerpo BaxA10 (SEQ ID NO: 18) tal como se muestra en la figura 3, o una secuencia
que tiene el 85%, preferiblemente el 90% de homologia de secuencia con respecto a cualquiera de dichas secuencias
de nucleotidos.

En algunas realizaciones, la secuencia de ADN que codifica para la region Vy del anticuerpo anti-MIF comprende la
secuencia de nucledtidos que es igual a la secuencia de la Vy del anticuerpo Bax8 (SEQ ID NO: 19), el anticuerpo
Bax69 (SEQ ID NO: 20), el anticuerpo Bax74 (SEQ ID NO: 21), el anticuerpo Bax94 (SEQ ID NO: 22), el anticuerpo
Bax152 (SEQ ID NO: 23), el anticuerpo BaxA10 (SEQ ID NO: 24) tal como se muestra en la figura 4, o una secuencia
que tiene el 85%, preferiblemente el 90% de homologia de secuencia con respecto a cualquiera de dichas secuencias
de nucleotidos.

La produccion de los anticuerpos anti-MIF para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria segun la
presente invencion incluye cualquier método para la generacion de ADN recombinante mediante ingenieria genética,
por ejemplo, mediante transcripcion inversa de ARN y/o amplificacion de ADN y clonacién en vectores de expresion.
En algunas realizaciones, el vector es un vector viral, en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales en el
genoma viral. En algunas realizaciones, el vector puede replicarse de manera auténoma en una célula huésped en la
que se introduce (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores de
mamifero episémicos). En otras realizaciones, el vector (por ejemplo, vectores de mamifero no episémicos) puede
integrarse en el genoma de una célula huésped tras la introduccién en la célula huésped, y replicarse de ese modo
junto con el genoma huésped. Ademas, determinados vectores pueden dirigir la expresion de genes a los que estan
operativamente unidos. Tales vectores se denominan “vectores de expresion recombinante” (o simplemente, “vectores
de expresion”) en el presente documento.

Pueden producirse anticuerpos anti-MIF por medio de vectores de expresién convencionales, tales como vectores
bacterianos (por ejemplo, pBR322 y sus derivados) o vectores eucariotas. Aquellas secuencias que codifican para el
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anticuerpo pueden dotarse de secuencias reguladoras que regulan la replicacion, la expresion y/o la secrecion a partir
de la célula huésped. Estas secuencias reguladoras comprenden, por ejemplo, promotores (por ejemplo, CMV o SV40)
y secuencias sefial. Los vectores de expresion también pueden comprender marcadores de seleccion y amplificacion,
tales como el gen de dihidrofolato reductasa (DHFR), higromicina-B-fosfotransferasa y timidina-cinasa. Los
componentes de los vectores usados, tales como marcadores de seleccion, replicones, potenciadores, pueden o bien
obtenerse comercialmente o bien prepararse por medio de métodos convencionales. Los vectores pueden construirse
para la expresion en diversos cultivos celulares, por ejemplo, en células de mamifero tales como CHO, COS, HEK293,
NSO, fibroblastos, células de insecto, levadura o bacterias tales como E. coli. En algunos casos, se usan células que
permiten la glicosilaciéon 6ptima de la proteina expresada.

El gen de cadena ligera del anticuerpo anti-MIF y el gen de cadena pesada del anticuerpo anti-MIF pueden insertarse
en vectores separados o se insertan ambos genes en el mismo vector de expresion. Los genes de anticuerpo se
insertan en el vector de expresion mediante métodos convencionales, por ejemplo, ligamiento de sitios de restriccion
complementarios en el fragmento de gen de anticuerpo y vector, o ligamiento de extremos romos si no estan presentes
sitios de restriccion.

La produccién de anticuerpos anti-MIF o partes de unién a antigeno de los mismos puede incluir cualquier método
conocido en la técnica para la introduccion de ADN recombinante en células eucariotas mediante transfeccion, por
ejemplo, mediante electroporacion o microinyeccion. Por ejemplo, la expresion recombinante del anticuerpo anti-MIF
puede conseguirse mediante la introduccién de un plasmido de expresion que contiene la secuencia de ADN que
codifica para el anticuerpo anti-MIF bajo el control de una o mas secuencias reguladoras tales como un promotor
fuerte, en una linea celular huésped adecuada mediante un método de transfeccién apropiado que da como resultado
células que tienen las secuencias introducidas integradas de manera estable en el genoma. El método de lipofeccion
es un ejemplo de un método de transfeccion que puede usarse segun la presente invencion.

La produccién de anticuerpos anti-MIF también puede incluir cualquier método conocido en la técnica para el cultivo
de dichas células transformadas, por ejemplo, de una manera continua o discontinua, y la expresion del anticuerpo
anti-MIF, por ejemplo, constitutiva o tras la induccion.

El tipo de célula huésped puede ser cualquier célula eucariota. En un ejemplo, la célula es una célula de mamifero
con la capacidad para realizar modificaciones postraduccionales de anticuerpos anti-MIF. Por ejemplo, dicha célula
de mamifero se deriva a partir de una linea celular de mamifero, tal como, por ejemplo, una linea celular seleccionada
del grupo que consiste en células SkHep, CHO, HEK293 y BHK. En una realizacion, el anticuerpo anti-MIF se expresa
en una linea celular CHO con déficit de DHFR, por ejemplo, DXB11, y la adicion de G418 como un marcador de
seleccion. Cuando se introducen vectores de expresion recombinantes que codifican para genes de anticuerpo en
células huésped de mamifero, se producen los anticuerpos cultivando las células huésped durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células huésped o la secrecién del anticuerpo en el
medio de cultivo en el que se hacen crecer las células huésped.

Pueden recuperarse anticuerpos anti-MIF a partir del medio de cultivo usando métodos de purificacion de proteinas
convencionales.

Adicionalmente, la produccién de anticuerpos anti-MIF puede incluir cualquier método conocido en la técnica para la
purificacion de un anticuerpo, por ejemplo, mediante cromatografia de intercambio aniénico o cromatografia de
afinidad. En una realizacion, el anticuerpo anti-MIF puede purificarse a partir de sobrenadantes de cultivo celular
mediante cromatografia de exclusién molecular.

Propiedades de anticuerpos anti-MIF

La invencion se refiere a anticuerpos anti-MIF o una parte de unién a antigeno de los mismos tal como se describe en
las reivindicaciones. Ademas presentan al menos una de las siguientes propiedades:

a) inhiben la actividad de anulacion de glucocorticoides (GCO),

b) inhiben la proliferacion de lineas celulares tales como fibroblastos o células cancerosas (por ejemplo, NIH/3T3 o
PC-3),

c) seunen a MIF activo,

d) no se unen a MIF no activo,

MIF activo es una isoforma de MIF activo que se produce mediante el tratamiento de MIF humano con reactivos
oxidantes leves, tales como cistina o mediante la inmovilizacion de MIF humano sobre un soporte tal como una placa
de ELISA o perlas. MIF activo es una isoforma de MIF activo que se produce in vivo tras la exposicién de animales

con bacterias. MIF activo es una isoforma de MIF activo que se produce in vivo sobre la superficie de células (por
ejemplo, THP1, CFB). MIF no activo es MIF reducido (por ejemplo, tal como se describe en el ejemplo 7) o MIF
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almacenado intracelular.

En oftras realizaciones, los anticuerpos anti-MIF o parte de unién a antigeno de los mismos se unen a MIF activo con
una Kp de menos de 500 nM.

