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DESCRIPCION
Usos de anticuerpos IL-1 alfa
Campo de la invencion

La divulgacion se refiere en general a los campos de inmunologia, inflamacién, cancer, trastornos vasculares, y
medicina. Mas particularmente, la invenciéon se refiere a anticuerpos (Acs) que se unen especificamente a
interleucina-1a (IL-1a) y métodos de uso de dichos Acs para tratar, prevenir, o detectar una patologia asociada con
la expresion anormal de IL-1a. La invencion se refiere a un método para cuantificar la cantidad de IL-1a en una
muestra bioldgica.

Antecedentes

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

La US5959085 describe el uso de anticuerpos capaces de unirse especificamente a IL-1a para la
inmunoprecipitacién del antigeno objetivo. Wood et al (Arthritis and Rheumatism (1985) 28(2):853-862 ) describen el
enriquecimiento y el aislamiento de IL-1a de una muestra biolégica, incluyendo la filtracién por exclusién de tamario.

Sumario

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

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

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

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

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

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

También esta dentro de la divulgacion un método de inhibicién de la migracion de una célula humana a través de
una matriz de la membrana basal. Este método puede incluir la etapa de adicién de un AcM purificado que se une
especificamente a IL-1a humana a una mezcla que incluye una matriz de la membrana basal y la célula humana.

Ademaés también esta dentro de la divulgacion un método de inhibicion de un aumento inducido por IL-1a en la
expresion de ICAM-1 y/o E-selectina en la superficie de una célula endotelial humana. Este método puede incluir la
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etapa de adicién de un AcM purificado que se une especificamente a IL-1a humana a una mezcla que incluye la
célula endotelial e IL-1a.

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

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

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

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

A menos que se especifique lo contrario, todos los términos técnicos utilizados en el presente documento poseen el
mismo significado que el entendido habitualmente por el experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Las definiciones entendidas cominmente de los términos biolégicos pueden hallarse en Rieger et al.,
Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5% edicion, Springer-Verlag: Nueva York, 1991; y Lewin, Genes V,
Oxford University Press: Nueva York, 1994.

El término "se une especificamente”, como se emplea en el presente documento, cuando hace referencia a un
polipéptido (incluyendo Acs) o receptor, se refiere a una reaccién de unidén que es determinante de la presencia de la
proteina o polipéptido o receptor en una poblacién heterogénea de proteinas y otros bioldgicos. Por consecuencia,
en condiciones designadas (p. ej., condiciones de inmunoensayo en el caso de un Ac), el ligando o Ac especificado
se une a su "diana" particular y no se une en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra o a
otras proteinas a las que el ligando o Ac puede ponerse en contacto en un organismo. Generalmente, una primera
molécula que "se une especificamente" a una segunda molécula posee una constante de afinidad de equilibrio
superior aproximadamente a 105 (p. ej., 106, 107, 108, 109, 10'%, 10'" y 10" o mas) litros/mol a la segunda
molécula.

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

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

La invencion se refiere a un método para cuantificar la cantidad de IL-1a en una muestra bioldgica, el método
comprendiendo las etapas de:

(a) separar una muestra biolégica obtenida de un sujeto humano usando un filtro de exclusion por tamafo
que separa las moléculas de acuerdo con el peso molecular en una primera fraccidon que comprende IgG
intacta complejada con IL-1a y una segunda fraccion que consiste de moléculas de menos de 100 Kda, en
donde la muestra biolégica comprende IgG intacta complejada con IL-1a, en donde la primera fraccion no
pasa a través del filtro, y en donde la segunda fraccion pasa a través del filtro; y

(b) cuantificar la cantidad de IL-1a en la primera fraccién.

Preferiblemente, el método comprende

(a) separar una muestra biolégica obtenida de un sujeto humano usando un filtro de exclusion por tamafo
que separa las moléculas de acuerdo con el peso molecular en una primera fraccidon que comprende IgG
intacta complejada con IL-1a y una segunda fraccion que consiste en moléculas de menos de 100 Kda, en
donde muestra biolégica comprende IgG intacta complejada con IL-1a, en donde la primera fraccién no pasa
a través del filtro, y en donde la segunda fraccion pasa a través del filtro;

(b) anadir la primera fraccién a un sustrato que comprende anticuerpos de IgG antihumanos inmovilizados en
condiciones que permiten que la IgG en la primera fraccién se una especificamente a los anticuerpos IgG
antihumanos inmovilizados en el sustrato;

(c) lavar el sustrato para eliminar el material en la primera fraccion que no se une especificamente a los
anticuerpos IgG anti-humanos inmovilizados;

(d) poner en contacto el sustrato lavado en la etapa (c) con un anticuerpo que se une especificamente a IL-1a
humana en condiciones que permiten que el anticuerpo que se une especificamente a la IL-1a humana se
una especificamente a cualquier IL-1a humana unida al sustrato;

(e) lavar el sustrato para eliminar cualquiera de los Ab que se unen especificamente a la IL-1a humana que
no esta unida al sustrato; y

(f) cuantificar la cantidad de Ab que se une especificamente a la IL-1a humana que permanece unida al
sustrato después de la etapa (e).

La divulgacion describe composiciones y métodos relacionados con AMs completamente humanos que incluyen (i)
una region variable de union a antigeno que exhibe afinidad de unién muy alta para IL-1a y (ii) una regién constante
que es eficaz tanto en la activacion del sistema del complemento por la unién a C1g como la unién a varios
receptores Fc diferentes. La cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y la cadena
ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. Las realizaciones preferentes descritas a
continuacion ilustran la adaptacion de estas composiciones y métodos. No obstante, a partir de la descripcion de
estas realizaciones, pueden realizarse y/o practicar otros aspectos de la invencion en base a la descripcion
proporcionada a continuacion.

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

La divulgacion presenta un AcM completamente humano que incluye (i) una regién variable de unién al antigeno que
exhibe afinidad de unién muy alta para IL-1a humana vy (ii) una regién constante que es eficaz tanto en la activacién
del sistema del complemento por la unién a C1q como la unién a varios receptores Fc diferentes. La cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 y la cadena ligera comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 11. El Ac humano es preferentemente una IgG1. La Ka del Ac es preferentemente al
menos 1 x10° M-' o superior (p. ej., superior a 9 x10'° M1, 8 x1010 M-', 7 x10'0 M-', 6 x10'® M, 5 x10'° M1, 4 x1010
M1, 3 x10"1° M, 2 x10"° M, 01 x 1010 M),

Puesto que los linfocitos B que expresan Ig especifica para IL-1a humana estan presentes naturalmente en los seres
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humanos, un método actualmente preferente para aumentar AMs es aislar en primer lugar dicho linfocito B de un
sujeto y luego inmortalizarlo de modo que se pueda replicar de forma continua en un cultivo. Los sujetos que
carecen de un gran numero de linfocitos B presentes de forma natural que expresan Ig especifica para IL-1a
humana pueden inmunizarse con uno o mas antigenos IL-1a humana para aumentar la cantidad de dichos linfocitos
B. AMs humanos se preparan inmortalizando una célula que secreta Ac humano (p. ej., una célula de plasma
humano). Véase, p. €j., la patente de Estados Unidos n.2 4.634.664.