Composiciones farmacéuticas de anticuerpos anti-MIF y métodos de tratamiento

La invencion también se refiere a composiciones que comprenden un anticuerpo anti-MIF o un fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une a la regién que abarca los aa 50-68 u 86-102, para su uso en el tratamiento de un
sujeto que necesita tratamiento para estados relacionados con MIF, concretamente enfermedades inflamatorias parte
de unidn a antigeno del mismo, para el tratamiento de un sujeto que necesita tratamiento para.

En algunas realizaciones, el sujeto que necesita tratamiento es un humano.

Los anticuerpos segun la reivindicacién 1 para su uso en la invenciéon abarcan el tratamiento de enfermedades
inflamatorias tales como vasculitis, artritis, septicemia, choque séptico, choque endotdxico, sindrome del choque
toxico, sindrome de dificultad respiratoria adquirida, glomerulonefritis, enfermedad inflamatoria del intestino,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, peritonitis, nefritis, dermatitis atépica, asma, conjuntivitis, fiebre, malaria o
psoriasis en un sujeto, incluyendo un humano, que comprende la etapa de administrar a dicho sujeto que lo necesita
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-MIF o parte de unién a antigeno del mismo.

En otras realizaciones, la composicion que comprende dicho anticuerpo anti-MIF de la invencién es para su uso en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria seleccionada del grupo que consiste en glomerulonefritis, enfermedad
inflamatoria del intestino, nefritis y peritonitis.

El tratamiento también puede implicar la administracién de uno o mas anticuerpos anti-MIF de la invencién, o un
fragmento de union a antigeno de los mismos, solos o con un portador farmacéuticamente aceptable. Algunos
ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables son agua, solucion salina, solucion salina tamponada con
fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como combinaciones de los mismos. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio en la
composicion. Ejemplos adicionales de sustancias farmacéuticamente aceptables son agentes humectantes o
cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o
tampones, que potencian la vida util de almacenamiento o eficacia del anticuerpo.

El anticuerpo anti-MIF y las composiciones farmacéuticas que lo comprenden pueden administrarse en combinacion
con uno o mas de ofros agentes terapéuticos, de diagndstico o profilacticos. Los agentes terapéuticos adicionales
incluyen otros agentes antineoplasicos, antitumorales, antiangiogénicos, quimioterapicos o esteroides, dependiendo
de la enfermedad que va a tratarse.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en una variedad de formas, por ejemplo, formas de dosificacion
liquidas, semisodlidas y sélidas, tales como disoluciones liquidas (por ejemplo, disoluciones inyectables y para infusion),
dispersiones o suspensiones, comprimidos, pastillas, polvos, liposomas y supositorios. La forma preferida depende de
la aplicacion terapéutica y el modo de administracion previstos. Composiciones preferidas tipicas estan en forma de
disoluciones inyectables o para infusion, tales como composiciones similares a las usadas para la inmunizacién pasiva
de seres humanos. El modo de administracion preferido es parenteral (por ejemplo, intravenoso, subcutaneo,
intraperitoneal, intramuscular). En una realizacion preferida, el anticuerpo se administra mediante infusion o inyeccion
intravenosa. En otra realizacion preferida, el anticuerpo se administra mediante inyeccion intramuscular o subcutanea.
Tal como apreciara el experto en la técnica, la via y/o el modo de administracion variaran dependiendo de los
resultados deseados.

El anticuerpo anti-MIF puede administrarse una vez, pero mas preferiblemente se administra multiples veces. Por
ejemplo, el anticuerpo puede administrarse desde tres veces al dia hasta una vez cada seis meses o mas. La
administracion puede realizarse en un programa tal como de tres veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, una
vez cada dos dias, una vez cada tres dias, una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez cada mes, una
vez cada dos meses, una vez cada tres meses y una vez cada seis meses.

La invencion abarca el uso de un anticuerpo anti-MIF o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une a la
region que abarca los aa 50-68 u 86-102 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades
inmunoldgicas, concretamente enfermedades inflamatorias.

La memoria descriptiva abarca ademas un anticuerpo anti-MIF o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para
su uso en métodos de diagnostico. En un aspecto, el anticuerpo anti-MIF o parte de unién a antigeno del mismo puede
usarse para detectar MIF humano en una muestra biolégica.

Los anticuerpos anti-MIF o las partes de unién a antigeno de los mismos también pueden usarse para determinar el
nivel de MIF en superficie celular en un tejido o en células derivadas a partir del tejido. En algun aspecto, el tejido es
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tejido enfermo. Entonces puede usarse el tejido en un inmunoensayo para determinar, por ejemplo, niveles de MIF
total, niveles de MIF en superficie celular o ubicacién de MIF.

La memoria descriptiva se refiere ademas a kits que comprenden un anticuerpo anti-MIF o una parte de unién a
antigeno de la invencion o una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o una parte de este tipo. Un
kit puede incluir, ademas del anticuerpo o la composicion farmacéutica, agentes de diagnostico o terapéuticos. Un kit
también puede incluir instrucciones para su uso en un método de diagndstico o terapéutico.

La memoria descriptiva se refiere ademas a un procedimiento para la identificacion de anticuerpos anti-MIF capaces
de inhibir la funcién biolégica de MIF humano e inducir un efecto beneficioso en un modelo animal mediante la
realizacion de las siguientes etapas:

a) seleccionar un anticuerpo que se une a MIF activo y no se une a MIF no activo

b) someter a prueba dicho anticuerpo en ensayos in vitro, tales como el ensayo de anulacion de glucocorticoides
(GCO) o ensayos de proliferacion celular

c) seleccionar un anticuerpo, que inhibe GCO y/o la proliferacién celular.

Los resultados han mostrado que un anticuerpo anti-MIF que sélo se une a MIF activo y no se une a MIF no activo e
inhibe ademas GCO y/o la proliferacion celular induce un efecto beneficioso en un modelo animal (por ejemplo, el
ejemplo 6).

La presente invencion se ilustrara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, sin ninguna limitacion a los
mismos.

Parte experimental
Ejemplo 1: Seleccion de anticuerpo

Se usa tecnologia de presentacion en fagos para generar fragmentos de anticuerpo anti-MIF humano. A partir de una
biblioteca de presentacion en fagos, se realizan diferentes campafias de examen, tres de ellas usando MIF de longitud
completa (MIF humano recubierto/MIF humano en disolucion/MIF humano-murino alternante). Las otras usando seis
péptidos derivados de MIF alternantes con MIF de longitud completa. Estos seis péptidos se disefian dividiendo la
proteina MIF en seis péptidos de aproximadamente 30 aminoacidos con tramos solapantes de aproximadamente 15
aminoacidos. Tras varias rondas de seleccion, se identifican agentes de unién uUnicos, se expresan todos los agentes
de unioén Unicos y se purifican como anticuerpos frente a IgG4 humana. Se someten a prueba estos anticuerpos en
varios ensayos para demostrar la inhibicion in vitro de MIF. Se lleva a cabo un mapeo de epitopos para determinar la
region de unidn dentro de la proteina MIF. Se someten a prueba 193 anticuerpos y se clasifican segun su actividad in
vitro de inhibicién de MIF. A continuacion se describen ensayos in vitro. Se usan tres anticuerpos anti-MIF murino
como control (111.D.9, XIV.14.3 y XIV.15.5).

Ejemplo 2: Inhibicién de actividad de anulacion de glucocorticoides de MIF (GCO).

Este método se basa en la inhibicion de MIF enddgeno, es decir, MIF que es producido por la linea celular usada. Este
método se aplica para la seleccion de anticuerpo y para la determinacion de curvas de dosis-respuesta.

Ensayo de GCO para seleccién de anticuerpos:

Se centrifuga un cultivo en suspension de THP1 y se resuspenden las células en medio completo nuevo a una
densidad celular de 10°® células por ml. Se transfiere este cultivo a pocillos de una microplaca de 96 pocillos
(90 pl/pocillo) y se afiade anticuerpo anti-MIF para dar una concentracion final de 75 ng/ml. Se somete a prueba cada
anticuerpo por triplicado. Tras incubacién durante la noche a 37°C se aflade dexametasona para dar una concentracion
de 2 nMy tras una incubacién de una hora a 37°C se afiade LPS (concentracion final de 3 ng/ml). Tras una incubacion
de seis horas adicionales a 37°C se recoge el sobrenadante y se determinan las concentraciones de IL-6 en un ELISA
(kit Cytoset, disponible comercialmente). Se calcula el promedio de los resultados de las pruebas por triplicado y se
determina el porcentaje de secrecion de IL-6 en comparacion con los anticuerpos de control. Se evalian como
positivos los anticuerpos que dan como resultado una secrecién de IL-6 de menos del 75%.

Ensayo para la determinacion de valores de Clso

Se lleva a cabo el procedimiento experimental tal como se describe para el ensayo de seleccion con la excepcion de
que se usan cantidades crecientes de anticuerpo (normalmente desde 1-125 nM). Se expresa la curva de dosis-
respuesta resultante como el % de inhibicion en comparaciéon con un anticuerpo control negativo. Se usa esta curva
para el calculo del efecto inhibidor maximo del anticuerpo (% de inhib. max.) y la concentraciéon de anticuerpo que
muestra el 50% del efecto inhibidor maximo (Clso).
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En la figura 8, columna 3 (Clsg) y columna 4 (inhibicion maxima), se resumen los resultados. Para comparacion, el
anticuerpo murino XI1V.14.3 sélo muestra el 36% de inhibicion de GCO (datos no mostrados).

Ejemplo 3: Inhibicion de la proliferacion celular

El suero estimula la secrecion de MIF en células NIH/3T3 quiescentes y MIF a su vez estimula la proliferacion celular.
Por tanto, anticuerpos que inhiben este MIF endégeno disminuyen la proliferacion de células NIH/3T3 quiescentes. Se
determina la reduccion de la proliferacién mediante la incorporacion de 3H-timidina.

Se incuban 1000 células NIH/3T3 por pocillo en una placa de 96 pocillos a lo largo del fin de semana a 37°C en medio
que contiene el 10% de suero. Entonces se privan las células de nutrientes durante la noche a 37°C mediante
incubacion en medio que contiene el 0,5% de suero. Se retira el medio al 0,5% y se reemplaza por medio nuevo que
contiene el 10% de suero, anticuerpo 75 pg/ml y 5 uCi/ml de *H-timidina. Tras 16 horas incubacion en un incubador
de CO; a 37°C se lavan las células dos veces con 150 pl de PBS fria por pocillo. Usando una pipeta de multiples
canales se afiaden 150 pl de una disolucion de TCA al 5% (p/v) por pocillo y se incuban durante 30 minutos a 4°C. Se
lavan las placas con 150 ul de PBS. A cada pocillo se le afiaden 75 pl de una disolucion de NaOH 0,5 M con SDS al
0,5%, se mezclan y se almacenan a temperatura ambiente. Se miden las muestras en un contador  mezclando 5 ml
de Ultima Gold (Packard) y 75 pl de disolucién de muestra. Se realiza cada determinacion por triplicado y se comparan
los valores con los valores del anticuerpo control mediante una prueba de la t. Se evalian como positivos los
anticuerpos que reducen significativamente la proliferacion (P < 0,05). En la figura 8, columna 5, se resumen los
resultados.

Ejemplo 4: Estudios de union: Determinacion de epitopos de anticuerpos anti-MIF

Se diluye cada péptido en tampoén de acoplamiento para dar una concentracion de péptido de normalmente 5 pug/ml,
se afiade a microplacas (NUNC Immobilizer™ Amino Plate F96 Clear) y se incuban durante la noche a 4°C
(100 wl/pocillo). Se usan MIF de longitud completa recombinante y PBS como controles. Se lava la placa 3 veces con
200 pl de PBST y se afiaden anticuerpos (4 ng/ml en PBS) (100 pl/pocillo) y se incuba durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacion suave. Se lava la placa 3 veces con 200 pl de PBST y se afiade anticuerpo de deteccion (por
ejemplo, anti-lgG humana especifico de Fc/marcado con HRP, Sigma) (100 pl/pocillo). Tras una incubacion durante 1
hora a temperatura ambiente con agitacion suave, se lava la placa 3 veces con 200 pl de PBST. Se incuba cada pocillo
con 100 pl de disolucién de TMB (T-0440, Sigma) durante 30 minutos en la oscuridad. Se detiene la reaccion de tincion
afadiendo 100 pl de disoluciéon de H2SO4 1,8 M por pocillo. Se miden las muestras a 450 nm.

Ejemplo 5: Competencia de anticuerpos anti-MIF humano con anticuerpo anti-MIF murino 111.D.9

Se usa el anticuerpo Bax94 para la competencia con anticuerpos anti-MIF de ratén 111.D.9. Se recubren placas de 96
pocillos (NUNC Maxisorp) con MIF humano recombinante. Se diluyen el anticuerpo anti-MIF murino I1.D.9 y los
anticuerpos anti-MIF humano en TBST/BSA al 2% y se mezclan, mientras que se mantiene la concentracion final de
[11.D.9 a 2 ug/ml y se aumenta la concentracion de anticuerpos anti-MIF humano desde 0 ug/ml hasta normalmente 32
pg/ml. Tras el lavado de la microplaca, se aplican los anticuerpos y se incuban a temperatura ambiente durante
normalmente 2 horas. Tras el lavado, se incuba la placa con conjugado de anticuerpo anti-IgG de raton (espec. de Fc)
con peroxidasa y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el lavado, se incuba la placa con disoluciéon
de TMB vy se detiene la reaccién de tincion afiadiendo disolucion de H.SO.. El ajuste de la curva de competencia
resultante permite el calculo de la inhibicion maxima de la union a l11.D.9. En la figura 8, columna 6, se resumen los
resultados.