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

Aunque los linfocitos B inmortalizados pueden utilizarse en cultivos in vitro para producir directamente AMs, en
algunos casos, podria ser deseable emplear sistemas de expresién heterélogos para producir AMs. Véase, p. €j., los
métodos descritos en la solicitud de patente de Estados Unidos numero 11/754.899. Por ejemplo, los genes
codificantes de un AcM especifico para IL-1a humana podrian clonarse e introducirse en un vector de expresion (p.
€j., un vector de expresion basado en plasmidos) para la expresion en una célula hospedadora heterdloga (p. €j.,
células CHO, células COS, células de mieloma, y células de E. coli). Ya que las Igs incluyen cadenas pesadas (P) y
ligeras (L) en una configuraciéon Hzl2, los genes codificantes de cada una de estas pueden aislarse y expresarse por
separado en diferentes vectores.

Aunque generalmente menos preferentes, los AMs quiméricos (p. ej., AMs "humanizados"), que son moléculas de
unién a antigeno con diferentes partes obtenidas a partir de diferentes especies animales (p. €j., region variable de
una Ig de ratén fusionada a la regién constante de una Ig humana), podrian utilizarse en la invencién. Dichos Acs
quiméricos puede prepararse por métodos conocidos en la materia. E. G., Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.
UU., 81:6851, 1984; Neuberger et al., Nature, 312:604, 1984; Takeda et al., Nature, 314:452, 1984. De manera
similar, los Acs pueden humanizarse por métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, los Acs monoclonales con
una especificidad de uniéon deseada pueden ser comercialmente humanizados o como se describe en las patentes
de Estados Unidos n.2 5.693.762; 5.530.101; 0 5.585.089.

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

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

Para modificar o potenciar su funcién, los AcM IL-1a humana pueden conjugarse a otra molécula, tal como una
citotoxina o marcador detectable. Un AcM especifico para IL-1a humana podria conjugarse con una o mas
citotoxinas para destruir de manera mas eficaz las células que expresan IL-1a. Las citotoxinas para su uso en la
invencion pueden ser cualquier agente citotdxico (p. ej., molécula que puede destruir una célula tras ponerse en
contacto con la célula) que puede conjugarse con un AcM especifico para IL-1a humana. Ejemplos de citotoxinas
incluyen, entre otros, radioniclidos (p. ej., %°S, '#C, 32P, 125|, 131 90y 897y 201T| 186Rg 188Rg 57Cy, 213Bj, y 211At),
radionuclidos conjugados, y agentes quimioterapéuticos. Otros ejemplos de citotoxinas incluyen, entre otros,
antimetabolitos (p. ej., 5-fluorouracilo (5-FU), metotrexato (MTX), fludarabina, etc.), agentes antimicrotubulos (p. e€;.,
vincristina, vinblastina, colchicina, taxanos (tales como paclitaxel y docetaxel), etc.), agentes alquilantes (p. €j.,
ciclofosfamida, melfalan, biscloroetilnitrosurea (BCNU), etc.), agentes de platino (p. ej., cisplatino (también
denominado cDDP), carboplatino, oxaliplatino, JM-216, CI-973, etc.), antraciclinas (p. ej., doxorrubicina,
daunorrubicina, etc.), agentes antibiéticos (p. ej., mitomicina C), inhibidores de la topoisomerasa (p. €j., etoposido,
tenoposido, y camptotecinas) u otros agentes citotoxicos, tales como ricina, toxina diftérica (TD), exotoxina de
pseudomonas (EP) A, PE40, abrina, saporina, proteina viral de la hierba de carmin, bromuro de etidio,
glucocorticoides, toxina del antrax y otros. Véase, p. €j., la patente de Estados Unidos n.® 5.932.188.

El AcM especifico para IL-1a humana también puede conjugarse a un marcador detectable. Los marcadores
detectables Utiles en la presente invencion incluyen biotina o estreptavidina, microesferas magnéticas, tintes
fluorescentes (p. €., isotiocianato de fluoresceina, rojo de Texas, rodamina, proteina verde fluorescente, y similares),
radiomarcadores (p. ej., 3H, 123, 355, 14C, 32P, ""|n, 97Ru, 7Ga, %8Ga, o 72As), sustancias radiopacas, tales como
metales para el diagnostico por imagenes radiolégicas, agentes paramagnéticos para el diagnostico por imagenes
de resonancia magnética, enzimas (p. €j., peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y otras empleadas
habitualmente en un ELISA), y marcadores colorimétricos, tales como oro coloidal o microesferas de vidrio o plastico
coloreadas (p. ej., poliestireno, polipropileno, latex, etc.). Los medios para detectar dichas etiquetas se conocen
adecuadamente por los expertos en la materia. Por consiguiente, por ejemplo, los radiomarcadores pueden
detectarse utilizando peliculas fotograficas o contadores de centelleo. Los marcadores fluorescentes pueden
utilizarse igualmente y pueden detectarse al emplear un fotodetector para detectar la iluminacién emitida. Los
marcadores enzimaticos se detectan en general disponiendo la enzima con un sustrato y detectando el producto de
reaccion producido por la accion de la enzima en el sustrato, y los marcadores colorimétricos se detectan
simplemente visualizando el marcador coloreado.

La presente divulgacion también abarca moléculas de &cido nucleico que codifican AMs completamente humanos
especificos para IL-1a humana como se define en las reivindicaciones. Aunque la misma molécula de &cido nucleico
puede codificar tanto las cadenas pesadas como las ligeras de un AcM especifico para IL-1a humana, podrian
utilizarse también dos moléculas de acido nucleico diferentes, una codificante de la cadena pesada y la otra
codificante de la cadena ligera. Las secuencias de aminodacidos de tres AMs IgG1especificos para IL-1a humana se
exponen en el presente documento. Véanse las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9 y 11. Las moléculas de acido nucleico a
modo de ejemplo codificantes de estas secuencias de aminoacidos también se describen en el presente documento.
Véanse las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, y 12. Puede utilizarse cualquier otro &cido nucleico adecuado que codifica las
secuencias de aminodacidos de los dos AMs IgG1 descritos u otros AMs de la invencién.