Ejemplo 6: Supervivencia aumentada de anticuerpos anti-MIF en el modelo en animal vivo de peritonitis por E. coli

Se llevan a cabo los experimentos segun Calandra et al. (Nature Immunology, 2000) usando ratones NMRI hembra
(25-30 g, 6-10 semanas de edad) a los que se les inyecta por via intraperitoneal 6000 UFC de una suspension de
E. coli0111:B4 en mucina al 15% y hemoglobina al 4%. Se inoculan dos o tres colonias (E. coli 0111:B04) a partir de
un cultivo en placa de agar de nutrientes en 10 ml de TSB y se incuban durante la noche a 36°C con agitacion. Se
diluye el cultivo en solucion salina fisiolégica hasta la(s) concentracién/concentraciones requerida(s), durante la noche
el cultivo alcanza normalmente 2*10° UFC/ml, y se mezcla con mucina y hemoglobina (1 volumen de indculo diluido,
2 volimenes de mucina al 15%, 2 volimenes de hemoglobina al 4%). Puesto que la mezcla de indculo tiende a
sedimentarse, se mezcla entre inyecciones. Se usa una aguja grande (por ejemplo, de calibre 23) para las inyecciones
para evitar el bloqueo de la aguja por material particulado en la mezcla de inyeccion. Se administran por via
intraperitoneal anticuerpo Bax94 (IgG4) y un anticuerpo control de isotipo correspondiente 2 horas antes de la
exposicion bacteriana. La dosificacion de anticuerpo es normalmente de 800 ug/ratén y se usan 20 ratones para cada
grupo. Pudo mostrarse un efecto estadisticamente significativo sobre la supervivencia/tiempo hasta la muerte para los
isotipos IgG1 e IgG4 de anticuerpos anti-MIF humano. La figura 6 muestra los resultados obtenidos para el anticuerpo
Bax94 y el anticuerpo Bax152 (IgG4). Se usan datos estadisticos de Kaplan-Meier para la evaluacién de las curvas
de supervivencia.
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Ejemplo 7: Especificidad de unién para MIF activo

Los anticuerpos anti-MIF descritos en esta invencion pueden distinguir entre MIF activo y no activo, que se generan
mediante oxidacion o reduccion leve, respectivamente. Se valora la distincién entre estos conféormeros mediante ELISA
o resonancia de plasmoén superficial.

ELISA para la valoracion de la unién diferencial de los anticuerpos:

e Transformacion de MIF en su conformacion activa mediante oxidacion leve.

Se incuba MIF humano recombinante (0,5 mg/ml en PBS) durante 3 h a 37°C con un exceso de 3 veces (volumen)
de una disolucion saturada de L-cistina en PBS (L-cistina ~ 0,4-0,5 mM). Entonces se dializa el MIF dos veces
frente a PBS en un casete de dialisis Slide-A-Lyzer® con un punto de corte de peso molecular de 7 kDa (Pierce).

e Transformacion de MIF en su conformacion no activa.

Se reduce MIF a una concentracion de 0,5 mg/ml mediante incubacion durante la noche con ditiotreitol 8-16 mM
(concentracion final) a 4°C.

e Protocolo de ELISA.

Se recubren los anticuerpos anti-MIF en microplacas de 96 pocillos (NUNC Maxisorp™) a una concentracion de
5 pg/ml (diluciéon en tampon de recubrimiento). Tras el lavado de la placa con TBST (solucion salina tamponada
con Tris con Tween-20 al 0,1% (v/v)) y el bloqueo con TBST/BSA al 2% (TBST y albumina sérica bovina al 2%
(p/v)), se afiaden series de diluciones de MIF o bien activo o bien no activo y se incuban a temperatura ambiente
durante 1-2 h. Se detecta MIF unido usando un anticuerpo anti-MIF de conejo policlonal y un anticuerpo de cabra
anti-conejo marcado con peroxidasa del rabano (Biorad). Se usa TBST/BSA al 2% para diluir MIF, el anticuerpo
anti-MIF de conejo y el conjugado de peroxidasa para reducir la union no especifica. La figura 7 muestra los
resultados de ELISA obtenidos con el anticuerpo Bax94.

Valoracién de la union diferencial de los anticuerpos por Biacore.

Se examina la cinética de union de MIF activo y no activo al anticuerpo Bax94 mediante analisis de resonancia
de plasmon superficial usando un sistema Biacore 3000. Por tanto, se inmovilizan 10000 unidades de respuesta
de Bax94 en un chip sensor con una matriz de CM5 (= dextrano carboximetilado) y se incuban con MIF activo o
no activo, MIFhu en tampones redox de glutation prorreductores y prooxidantes, que oscilan entre GSH
4,8 mMM/GSSG 0,2 mM (GSSG = glutation oxidado) y GSSG 5 mM en tampon HBS-EP (GE Healthcare). Como
control, se usa MIF para el analisis de unién en una segunda célula de flujo que contiene un anticuerpo control de
isotipo inmovilizado. Se extraen las unidades de respuesta de unién de anticuerpo control y anticuerpo Bax94
para la evaluacion.

Ejemplo 8: Deteccion de MIF activo en la superficie de células THP-1

Se incuban células con el anticuerpo anti-MIF Bax94. Se lavan las células con PBS helada y se resuspenden en
tampon de lisis celular frio (Cell Signaling Technology®). Se bloquean perlas magnéticas de proteina G Dynabeads®
(Invitrogen) con TBST + leche en polvo desnatada al 5% (p/v), se lavan y se afiaden a las células lisadas. Se lleva a
cabo inmunoprecipitacion a 4°C durante la noche. Entonces se lavan las perlas con tampén de lisis celular y TBST y
se someten a ebullicion en tampoén de muestra de SDS-PAGE (sin agentes reductores). Se someten las muestras a
SDS-PAGE no reductora para el analisis de inmunotransferencia de tipo Western.

Ejemplo 9: Unién de anticuerpos anti-MIF a MIF unido a membrana

Se lavan células THP-1 con PBS helada y se resuspenden en tampon de tincion celular frio (Biolegend)
complementado con IgG de ratén 200 ug/ml. Se afiaden anticuerpos anti-MIF marcados con FITC o TRITC para dar
una concentracion final de normalmente 200-500 nM y se realiza la incubacién a 4°C. Se lavan posteriormente las
células con tampén de tincion celular helado y se resuspenden en tampén de tincion celular complementado con la
disolucién de viabilidad celular Via-Probe™ (BD Biosciences). Se miden las células en un sistema de citometria de
fluo FACS Canto™ Il (BD Biosciences) y se compara la mediana del desplazamiento de FITC/TRITC de las
poblaciones celulares viables con el anticuerpo control de isotipo marcado con colorante.

Ejemplo 10: Determinacion de la afinidad de fragmentos Fab de anticuerpos anti-MIF mediante Biacore

Normalmente, se inmovilizan 40 unidades UR de MIF recombinante humano en un chip sensor con una matriz de CM5
(= dextrano carboximetilado) (Biacore). Se inyectan fragmentos Fab a un intervalo de concentracién de normalmente
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6-100 nM diluidos en HBS-EP. Tras cada ciclo, se regenera el chip con NaOH 50 mM + NaCl 1 M. Se calculan las
afinidades segun el modelo de Langmuir 1:1. En la figura 8, columna 7, se resumen los resultados.

Ejemplo 11: Efecto beneficioso de anticuerpos anti-MIF en un modelo animal de glomerulonefritis semilunar

Se someten a prueba los anticuerpos anti-MIF en un modelo de rata de glomerulonefritis semilunar descrito por
Frederick W. K. Tam et. al. (Nephrol Dial Transplant, 1999, 1658-1666). Se induce nefritis nefrotoxica en ratas Wistar
Kyoto macho mediante una inyeccion intravenosa individual de suero de membrana basal glomerular anti-rata. En la
configuracion preventiva del experimento, se comienza el tratamiento con anticuerpos anti-MIF y un anticuerpo control
de isotipo correspondiente en el momento de la induccion de nefritis (dia 0) mediante inyeccion intraperitoneal del
anticuerpo. Normalmente se repite el tratamiento cada dos dias y se sacrifican los animales en el dia 7 para analisis
histolégicos. Se recoge orina antes del experimento (nivel inicial) y antes de la terminacion del experimento (dia 7). En
una configuracion terapéutica, se comienza el tratamiento con anticuerpo anti-MIF 4 dias tras la induccién de la
enfermedad y se repite cada dos dias. Normalmente se sacrifican las ratas en el dia 8. Se recoge orina antes del
experimento (nivel inicial), antes del comienzo del tratamiento (dia 4) y antes del sacrificio de los animales (dia 8). La
dosificacion de anticuerpo es normalmente de 1-20 mg/kg por inyeccién y se usan de 6 a 8 ratas para cada grupo. Se
determina la gravedad de la enfermedad midiendo proteinuria, infiltracion de macréfagos en el glomérulo y dafio
histolégico (formacion semilunar). En un experimento preventivo, el tratamiento con anticuerpo anti-MIF Bax69 (10
mg/kg por dosis) durante 7 dias da como resultado una reduccion de proteinuria del 47% en comparacion con animales
tratados con anticuerpo control. El tratamiento de una enfermedad establecida (experimento terapéutico) da como
resultado una reduccién de proteinuria dependiente de la dosis del 16% (10 mg/kg de Bax69 por dosis) y del 34% (20
mg/kg de Bax69 por dosis) en comparacion con animales tratados con anticuerpo control.

Ejemplo 12: Efecto beneficioso de anticuerpos anti-MIF en un modelo animal para colitis ulcerosa (transferencia
adoptiva de células T virgenes en ratones Rag-/-)

Se sacrificaron ratones C57BL/6 y se aislan células CD45RBhi (células T virgenes) mediante clasificacion FACS de
la poblacién de células de bazo. Se inyectan i.p. células CD45RBhi (5 x 10°) en ratones C57BL/6 Rag-/- (de 7-9
semanas de edad), que desarrollan colitis ulcerosa tras aproximadamente 2 semanas (de Jong et al., Nature
immunology, 2001, 1061-1066). Se inyectan por via intraperitoneal anticuerpos anti-MIF y el anticuerpo control de
isotipo dos veces a la semana (1 mg/raton/dosis). En una configuracion preventiva, se comienza el tratamiento en el
momento de la inyeccion de células T. En una configuracién terapéutica, se comienza el tratamiento 4 semanas tras
la induccion de la enfermedad. Se monitorizan los ratones semanalmente para determinar el peso y el desarrollo de
la enfermedad. Normalmente ocho semanas tras la transferencia de células CD4CD45RBhi a receptores C57BL/6
Rag-/-, se calcula el indice de actividad de enfermedad (DAI) y se recogen secciones del colon para determinar la
puntuacion del indice de histologia (HI). Se determinan el indice de actividad de la enfermedad (DAl) y el indice de
histologia (HI) al final del modelo animal (DAl se basa en cuatro parametros: encorvamiento y debilitamiento (puntuado
con 0 6 1), engrosamiento del colon (0-3) y consistencia de las deposiciones (0-3)). En un experimento terapéutico, se
usan anticuerpos anti-MIF Bax69 y BaxA10 para el tratamiento de una enfermedad establecida y se reduce
significativamente el DAI medio en aproximadamente el 60% (Bax69) y aproximadamente el 40% (BaxA10) en
comparacién con ratones tratados con control de isotipo. Ademas, se reduce la puntuacién de HI medio en
aproximadamente el 33% tras el tratamiento con Bax69.

Ejemplo 13: Efecto beneficioso de anticuerpos anti-MIF en un modelo animal para colitis ulcerosa (modelo anti-CD40
agonista)

Este modelo se basa en la activacion de macréfagos y células dendriticas mediante un anticuerpo anti-CD40 agonista,
que induce una patologia intestinal que se parece a Ell en ratones Rag1-/-.

Se adquieren ratones Rag-1-/- de edad/sexo coincidentes (de 4-5 semanas) de Jackson Laboratories y se mantienen
durante dos semanas antes del experimento en la instalacién para animales. Se disuelven el anticuerpo monoclonal
frente a CD40 agonista (FGK45, IgG2a) o IgG2a de rata control de isotipo en PBS a 1 mg/ml. A cinco grupos (cada
grupo de 10 ratones) se les inyectan i.p. 200 pg de anticuerpo monoclonal anti-CD40 agonista y de esos grupos se
tratan cuatro con anticuerpos anti-MIF en el dia 0 y el dia 1 (2 x 1 mg/ratén). Al sexto grupo (10 ratones) sélo se le
inyecta control de isotipo (IgG2a de rata, control sano). Se pesan los ratones durante los siguientes 7 dias. En el dia
7, se calculd el indice de actividad de enfermedad (DAI) y se recogieron secciones del colon para determinar la
puntuacion del indice de histologia (HI). La puntuacion de DAI se basa en: encorvamiento (0-1); debilitamiento (0-1),
consistencia de las deposiciones (0-3) y engrosamiento del colon (0-3). La puntuacién de histologia se basé en grosor
(0-3), elongacion de criptas, inflamacion (0-3) y absceso (0-1). El tratamiento con anticuerpos anti-MIF Bax94, BaxA10
y Bax69 reduce significativamente la puntuacion de DAI (BaxA10: reduccion del ~48%; Bax94: reduccién del ~62%;
Bax69: reduccion del ~73%) en comparacion con ratones tratados con control de isotipo. Ademas, también se reducen
las puntuaciones de HI medio mediante estos anticuerpos.

Ejemplo 14: Inhibicion de crecimiento tumoral en ratones desnudos Mf1 por anticuerpos anti-MIF
Se recogen células de adenocarcinoma de préstata humanas (PC-3) a partir de cultivos en crecimiento exponencial y
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se mezclan con Matrigel con factor de crecimiento agotado. Se inoculan por via subcutanea 2*108 células en 0,25 ml
de Matrigel en el costado derecho de ratones desnudos Mf1. Se comienza el tratamiento con anticuerpo anti-MIF
Bax94 y el control de isotipo C3 un dia tras la inoculacion (0,6 mg de anticuerpo/ratén/dia) y se repite cada dos dias.
Normalmente se comienza la medicién de los tamafios de los tumores dos semanas tras la inyeccion de células y se
realiza cada dos dias. Se calculan los volimenes usando la formula V = 0,5*a*b? (en la que “a” es el diametro mas
largo y “b” es el diametro mas corto). Se reduce significativamente el crecimiento tumoral de ratones tratados con
Bax94 y el volumen medio de los tumores analizados 28 dias tras la induccion tumoral es 4,3 veces superior dentro

del grupo tratado con control de isotipo en comparacién con el grupo tratado con Bax94.

En una configuracion terapéutica del experimento se comenzo el tratamiento con anticuerpos una semana tras el
injerto tumoral. Se inyectan por via intraperitoneal 50 mg/kg por dosis del anticuerpo control de isotipo C3 y el
anticuerpo anti-MIF Bax69 cada dos dias. Tras 22 dias de tratamiento, se determiné que la mediana del volumen
tumoral era 2,7 veces superior dentro del grupo tratado con C3 en comparacion con el grupo tratado con Bax69.