Para la produccién de AMs, las moléculas de acido nucleico de la invencién pueden incorporarse en un vector de
expresion con una orientacién en la que dichas moléculas de acido nucleico se unen operativamente a secuencias
de control de la expresion, tales como secuencias de control de transcripcién y traduccién. Ejemplos de vectores de
expresion incluyen vectores obtenidos a partir de plasmidos y vectores obtenidos a partir de virus, tales como
adenovirus, virus adeno-asociados, y retrovirus. Las moléculas de &cido nucleico codificantes de una cadena ligera y
una cadena pesada podrian incorporarse en un unico vector o vectores diferentes. Los vectores de la invencion
también pueden incluir secuencias reguladoras, tales como promotores y/o potenciadores (véanse, patente de
Estados Unidos n.2 5.168.062, patente de Estados Unidos n.? 4.510.245 y patente de Estados Unidos n.% 4.968.615),
marcadores seleccionables, 0 secuencias codificantes de las etiquetas de afinidad (para facilitar la purificaciéon) o un
marcador detectable.

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

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

Ejemplos
Ejemplo de Referencia 1 - Clonacion de IgG1 anti-hlL-1a y cadenas Kappa

Las secuencias de la region variable de la cadena pesada (RV-CP) y la region variable de la cadena ligera (RV-CL)
se sintetizaron génicamente empleando informacion de la secuencia de aminoacidos proporcionada en la patente de
Estados Unidos n.2 5.959.085. RV-CP se amplificé por PCR introduciendo sitios Hindlll/Clal corriente arriba del
codon de inicio ATG y un sitio Nhel en el extremo 3'. La region constante IgG1 de la linea germinal humana
(incluyendo intrones y exones) se amplific6 por PCR modificando los dos tripletes 5' codificantes de los dos primeros
aminodacidos Ala-Ser a un sitio Nhel, e introduciendo un sitio BamHI en el extremo 3'. La secuencia de aminoacidos
de la region constante IgG1 de la linea germinal humana correspondié a la entrada Swiss-Prot P01857, a excepcion
de un intercambio K171Q y V261L. La RV-CP y la secuencia de la constante IgG1-CP se ligaron empleando el sitio
Nhel y se clonaron en pcDNAS utilizando los sitios Hindlll y BamHI.
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>hlL-1a-1lgG1-CP

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRFTISRDNSKNILFLQMD

—SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKYVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAQTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIALEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO:1)

>hlL-1a-lgG1-CP

atggagticgggetgagtigggtgiicctggtggetctgetgeggggegtgeagigecaggtgeagetggtggagagtsg
gggtggegtggtgeagectggecggictetgegectgictigeactgecteecggttttacctttictatgttiggtgtgcactgg
gtgegecaggeteceggeaagggactggaatgggtggeegeegtgagttacgacgggtccaacaaatattacgetgaga
-gé-gtgaaaggcagattcaccatcagcag;gétaattécaag_aététtctgttcctécagatggacagtctgagactggagg

acactgctgtgtactactgegetegtggacgecctaaggtggteateeecgececeetggeacattggggecagggaacte
tggtgaccttttctagcgctagcdccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctgggggca

cageggeectgggetgectggtcaaggactacttececgaaceggtgacggtgtegtggaactcaggegeectgaccag
cggcgtecacacctteccggetgtectacagtectcaggactctacteectcageagegtagtgacegtgeccetceageag

cttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaageccageaacaccaaggtggacaagaaagttgageccaaa
tcttgtgacaaaactcacacatgeccaccgtgeccageacctgaactectggggggaccgteagtcttectcttccecccaa

aacccaaggacacccicatgatctcceggaccectgaggicacatgegtggtgatggacgtgagecacgaagaccectga

ggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgeccagacaaagecgegggaggageagtacaacag
cacgtaccgtgtggtcagegtectcaccgtectgeaccaggactggetgaatggeaaggagtacaagtgeaaggteteca
acaaagccctcccageccecatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeageccegagaaccacaggtgtacacee
tgcceccatecegggatgagetgaccaagaaccaggtcagectgacetgectggteaaaggcttctatcecagegacate
geectggagtgggagageaatgggeagecggagaacaactacaagaccacgectecegtgetggacteegacggetee
ttettectetacageaagetcacegtggacaagageaggtggcageaggggaacgtetteteatgetecgtgatgeatgag
getctgeacaaccactacacgecagaagagectctecttaagtccgggaaaataa (SEQ ID NO:2)

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

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:3]
>hlL-1a-K-CL

atggacatgegegtgeccgeccagetgetggggetgetgetgetgtggticeotggatctaggtgegacattcagatgace
ﬁagtér:;;;a;gc;cagtgtcagcctccgtgg gcgacagagtgacaétcacctgccgcgcctctcagggaatctctagttgg
clggectggtaccagecagaagectggaaaggeccccaagetgetgatetatgaagectecaacctggagaceggegtge
cetetcgettcageggetcaggctcaggeagtgattttactctgaccatcagetccctgcagecagaggatttegetacttact
actgccagcagacctcttccttcétgctgtccttcgggggaggcacaaaggtggagcaccgtacggtggctgcaccatctg
tcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaétctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagaga
ggccaaagtacagtggaaggtggataacgecctccaatcgggtaacteccaggagagtgtcacagageaggacagceaa
ggacagcacctacagectcageageacectgacgetgageaaageagactacgagaaacacaaagtctacgectgega

agtcacccatcagggectgagttcaccggtgacaaagagcticaacaggggagagtgttag[SEQ ID NO:4)

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

La secuencia completa codificante de NATHMAB-hIL-1a/cadena pesada de IgG1 se sintetiz6 génicamente. La
secuencia RV-CP correspondia a la secuencia de aminoacidos descrita en la patente de Estados Unidos 5.959.085.
La secuencia de IgG1-CP constante humana correspondia a la entrada Swiss-Prot P01857. La secuencia de
nucleétidos era un codén optimizado para la expresion en células CHO. Se afiadié una secuencia de Kozac (gccacc)
corriente arriba del inicio ATG.