Ejemplo 15: Efectos proapoptéticos de anticuerpos anti-MIF

Se muestran efectos proapoptéticos del anticuerpo anti-MIF Bax94 en un ensayo de caspasa-3 basado en células
usando la linea celular de cancer de préstata humana PC-3. Se siembran células PC-3 en placas de cultivo de 10 cm
(~108 células/placa) en presencia de FCS al 10%. Tras 24 h se afiade medio nuevo que contiene anticuerpo Bax94
100 nM o anticuerpo control C3 100 nM. Tras otro periodo de incubacion de 48 h, se preparan lisados celulares y se
mide la actividad de caspasa-3 afiadiendo un sustrato de caspasa marcado fluorescente. (Figura 9).

Ejemplo 16: Inhibicion de la invasion de células tumorales

Se someten a prueba anticuerpos anti-MIF Bax94 y Bax69 en ensayos de invasion Transwell™, usando la linea celular
de cancer de prostata humana PC-3.

Se siembran 5*10* células PC-3 por pocillo en placas Transwell™ de 24 pocillos (tamafio de poro de 8 um), que se
recubren con poli-D-lisina en la cara del fondo de la membrana de policarbonato y con Matrigel con factor de
crecimiento agotado en la superficie del inserto Transwell™. Se permite que las células se unan durante 4 h en
presencia de FCS al 10%. Después, se cambié el medio a medio libre de suero y se privan las células de nutrientes
durante la noche (es decir, durante 16 h). Posteriormente, se afiaden compuestos (MIF 10 nM, anticuerpos 500 nM) a
la camara inferior. Se permite que las células migren a través de la membrana porosa durante 24 h. Tras este periodo
de incubacion, se tifien con disolucion Giemsa células migradas unidas de la cara inferior de la membrana. Se cuenta
el nimero de células que se adhieren a la cara inferior de la membrana en campos visuales independientes a un
aumento de 400 veces (figura 10).
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax8 anti-factor inhibidor de la migracion de
macrofagos (MIF)

<400> 1
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 2

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax69 anti-factor inhibidor de la migracién
de macrdéfagos (MIF)

<400> 2
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser Gln Arg Ile Met Thr Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Phe Val Ala Ser His Ser Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Arg Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Glu Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Gly Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Phe Trp Thr Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 3

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax74 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 3
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Asp
Asp
Leu
Tyr
Gly
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Asp

Thr

Ile
Arg
Ser
Ala
50

Gly

Asp

Phe

<210> 4

<211>
<212>

107
PRT

Gln
val
35

Thr
Ser
Phe

Gly

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln
Ser Arg
Gly Thr
Ala Thr

Gly Gly

100

Gln
Thr
His
Leu

Arg
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Ser Pro
Cys Arg

Lys Pro

40

Gln Ser

55

70

85

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax94 anti-factor inhibidor de la migracion

de macrdéfagos (MIF)

<400> 4

Asp
1
Glu

Ser

Ile
Gly
65

Pro

Thr

Ile
Arg
Leu
Tyr
50

Ser

Glu

Phe

<210>5
<211>107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax152 anti-factor inhibidor de la migracion

Gln
Ala

Ala
35

Gly
Ala
Asp

Gly

Met

Thr
20

Trp
Thr
Ser
Phe

Gly
100

de macrdéfagos (MIF)

<400> 5

Thr
Leu

Tyr

Ser
Gly
Ala

85
Gly

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser
Thr
70

val

Thr

Phe Thr
Phe Cys

Lys Val

Ser Pro
Cys Arg

Gln Lys

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Asp
105

Ser
10

Ser
Asn
Val
Ala
Gln

90
Ile

Gly

Ala

25

40

Arg Ala

55

Asp Phe
Tyr Tyr

Lys Val

Pro

Thr
Thr
Cys

Glu

105

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Thr

Lys

Thr
10
Ser

Gly

Gly
Leu
Gln

90
Ile

15

Pro
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Leu
Gln

Gln

Ile
Thr
75

Gln

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Gly
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Ser Val
15

Gly Thr

30

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

Thr Pro
95

Leu Ser

Val Ser
30

Pro Arg

45

Asp Arg

Ser Arg

Gly Arg

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Leu

Pro
15
Ser

Leu

Phe
Leu

Ser
95

Gly
Ser

Leu

Ser

Gln
80
Leu
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Val Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser
20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Thr Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Asn Ser Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 6

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal BaxA10 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 6
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Gly Val Ser Ser Ser
20 25 30
Ser Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Thr Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Ala Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Gln
65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210>7

<211> 126

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax8 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400>7
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Glu
Ser
Thr
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Phe

<210>
<211>
<212>

Val
Leu
Met
Tyr
50

Gly
Gln

Ser

Asp

8
118
PRT

Gln
Arg
Asp
35

Ile
Arg
Met
Arg

Ile
115

Leu

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn

Gln
100

Trp

Leu
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85

Tyr

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax69 anti-factor inhibidor de la migracion

de macrdéfagos (MIF)

<400>
Glu
1
Ser

Ser
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>

8
Val

Leu
Met
Ser
50

Gly
Gln
Gly

vVal

9
121
PRT

Gln
Arg
Asn
35

Ile
Arg
Met

Ser

Thr
115

Leu

Leu
20
Trp

Gly
Phe
Asn
Gln

100
val

Leu
Ser
Val
Ser
Thr

Ser
85

Trp

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax74 anti-factor inhibidor de la migracion

de macrdéfagos (MIF)

<400>

9

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Val

Gln

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Leu

Ser

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Leu

Gly

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr
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Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala
Arg

Thr
120

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Gly

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Tyr

105
Met

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp

Glu

Met
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

Phe

Val

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Asp

17

Leu
Phe
Lys
Ser
Ser
75

Thr

Asp

Thr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

val

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Trp

Val

Val

Thr

Tyr
60

Lys
Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val

Ser

Ser
125

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

vVal

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Ala

110
Ser

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15
Ile

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Asp

Gly
15
Ile

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Ala

Gly
Tyr
vVal
val
Tyr
80

Cys

Thr
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Glu
Ser
Tyr
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Gln

<210>

<211>
<212>

Val
Leu
Met

Trp
50

Gly
Gln
Arg
Gly
10

127
PRT

Gln
Arg
Ile
35

Ile
Arg
Met

Gly

Thr
115

Leu

Leu
20
Trp

Gly
Phe
Asn
Thr

100
Leu

Leu
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Pro

val

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax94 anti-factor inhibidor de la migracion

de macrdéfagos (MIF)

<400>
Glu
1
Ser

Ala
Ser
Lys
65

Leu

Ala
Gly
<210>

<211>
<212>

10
val

Leu
Met
Gly
50

Gly
Gln

Arg
Met
11

127
PRT

Gln

Leu

Leu
5

Arg Leu Ser

Asp
35

Ile
Arg
Met
Val

Asp
115

20
Trp

Val
Phe
Asn
Asn

100
val

Val
Pro
Thr
Ser
85

Val

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax152 anti-factor inhibidor de la

Glu

Cys

Ser
Ile
70

Leu

Asp

Thr

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Ile

Gly

migracion de macrofagos (MIF)

<400>

11

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr

val

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Ala

Gln
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Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Gly

Ser
120

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Val

Gly
120

Gly
Ser
25

Pro
Phe
Asp
Glu
Gly

105
Ser

Gly
Ser
25

Pro
Phe
Asp
Glu
Ala

105
Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn

Asp

Asn

Leu
Phe
Lys
Phe
Ser
75

Thr

Ser

vVal
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Leu

Gly Leu Val

10
Gly

Gly
Thr
Asn
Asp
90

Gly

Thr

18

Phe
Lys
Lys
Ser
75

Thr
Thr

Val

Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gly

Thr

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

val

Asp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val

Tyr

Val
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr

His
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr

110
Ser

Gly
15

Lys
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Trp

Gly
15
Ile

Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Tyr

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

Gly
Tyr
Vval
Val
Tyr
80

Cys

Tyr
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Glu
Ser
Ala
Ser
Lys
65

Leu

Ala
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<210>
<211>
<212>

Val
Leu
Met
Gly
50

Gly
Gln

Arg

Met

12
127
PRT

Gln
Arg
Asp
35

Ile
Arg
Met

Val

Asp
115

Leu
Leu
20

Trp
Val
Phe
Asn
Asn

100
Val

Leu Glu
Ser Cys
Val Arg
Pro Ser

Thr Ile
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Ser Gly
Ala Ala

Gln Ala

40

Gly Gly

55

70

Ser Leu

85

Val Ile

Trp Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal BaxA10 anti-factor inhibidor de la
migracion de macrofagos (MIF)

<400>
Glu

1
Ser
Ala
Ser
Lys
65
Leu

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

12
Val

Leu
Met
Gly
50

Gly
Gln
Arg
Met
13

321
ADN

Gln
Arg
Asp
35

Ile
Arg
Met

Val

Asp
115

Leu Leu

5

Leu Ser

20

Trp Val

Tyr Pro

Phe Thr

Asn Ser

85

Asn Val
100
Val Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Ile

Gly

Ser Arg
Arg Ala
Ala val

Gln Gly

120

Ser Gly
Ala Ala

Gln Ala

Gly
Ser
25

Pro
Phe
Asp
Glu
Ala

105
Thr

Gly Leu Val

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Thr Lys Tyr

60

Asn Ser Lys

75

Asp Thr Ala

90

Gly Thr Gly

Thr Val Thr

Gly Gly

10

Ser Gly

25

40

Gly Gly

55

Ser Arg
Arg Ala
Ala Val

Gln Gly

Pro Gly
Arg Thr
Asp Asn

Glu Asp

920

Ala Gly

105

120

Thr Thr

Leu
Phe
Lys
Lys
Ser
75

Thr

Thr

val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
val
Tyr

val
125

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Gly

Thr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr

110
Ser

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
val
Tyr

val
125

Gly
Ile
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Tyr

Ser

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr

110
Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Tyr

Gly
15

Trp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Tyr

Ser

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Tyr

<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax8 anti-factor inhibidor de la migracion de
macrofagos (MIF)

<400>

13

gacatccaga tgacccagtc
atcacttgcc gggcaagtca
gggaaagccc ctaagctcecct

aggttcagtg gcagtggatc
gaagattttg caacttacta

gggaccaagg tggaaatcaa

tccatcctcecce ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180

tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
ctgtcaacag agttacagta ccccttggac gttcggeccaa 300

a

19

321
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<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax69 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 14

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagag
gaagattctg
gggaccaagg

<210> 15
<211> 321
<212> ADN

tgacccagtce
ggtcaagtca
ctaaactcct
gcagtgggtc
caacttacta
tggagatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

tccatcctec
gagaattatg
gatctttgtt
tgagacagat
ctgtcaacaa
a

ctgtctgecat
acttatttaa
gcatcccatt
ttcactcteca
agtttttgga

ctgtaggaga
attggtatca
cacaaagtgg
ccatcagcgg
cccecectcecac

cagagtcacc
gcaaaaaccg
ggtcccatce
tctgcaacct
tttcggcgga

60

120
180
240
300
321

<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax74 anti-factor inhibidor de la migracién
de macrdéfagos (MIF)

<400> 15
gacatccaga

ctctcectgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt

gggaccaagg

<210> 16
<211> 321
<212> ADN

tgacccagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgce
ttgcagtgta
tggagatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

tccaggcacc
gggtgttage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
a

ctgtctttgt
agcagctcct
ggtacatcca
gacttcactc
cagtatggta

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
ggtcactcac

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactgcag
tttcggecgga

60

120
180
240
300
321

<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax94 anti-factor inhibidor de la migracién
de macrdéfagos (MIF)

<400> 16

gacatccaga
ctecteectgea
cctggecagg
gacaggttca
cctgaagatt

gggaccaagg

<210> 17
<211> 321
<212> ADN

tgacccagtce tccaggcecacc
gggccagtca gggtgttage
ctceccagget cctcatctat
gtggcagtgc gtctgggaca
ttgcagtgta ttactgtcag
tggagatcaa a

<213> Secuencia artificial

<220>

ctgtectttgt
agcagctcct
ggtacatcca
gacttcactc

cagtatggta

ctccagggga
tagccetggta
gcagggccac
tcaccatcag
ggtcactcac

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactgcag
tttcggcgga

60

120
180
240
300
321

<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal Bax152 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 17

20
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gacatccaga
ctctecttgea
cccggcecaga
gacaggttca
cctgaagatt

gggaccaagg

<210> 18
<211> 321
<212> ADN

tgacccagtc
gggccagtca
ctceccagget
gtggcagtgg
ttgcagtcta
tggagatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>
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tccagtcacce
gagtgttcgg
cctcatctat

gtctgggaca
ttactgtcag
a

ctgtectttgt
agtagttact
ggtgcctceca
gacttcactc

cagtatggta

ctccagggga
tagcectggta
acagggccac
tcaccatcag
actcactcac

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
tttcggecgga

60

120
180
240
300
321

<223> region variable de cadena ligera (V-L) del anticuerpo monoclonal BaxA10 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 18

gacatccaga
ctctecetgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt

gggaccaagqg

<210>19
<211> 378
<212> ADN

tgacccagtce
gggccagtca
ctceccaggcet
gtggcagtgce
ttgcagtgta
tggagatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

tccaggecacce
gggtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
a

ctgtetttgt ctccagggga
agcagctcct tagcctggta
ggtacatcca gcagggccac
gacttcactc tcaccatcag

cagtatggta ggtcactcac

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactgcag
tttcggcgga

60

120
180
240
300
321

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax8 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 19

gaagttcaat
tcttgcgetg
cctggtaaag
gctgactcecceg
ttgcagatga
tacgtattac
atggtcaccg

<210> 20
<211> 354
<212> ADN

tgttagagtc
cttcecggatt
gtttggagtg
ttaaaggtcg
acagcttaag
gatattttga
tctcaagce

<213> Secuencia artificial

<220>

tggtggcggt
cactttctct
ggtttcttat
cttecactatce
ggctgaggac
ctggtcggca

cttgttcagc
atttacacta
atctctcectt
tctagagaca

acggccgtgt
gatgcttttg

ctggtggttc
tggattgggt

ctggtggcaa
actctaagaa

attactgtgce
atatctgggg

tttacgtctt
tcgccaagcet
tacttcttat
tactctctac
gagtagacaa
ccaagggaca

60

120
180
240
300
360
378

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax69 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 20

gaagttcaat tgttagagtc tggtggcggt

tcttgegetg cttecggatt

cctggtaaag gtttggagtg
gctgactccg ttaaaggtcg
ttgcagatga acagcttaag

tggctgtacg gtatggacgt

cactttctct

ggtttcttct
cttcactatc
ggctgaggac
ctggggccaa

cttgttcagc
atttactcta

atcggttctt
tctagagaca

acggccgtgt
gggaccacgg

21

ctggtggttc tttacgtctt 60

tgaattgggt

ctggtggcac
actctaagaa
attactgtgc
tcaccgtctce

tcgccaagcet

tacttattat
tactctctac
gggctcacag
aagc

120

180
240
300
354
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax74 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 21
gaagttcaat
tcttgcgcetg
cctggtaaag
gctgactccg
ttgcagatga
cccgactacg
agc