>NATHMAB-hIL-1A-IGG1-CP
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MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
_VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKY.Y AESVKGRETISRDNSKNILELQMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[SEQ ID NO:5]
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>NATHMAB-hIL-1A-IGG1CP

gecaccatggagtttggtetgtectgggtgtictiggtggetetgetgaggggggtgeagtgecaggtecagetggtggagt
ctggtgggggagtggtgcagectgggagatetetgeggetgtettgeactgectetggtttcacttictetatgtttggtgtgea
ttgggtcaggcaagcaccaggeaaaggactegagtgggtegeagetgtgagetatgacgggtctaacaaatattacgetg
agtctgtcaagggtaggtttaccatcagccgggataattccaaaaatatectgttcetgecaaatggactctetgaggetggaa
gatactgcagtctactattgtgcaagggggaggccaaaggtggtgatccecgetcccetcgetcactggggacagggaac
cctggtgactttcagetetgetagcaccaagggecctagegtgticccattggetecttccteccaaatctacttetggaggeac
cgecgecctgggatgtetegtgaaagattattttcctgageccgteacegtgagetggaacageggegeectgactagegg
cgtgcacacctttcecgeagtgetgeaatctagegggetgtactecetgagetetgtegtgacegtgeectccageagectc
ggaactcagacctacatctgcaatgtcaatcataaaccctctaataccaaagtcgataagaaggtcgaacctaaatettgega
taaaacccatacctgecceccttgeccageaccegaactgetgggeggtecctetgtgtttetgticecceccaaacccaaa

gataccctgatgatctctaggacceccgaggteacttgtgtegtggtggatgtgtcccacgaagatccagaagtcaaattca

actggtatgtggacggggtcgaagtgcacaacgcaaagaccaagectagggaggaacagtataatagcacatatagggt
ggtcagegtectgaccgtectgeatcaggactggetgaatggeaaagaatataagtgtaaagtgtccaacaaggeectgec
agccccaatcgaaaagacaatctctaaagecaaggggeaaccecgggaacctcaggtetatacactgecaccetetegg

gatgaactgaccaagaatcaggtgagectgacatgtcttgtgaagggtttttatccctccgacattgecgtggagtgggaga
gcaatggacaaccagaaaataactacaaaaccacaccccetgtgetggactecgatggttecttcitcctctactctaagetg
acagtggataagictaggtggcagcaggggaatgtgtictcctgetctgtgatgecacgaggcactgcacaatcattatacac
aaaagtctctgtctctgtctccaggaaagtaa [SEQ ID NO:6]

La secuencia completa codificante de NATHMAB-hIL-la/cadena ligera Kappa se sintetiz6 génicamente. La secuencia

RV-CL correspondia a la secuencia de aminodcidos descrita en la patente de Estados Unidos 5.959.085. La
secuencia de Kappa-CL constante humana correspondia a la entrada Swiss-Prot P01834. La secuencia de
nucleétidos era un coddn optimizado para la expresion en células CHO. Se anadié una secuencia de Kozac (gccacc)
corriente arriba del ATG.

>NATHMAB-hIL-1A-K-CL
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MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF

YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK

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

gecaccatggacatgegegticctgeccagetecteggactgetgetgetttggticccaggetcceggtgtgataticag
atgacacagtctccctcctecegtatctgeatecgtgggogacagggtcacaatcacttgtagggecagecaggggatcte
tagttggctcgeatggtaccaacaaaagecaggtaaggetccgaaactgeteatttacgaagetagtaacctegaaacag
gegtgeccaageeggtitageggeteeggttecggttctgacttcaccecteactatttcctecctgeaacctgaggattttgec
acatattactgtcagcaaacttcttcttttctgetetectttggtgggggaactaaggtggageacacagtggeegececca
gegtetttatcttccccccaagegatgaacagetgaagtcagggaccgecagegtggtetgectgotcaataatttttacee
tcgecgaggctaaggtccaatggaaagtggataacgecctccagageggtaactetcaggagtetgtcacagagcaaga
cagcaaggatagcacctattccetctecageaccect gacactglctaaggccgactacgagaaacacaaagtgt_acgctt
gigaggtgactcaccagggactgagtagccectgtgacaaaatctttcaataggggagaatgetga [SEQ ID
NO:8]

Ejemplo de Referencia 3 - Expresién de NATHMAB-IL1-a (IgG1/subtipo k)

NATHMAB-IL-1a se expresd y se purificd utilizando un método de transfeccion transitoria. El sobrenadante del
cultivo celular o Ac purificado por afinidad a la proteina G se sometié a analisis adicional como se describe a
continuacion. Las células 293T hepaticas embrionarias humanas (HEK) se cultivaron en DMEM que contenia STF al
10 %, y se transfectaron transitoriamente utilizando el reactivo jetPEl (Polyplus) segun el protocolo del fabricante.
Las células se sembraron en placas de 10 cm (3x108 células por placa de 10 cm) 24 horas antes de la transfeccion
para alcanzar una densidad de aproximadamente 50 % en el momento de la transfeccion. Se utilizaron para la
transfeccion 5 pg por placa de pcDNA3-anti-hlL-1a-IgG1-CP y un exceso molar de 2 veces de pcDNAS-anti-hIL-1a0-
Kappa. Tras la recuperacion, el medio se cambié a DMEM que contenia STF al 2 % (10 ml por placa) y se recogio
AD durante 5 a 6 dias. El sobrenadante se recogid, se filird, se ajusté el pH a 7,5-8, y se almacené a 4 °C hasta su
posterior uso.

Parte del sobrenadante (250 ml) se incub6 con proteina G sefarosa (GE Healthcare) durante 3 h a 4 °C en un
agitador rotativo. A continuacién, la proteina G sefarosa se cargd en una columna mediante flujo por gravedad y se
lavé con TFS. Ac se eluy6 en fracciones de 1 ml utilizando 100 mM de glicina/150 mM de NaCl en 100 pl de Tris (pH
8), seguido de dialisis con TFS que contenia glicerol al 10 %. La concentracién total de proteinas de cada fraccién se
midié empleando el kit de deteccion de proteinas BCA (Pierce). El tamafo correcto de las cadenas pesadas y
ligeras, y del Ac nativo montado se confirmé por SDS-PAGE.

El sobrenadante que contiene Ac NATHMAB-hIL-1a purificado y lisados celulares de Triton X-100 de células 293T
HEK productoras se ensayd para la unién de antigeno en un radioinmunoensayo (RAI) empleando '?3|-hiL-1a. La
unién se ensay6 mediante la absorcion a la proteina G. Todas las muestras se unieron a '®I-hlL-1a con mayor
actividad en el eluato. La unién de NATHMAB-hIL-1a purificado en una concentracion de 0,012 % (actividad medio
maximo en RAI) con respecto a '?5I-hlL-1a se utilizé para medir el coeficiente de afinidad. La Ka de NATHMAB-hIL-
1o en estas condiciones era 3,03x10'© M. El calculo inducido reveld una concentracion estimada de
aproximadamente 30 pg/ml de anti-hlL-1a0-1gG activa en el eluato purificado.

La actividad neutralizante de NATHMAB-hIL1a se ensay6 en un bioensayo utilizando la sublinea EL4-6.1 murina que
produce altos niveles de IL-2 cuando se trata con IL-1a murina o humana (Zubler et al., J. Immunol. 134:3662-3668,
1985). Las concentraciones indicadas de NATHMAB-hIL-1a (eluato) se incubaron durante 30 min a 37 °C con
diferentes concentraciones de hlL-1a recombinante (eBioscience) en un volumen final de 100 pl/pocillo en una placa
de cultivo de 96 pocillos (fondo plano). Cada punto se llevé a cabo por triplicado y en medio de cultivo (DMEM, STF
al 5 %). A cada pocillo se anadieron 100 pl de una suspension de células ELA-6,1 (5x10° células/ml) en medio de
cultivo que contiene 0,2 ug/ml de ionomicina. Tras la incubacién durante 24 horas a 37 °C en una incubadora de CO2
al 5%, los sobrenadantes libres de células se recogieron y se analizaron para las concentraciones de IL-2
empleando ELISA disponible comercialmente (R&D Systems). Los resultados mostraron que NATHMAB-IL-1a
neutralizé eficazmente la secrecién de IL-2- inducida por hlL-1a por medio de las células EL-4.

Para ensayar la neutralizacion de hlL-1a unida a la membrana, el mismo ensayo basado en células EL-4 como se ha
descrito previamente se utilizé con las siguientes modificaciones. Diferentes concentraciones de NATHMAB-hIL-1a
(eluato) se incubaron con diversas cantidades de monocitos activados humanos. Para la preparacion de los
monocitos, se aislaron las CMSP a partir de la capa leucocitaria mediante centrifugacién Ficoll-Paque. A los
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monocitos se les permitié la adhesion durante 1,5 h a 37 °C en RPMI en placas de plastico. Los linfocitos no
adherentes se lavaron para producir un cultivo de monocitos casi puro. Los monocitos se cultivaron en RPMI que
contenia Gin, Pyr, y STF al 10 % durante 24 h con LPS (1ug/ml) a 37 °C en una incubadora de CO:z al 5 %. Las
células se separaron con TFS/2 mM de EDTA, se retiraron cuidadosamente de las placas, y se transfirieron a tubos
Falcon. Las células se lavaron dos veces con TFS, se volvieron a suspender en TFS/PFA al 1 % y se fijaron durante
10 minutos a 20 °C. Las células se lavaron con tampon glicina (150 mM de glicina, 75 mM de NaCl, pH 7,4), luego
con medio de cultivo y se contaron. Los resultados mostraron que NATHMAB-hIL-1a neutralizé eficazmente la
secrecion de IL-2 por las células EL-4 inducidas por hlL-1a unida a la membrana. En un experimento similar al
descrito previamente, NATHMAB-hIL-1a se ensay6 para la neutralizacion de IL-1a murina. Se incubaron cantidades
indicadas de sobrenadante de NATHMAB-hIL-1a con IL-1a recombinante humana (h) o murina (m) (eBioscience). El
sobrenadante que contiene el Ac neutraliz6 IL-1a humana pero no murina.

Ejemplo de Referencia 4- Destruccion mediada por Ac de las células cancerosas

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

Ejemplo de Referencia 5- Secuencias AcM especificas para anti-IL1a humana

La secuencia completa codificante para otra anti-hlL-1algG1 humana/cadena ligera Kappa especifica para IL1a
humana (MABp1) se sintetiz6 y se expresdé como se ha descrito previamente. En los &cidos nucleicos codificantes
de las cadenas pesadas y ligeras, se afiadié una secuencia de Kozac (gccacc) corriente arriba del inicio ATG.

Cadena pesada

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRFTISRDNSKNILFLQMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS

KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP

SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
[SEQ ID NO:9]

gecaccatggaptttggtetgtectgggtgttettggtggetetgetgagegpggtecagtgecaggtecagetggtggagt
ctgglgggggagtggtgcagectgggagatctctgeggctgtettgeactgectotggtttcactttetetatgtttggtgteca
ttgggtcaggcaagcaccaggcaaaggactcgagtgggtegeagetgtgagetatgacgggtctaacaaatattacgetg
agtctgtcaagggtaggtttaccatcagecgggataattccaaaaatatectgttcctgeaaatggactetctgaggetggaa
gatactgcagtctactattgtgcaagggggaggecaaaggtggtgatcccegeteccctcgetcactggggacagggaac
cotggtgactttcagetetgetagecaccaagggecctagegtgticeceattggetecttcctccaaatctacttetggagacac
cgecgeectgggalgictegtgaaagattattttcctgageccglcaceglgagetggaacageggegeectgactagegg
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cgtgecacacctttcccgeagtgetgeaatctagegggetgtactccctgagetetgicgtgacegtgecctccageagecte
ggaactcagacctacatctgcaatgtcaatcataaaccctctaataccaaagtcgataagagggtcgaacctaaatettgeg
ataaaacccatacctgccccccttgcccagcai:ccgaactgctgggcggtccctctgtgtttctgttccccc’ccaaacccaa
agataccctgatgatctctaggacccecgaggtcactigtgtegtggtggatgtgtcecacgaagatccagaagtcaaattc
aactggtatgtggacggggtcgaagtgcacaacgcaaagaccaagectagggaggaacagtataatageacatataggg
tggtcagegtectgaccgtectgeatcaggactggctgaatggeaaagaatataagtgtaaagtgtccaacaaggeectge
cagccccaatcgaaaagacaatctctaaagccaaggggcaaccccgggaacctcaggtctatacactgcéaccctctcgg
gaggaaatgaccaagaatcaggtgagectgacatgtcttgtgaagggtttttatccctcegacattgeegtggagtgggaga
gcaatggacaaccagaaaataactacaaaaccacaccccctgtgetggactcegatggttccttcticctetactctaagetg
acagtggataagtctaggtggcagcaggggaatgtgttctectgetctgtgatgcacgaggeactgeacaatcattatacac
aaaagtctctgtctctgtctccaggaaagtaa [SEQ ID NO:10]