<210> 22
<211> 381
<212> ADN

tgttagagtc
cttccggatt
gtttggagtg
ttaaaggtcg
acagcttaag
gtggtaactc

<213> Secuencia artificial

<220>

tggtggcggt
cactttctct
ggtttecttgg
cttcactatc
ggctgaggac
ccttgaccac

cttgttcagc
aagtactata
atcggtcctt
tctagagaca
acggccgtgt
tggggccagg

ctggtggttc
tgatttgggt

ctggtggctt
actctaagaa

attactgtgc
gcaccctggt

tttacgtctt
tcgccaagcet
tactttttat
tactctctac
gagagggacg
caccgtctca

60

120
180
240
300
360
363

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax94 anti-factor inhibidor de la migracion
de macrdéfagos (MIF)

<400> 22
gaagttcaat
tcttgegetg
cctggtaaag
gctgactceg
ttgcagatga
gttatagcag
accacggtca

<210> 23
<211> 381
<212> ADN

tgttagagtc
cttcecggatt
gtttggagtg
ttaaaggtcg
acagcttaag
tggctggtac
ccgtctcaag

<213> Secuencia artificial

<220>

tggtggcggt
cactttctct

ggtttctggt
cttcactatc
ggctgaggac
tggatactac
c

cttgttcagce
atttacgcta
atcgttcecett
tctagagaca

acggccgtgt
tactacggta

ctggtggttc
tggattgggt
ctggtggett

actctaagaa
attactgtge

tggacgtctg

tttacgtctt
tcgeccaaget
tactaagtat
tactctctac
gagagtgaac
gggccaaggg

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal Bax152 anti-factor inhibidor de la
migracion de macroéfagos (MIF)

<400> 23

gaagttcaat
tcttgcgcetg
cctggtaaag
gctgactccg
ttgcagatga
gttatagcag
accacggtca

<210> 24
<211> 381
<212> ADN

tgttagagtc
cttccggatt
gtttggagtg
ttaaaggtcg
acagcttaag

tggectggtac
ccgtctcaag

<213> Secuencia artificial

<220>

tggtggcggt
cactttctct
ggtttctggt
cttcactatc
ggctgaggac
tggatactac
c

cttgttcagc
atttacgcta
atcgttccectt
tctagagaca
acggceccegtgt
tactacggta

ctggtggttc
tggattgggt

ctggtggcectt
actctaagaa

attactgtge
tggacgtctg

tttacgtctt
tcgccaagcet
tactaagtat
tactctctac
gagagtgaac
gggccaaggg

<223> region variable de cadena pesada (V-H) del anticuerpo monoclonal BaxA10 anti-factor inhibidor de la
migracion de macroéfagos (MIF)
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<400> 24
gaagttcaat
tcttgegetg
cctggtaaag
gctgactccg
ttgcagatga
gttatagcag
accacggtca

tgttagagtc
cttccggatt
gtttggagtg
ttaaaggtcg
acagcttaag
tggctggtac
ccgtctcaag
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tggtggcggt
cactttctct
ggtttctggt
cttcactatc
ggctgaggac
tggatactac
c

cttgttcagce
tggtacgcta
atctatcctt
tctagagaca
acggccgtgt
tactacggta

23

ctggtggttc
tggattgggt

ctggtggceg
actctaagaa

attactgtgc
tggacgtctg

tttacgtctt
tcgccaagcet
tactaagtat
tactctctac
gagagtgaac
gggccaaggg

60

120
180
240
300
360
381
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REIVINDICACIONES

Anticuerpo monoclonal o parte de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a la regiéon que
abarca los aa 50-68 o la regién que abarca los aa 86-102 de MIF humano, e inhibe la funcién biolégica de
MIF humano, para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria.

Anticuerpo monoclonal para el uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo o parte de unién a
antigeno posee al menos una de las siguientes propiedades:

a) inhibe la actividad de anulacién de glucocorticoides (GCO)
b) inhibe la proliferacion de células cancerosas o fibroblastos
c) seune a MIF activo

d) no se une a MIF no activo.

Anticuerpo monoclonal para el uso segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho anticuerpo o parte de unién
a antigeno se une a MIF humano con una Kp de menos de 500 nM.

Anticuerpo monoclonal para el uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo o parte de unién a
antigeno se une a MIF activo.

Anticuerpo monoclonal para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho
anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en anticuerpo Bax69, que se define como que tiene una
secuencia de acido nucleico en V. de SEQ ID NO: 14 y una secuencia de acido nucleico en V4 de SEQ ID
NO: 20, anticuerpo Bax94, que se define como que tiene una secuencia de acido nucleico en V. de SEQ ID
NO: 16 y una secuencia de acido nucleico en Vi de SEQ ID NO: 22, anticuerpo Bax152, que se define como
que tiene una secuencia de acido nucleico en V. de SEQ ID NO: 17 y una secuencia de acido nucleico en Vy
de SEQ ID NO: 23, y anticuerpo BaxA10, que se define como que tiene una secuencia de acido nucleico en
V. de SEQ ID NO: 18 y una secuencia de acido nucleico en V4 de SEQ ID NO: 24.

Anticuerpo monoclonal para el uso segun la reivindicacién 5, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo de
subformato IgG4, y en el que dicho subformato IgG4 tiene una Unica mutacion, mediante lo cual la
subsecuencia CPSC en la region Fc de IgG4 se vuelve CPPC.

Anticuerpo monoclonal para el uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo o parte de unién a
antigeno comprende:

a) una CDR1, una CDR2y una CDR3 de cadena pesada, tal como se muestra en la figura 2, seleccionadas
independientemente de la cadena pesada de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en
anticuerpo Bax69, anticuerpo Bax94, anticuerpo Bax152 y anticuerpo BaxA10, todos tal como se
definieron anteriormente,

b) una CDR1, una CDR2 y una CDR3 de cadena ligera, tal como se muestra en la figura 1, seleccionadas
independientemente de la cadena ligera de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en
anticuerpo Bax69, anticuerpo Bax94, anticuerpo Bax152 y anticuerpo BaxA10, todos tal como se
definieron anteriormente, o en el que el anticuerpo comprende:

c) una secuencia de Vy que es idéntica en al menos el 90% a la secuencia de aminoacidos de cadena
pesada del anticuerpo Bax69, el anticuerpo Bax94, el anticuerpo Bax152 y el anticuerpo BaxA10, todos
tal como se definieron anteriormente,

d) una secuencia de V. que es idéntica en al menos el 90% a la secuencia de aminoacidos de cadena ligera
del anticuerpo Bax69, el anticuerpo Bax94, el anticuerpo Bax152 y el anticuerpo BaxA10, todos tal como
se definieron anteriormente.

Anticuerpo monoclonal para el uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que dicha
enfermedad inflamatoria se selecciona del grupo que consiste en vasculitis, artritis, septicemia, choque
séptico, choque endotdxico, sindrome del choque téxico, sindrome de dificultad respiratoria adquirida,
glomerulonefritis, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, peritonitis,
nefritis y psoriasis.

24
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