Cadena ligera

MDMR VPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA

TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN

NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:11]

gecaccatggacatgegegticetgeecagetectcggactgetgetgetttggttcccaggetceeggtgtgatattcagat
gacacagtctcectecteegtatetgeatecgtgggegacagggtcacaateacttgtagggecagecaggggatcetetag
ttggetegeatggtaccaacaaaagecaggtaaggetccgaaactgetcatttacgaagetagtaacctcgaaacaggegt

gecaagecgptttageggctecggttceggttctgacttcaccetcactatticetecctgeaacctgaggattitgecacatat
tactgtcagcaaacttcticttttctgetctectttggtggaggaactaaggtggageacaageggacagttgetgetcctage

gtctttatcttccetccaagegatgaacagetgaagtcagggaccgecagegtggtetgectgeteaataatttttacectege
gaggctaaggiccaatggaaagtggataacgeectccagageggtaactctcaggagtetgtcacagagecaagacagea

aggatagcacctattccctctccageaccectgacactgtctaaggecgactacgagaaacacaaagtgtacgettgtgagpt
gactcaccagggactgagtagccctgtgacaaaatctticaataggggagaatgetga [SEQ ID NO:12]

Ejemplo de Referencia 6 - Afinidad de Uni6n a MABp1

La afinidad de unién de MABp1 purificado se determin6 empleando resonancia superficial de plasmén (RSP) en un
instrumento BlAcore 2000 (GE Health Sciences). Un Ac (Fc) IgG anti-humano monoclonal de ratdn se inmovilizd
covalentemente en las células de flujo de un chip sensor CM5 utilizando un kit de captura de Ac humano y un kit de
acoplamiento de amina (GE Health Sciences). Se alcanzaron normalmente niveles de inmovilizacion de 8.000-
14.000 RU. Tras la inmovilizacion del Ac (Fc) de captura IgG anti-humano de ratdn, se ejecutaron tres ciclos iniciales
con tampon de migracién HBS-EP (GE Health Sciences) y dos ciclos iniciales con MABp1 para estabilizar la
superficie CM5 y eliminar cualquier Ac no unido covalentemente. Para el andlisis, Ac MABp1 se diluy6 en tampdn de
migracion HBS-EP a una concentracion final de 1 pg/ml y se inmovilizd a 700 RU en una célula de flujo del chip
sensor CM5. La citoquina IL-1A humana libre de transportador (eBioscience, n.® 34-8019) se diluyé en serie en
tampon de migracion HBS-EP en un intervalo de ensayo de 100 nM a 0,05 nM. El caudal era de 30 pl/min. Los datos
de disociacion para cada dilucion de citoquinas se registraron durante 15 minutos. La superficie CM5 se regeneré
después de cada ciclo empleando una inyeccién Unica de MgClz 3 M durante 25 segundos a un caudal de 30 pl/min.
El software BiaEvaluation y un modelo de unién de Langmuir se utilizaron para ajustar los datos. La Kp para MABp1
determiné ser inferior a 2,0 x 10710 M.

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

Matrigel (BD), una matriz de la membrana basal, se descongel6 a 4 °C durante la noche y el diluido (5 mg/ml a 1
mg/ml) en medio de cultivo celular frio libre de suero. 100 ul de matrigel diluido se colocaron en las camaras
superiores de un cultivo polarizado de 24 pocillos (Costar) y el cultivo polarizado se incub6 a 37 °C durante al menos
4 a 5 h para gelificacion. Las células tumorales (MDA-MB-231 y THP-1) se recogieron de los matraces de cultivo
tisular con tripsina/EDTA, se lavaron con medios de cultivo, y se volvieron a suspender en un medio que contenia
SFB al 1 % en una densidad de 1 X 108 células/ml. El matrigel gelificado se lavé gradualmente con los medios de
cultivo libres de suero calentado, y se afiadieron 100 ul de la suspension celular a cada pocillo. La camara inferior
del cultivo polarizado se llen6 con 600 ul de medio de cultivo, y las placas se incubaron a 37 °C durante 12 a 24 h.
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Las células que no invadieron el matrigel se retiraron gradualmente de la parte superior de cada cultivo polarizado
con un hisopo de algodén. Los cultivos polarizados se eliminaron a continuaciéon de las placas de 24 pocillos y se
tineron con cristal violeta tras la fijacion de las células invadidas con etanol o metanol al 70 %. Las células invadidas
se contaron en un microscopio 6ptico. El porcentaje de células que invaden el matrigel se inhibié significativamente
en presencia de MABp1.

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

Las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) (BD Biosciences) se sembraron en placas de 24
pocillos a 5 x 10° por pocillo en 1 ml de medio M-200 suplementado con suplemento de crecimiento bajo en suero
(Invitrogen). Las células se dejaron reposar durante 3-4 horas. Se aspir6 el medio y se anadié 1 ml de M-200
reciente por pocillo. MABp1 se afadi6 directamente a las células con 4,26 pg/ml, se coincub6 durante 15 minutos a
temperatura ambiente, y a continuacién, se anadié IL-1a humana recombinante (rhIL1A, eBioscience) a una
concentracién final de 40 pg/ml. Los pocillos de control positivo recibieron la adicién de solo IL-1a. Las células
HUVEC en ausencia de IL-1a o ausencia de MABp1 sirvieron como controles negativos. Tras 17-20 horas de
incubacién a 37 °C, COz2 al 5 %, las células se retiraron de las placas por un tratamiento no enzimatico durante 20
minutos utilizando reactivo CellStripper (Cellgro Mediatech) y luego se analizaron inmediatamente para la expresion
de CD54 (ICAM-1) utilizando protocolos convencionales de citometria de flujo. EI tampdn de tincion contenia TFS de
Dulbecco suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 2 %. AcM (ICAM-1) CD54 anti-humano de
raton conjugado con PE (eBioscience, clon HA58) o un control de isotipo IgGlk de ratén conjugado con PE
(eBiocience, n.® 12-4714) se utilizé6 segun las instrucciones del fabricante para tefiir las células HUVEC en un
volumen de tincion de 100 microlitros durante 20 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente
se llevaron a cabo dos lavados en tampén de tincién y luego las muestras se adquirieron en un citdbmetro de flujo
FACSCalibur (BD Biosciences). Entre varios experimentos independientes (n=5) el aumento de las moléculas de
adhesién de ICAM-1 inducida por rhIL1A en la superficie de células HUVEC se neutralizé mediante MABp1 a los
niveles iniciales exhibidos por las células HUVEC no estimuladas.

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

De manera similar a sus efectos en la induccion de ICAM-1, se observd también la neutralizacién mediada por
MABp1 de la induccion de CD62E (E-selectina) en células HUVEC. Este efecto era mas pronunciado cuando las
células HUVEC se estimularon no por rhiL-1a soluble sino por IL-1a membranosa anclada por glicosil-
fosfatidilinositol a la superficie de células CHO DG44 (células GPI-IL1A). En este experimento, los cultivos
confluentes de células HUVEC en placas de 6 pocillos se cocultivaron durante la noche con 5 x 108 células DG44
GPI-IL1A en medio M-200, solo, en presencia de 10 ug/ml de MABp1, o en presencia de 10 pg/ml de Ac de control
del isotipo D5. Tras 17-20 horas, las monocapas HUVEC se lavaron extensamente con TFS de Dulbecco y se
recogieron por el tratamiento no enzimatico durante 20 minutos con el reactivo CellStripper (Collgro Mediatech) y a
continuacion se analizaron inmediatamente para la expresion de CD62E (E-selectina) utilizando protocolos
convencionales de citometria de flujo. El tampén de tincién contenia TFS de Dulbecco suplementado con suero fetal
bovino inactivado por calor al 2 %. AcM CD62E anti-humano de ratén conjugado con PE (eBioscience, clon P2H3) o
un control de isotipo IgGlk de ratdn conjugado con PE (eBiocience, clon P3) se utilizd segun las instrucciones del
fabricante para tefiir las células HUVEC en un volumen de tincién de 100 microlitros durante 20 minutos en la
oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se llevaron a cabo dos lavados en tampdn de tincién y luego las
muestras se adquirieron en un citémetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences). La expresiéon de E-selectina
aumentada en la superficie de las células HUVEC inducidas por GPI-IL-1a membranosa se neutralizé mediante
MABp1 a los niveles iniciales exhibidos por las células HUVEC no estimuladas.

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

La linea celular MRC-5, obtenida a partir de fibroblastos pulmonares humanos fetales, se obtuvo de la coleccion
CACT (CCL-171). La potencia neutralizante de IL-1 de MABp1 se analiz6 midiendo la liberacién inducida por IL-1A
de IL-6 a partir de células MRC-5. Las células MRC-5 se sembraron a 5 x 10° por pocillo a una placa de 96 pocillos
en 100 microlitros de medio DMEM completo. Las células se cultivaron durante la noche a 37 °C en una incubadora
de COz2 al 5 %humidificada. Las células confluentes MRC-5 se cultivaron posteriormente otras 24 horas con 20 pg/ml
de IL-1A humana recombinante (rhIL1A, eBioscience) solo o en presencia de concentraciones crecientes de MABp1.
Las células de control negativo no se estimularon con rhIL1A. Después de las 24 horas, se recogieron los
sobrenadantes y se analizaron para la liberacion de IL-6 utilizando el kit ELISA IL-6 de eBioscience. La Clso, 0 la
concentracién de MABp1 requerida para inhibir el 50 % de la liberacion maxima de IL-6, se encontraba en el
intervalo de 0,001-0,01 pg/ml.

Ejemplo de Referencia 11 - MABp1 identifica células IL-1a +.
Se alicuotaron cien microlitros de sangre entera anticoagulada de heparina sédica en tubos de poliestireno de

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

Ejemplo de Referencia 12 - MABp1 para detectar y seguir infecciones e inflamacion

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

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

En general, los niveles muy bajos de IL-a estan presentes en el plasma de sujetos humanos. Ya que estos niveles
estan mas alla del umbral de deteccion de los inmunoensayos convencionales, se desarrollé un ELISA con una
sensibilidad mejorada. En este ELISA, puede anadirse Ac anti-IL-1a exdgeno (p. ej., MABpI) a una muestra biolégica
que se esta ensayando (p. ej., plasma humano) en condiciones que permiten que el Ac se una a IL-1a en la muestra.
Puesto que se observé que casi todas las IL-1a en muestras de plasma humano ya estaban unidas a Ac anti-IL-1a
enddgeno, esta ultima etapa puede omitirse a menudo. La muestra con complejos de IL-1a-Ac se aplica entonces a
un filtro (dispositivo de centrifugacién Amicon) con un peso molecular de corte de aproximadamente 100 kDa para
separar los complejos de IL-1a-Ac a partir de moléculas en la muestra inferiores al peso molecular de corte. En un
experimento, esto dio lugar a una concentracién de 50 veces. Se afnadié entonces la muestra procesada (y
diluciones de las mismas) a los pocillos de una placa de microtitulacién recubierta con un Ac de captura IgG anti-
humana (2 ug/ml de IgG anti-humana de ratdn, especifica para Fc, Southern Biotech cédigo del producto n.? 9042-
01). Pasado un tiempo para unir los complejos IL-1a-Ac de la muestra, los pocillos se lavaron para eliminar el
material no vinculante. A continuacién, se afadié Ac secundario IL-1a anti-humano marcado a los pocillos (0,2 ug/ml
de Ac IL-1A anti-humano monoclonal de raton conjugado con biotina, clon CRM6, eBioscience catalogo n.% 13-7017).
Después de permitir un tiempo para unir la IL-1a en los pocillos, la placa se lavé y la cantidad de IL-1a anti-humano
marcado en cada pocillo se cuantifico6 como una indicacién de la concentracion de IL-1a en la muestra que se esta
ensayando.

Ha de entenderse que aunque la invencion se ha descrito junto con la descripcién detallada de la misma, la
descripcion previa tiene por objeto ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> XBiotech USA, Inc. Simard, John

<120> Anticuerpos Interleucina-lalfa y Métodos de Uso

<130> P51082EP1

<140>
<141> 2009-06-01

<150> US 61/057,586
<151>2008-05-30

<150> US 61/121,391
<151>2008-12-10

<150> US 61/178,350
<151> 2009-05-14

<160> 12
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Leu

Val

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Ala

Arg

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Pro

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Lys

145

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

His

130

Gly

Gly

Val

Phe

Val

210

Val

Lys

Leu

Thr

Val

290

Val

Ser

Leu

Ala

Pro
370

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

Val

His

Cys

Gly

260

Met

His

Val

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Gln

Val

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

ES 2797 126 T3

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

Vval

Glu

Lys

Thr

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu
375

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

Val

Thr

280

Glu

Gln

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

17

Thr

Pro

Val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Phe

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

235

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

Val

Ser

Lys

Asp
380

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Ala

Ser

Phe

Gly

190

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

270

Val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Leu

Ser

Thr

Pro

175

Val

Ser

Ile

vVal

Ala

255

Pro

Val

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Lys
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Asn

385

Ile

Thr

Lys

Cys

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

Val Ser

Glu

Leu

Pro
420

Pro

Thr
435

Val

Val Met

450

Leu
465

<210>2

<211> 1416
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2

atggagttcg
gtgcagetgg
tgcactgecct
ggcaagggac
gagagcgtga
cagatggaca
aaggtggtca
agcgctagca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
ggaccgtcag

cctgaggtca

tggtacgtgg

Ser

Leu Ser

ggctgagttg
tggagagtgg
ccggttttac
tggaatgggt
aaggcagatt
gtctgagact
tceceegecee
ccaagggccce
cggeectggyg
caggcgccct
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tcttcctett
catgcgtggt

acggcgtgga

ES 2797 126 T3

Thr
390

Leu Cys

Trp Glu Ser

405

Val Leu Asp

Asp Lys Ser

Glu Ala

455

His

Pro Gly

470

Lys

ggtgttcctg
gggtggcegtg
cttttctatg
ggccgecegtg
caccatcagce
ggaggacact
cctggcacat
atcggtcecttce
ctgectggtce
gaccagcggce
cagcgtagtg
tcacaagccce
tcacacatgce
ccccccaaaa
ggtggacgtg

ggtgcataat

Leu Val

Asn Gly

Lys

Gln

Gly Phe

395

Pro Glu

410

Ser Asp

425

Arg
440

Trp

Leu His

gtggctctge
gtgcagcctg
tttggtgtge
agttacgacg
agagataatt
gctgtgtact
tggggccagg
ccecetggceac
aaggactact
gtccacacct
accgtgeccct
agcaacacca
ccaccgtgee
cccaaggaca
agccacgaag

gcccagacaa

18

Gly

Gln

Asn

Ser Phe

Gln Gly

Tyr

Asn

Phe

Asn

Pro Ser

Asn Tyr

415

Leu
430

Tyr

Val Phe

445

His Tyr

460

tgcggggegt
gcecggtcectet
actgggtgeg
ggtccaacaa
ccaagaatat
actgcgctceg
gaactctggt
cctectccaa
tccececgaace
tceceggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat

accctgaggt

agccgcggga

Thr

Gln Lys

gcagtgccag
gcgectgtcet
ccaggctccce
atattacgct
tctgttcctg
tggacgccct
gaccttttct
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcce
gggcacccag
gaaagttgag
actcctgggg
ctcecggace
caagttcaac

ggagcagtac

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgcecctgg
gtgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcetce
ggaacgtctt

gcctctcecett

<210> 3

<211> 235

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Asp Met Arg

Phe Ser

20

Pro Gly

Val Ala

35

Ser Ser

Gln Gly

50

Ile Ser

Ala
65

Pro Lys Leu

Pro Ser Arg Phe

Ile Leu

100

Ser Ser

Thr Ser Phe

115

Ser

Thr
130

Arg Val Ala

Gln
145

Leu Lys Ser

ES 2797 126 T3

cagcgtcctce
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttctteccte
ctcatgcectcecce

aagtccggga

Val Pro Ala

Arg Cys Asp

Val Gly Asp

Leu
55

Ser Trp

Ile
70

Leu Tyr

Ser Ser

85

Gly

Gln Pro Glu

Leu Leu Ser

Ala Ser

135

Pro

Thr
150

Gly Ala

accgtecctge
gccctceceecag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaataa

Gln Leu

Ile Gln

25

Arg Val

40

Ala Trp

Glu Ala
Ser

Gly

Phe
105

Asp

Phe
120

Gly
Val

Phe

Ser Val

19

Leu

10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Ile

Val

accaggactg
cccccatcga
ccectgeeccece
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggctctgeca

Gly Leu

Thr

Gln

Ile Thr

Leu

Ser

Cys

gctgaatgge
gaaaaccatc
atccecgggat
tcccagcgac
cacgcctecece
caagagcagg

caaccactac

Leu
15

Leu

Pro Ser

30

Arg Ala

45

Gln Gln

60

Asn Leu

75

Ser Asp

Thr

Tyr

Gly Thr

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro Gly

Thr Gly

Thr Leu

95

Cys Gln

110

Val Glu

125

Phe Pro

140

Cys Leu

155

Pro

Leu

Ser Asp

Asn Asn

Trp

Ser

Ser

Lys

Val

80

Thr

Gln

His

Glu

Phe
160

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1416
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30

35

40

45

50

55

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
165 170 175
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
180 185 190
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
195 200 205
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
210 215 220
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235
<210>4
<211>708
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 4
atggacatgc gcgtgcccge ccagetgetg gggectgetge tgetgtggtt ccectggatcet 60
aggtgcgaca ttcagatgac ccagtccccce agctcagtgt cagecctceccgt gggcgacaga 120
gtgacaatca cctgccgege ctcectcaggga atctctagtt ggetggectg gtaccagcag 180
aagcctggaa aggcccccaa gctgctgatc tatgaagcct ccaacctgga gaccggegtg 240
ccecteteget tcageggctce aggctcagge agtgatttta ctctgaccat cagcectccectg 300
cagccagagg atttcgctac ttactactgc cagcagacct cttccttcet getgtcectte 360
gggggaggca caaaggtgga gcaccgtacg gtggctgcac catctgtctt catcttcecceg 420
ccatctgatg agcagttgaa atctggaact gcctctgttg tgtgecctget gaataacttce 480
tatcccagag aggccaaagt acagtggaag gtggataacg ccctccaatc gggtaactcce 540
caggagagtg tcacagagca ggacagcaag gacagcacct acagcctcag cagcaccctg 600
acgctgagca aagcagacta cgagaaacac aaagtctacg cctgcgaagt cacccatcag 660
ggcctgagtt caccggtgac aaagagcttc aacaggggag agtgttag 708
<210>5
<211> 471
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 5

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15

20
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Val

Pro

Ser

Glu

65

Glu

Ile

Tyr

Ala

Lys

145

Gly

Pro

Thr

Vval

Asn

225

Pro

Glu

Gln

Gly

Met

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

His

130

Gly

Gly

Val

Phe

Val

210

Val

Lys

Leu

Cys

Arg

35

Phe

Val

Val

Phe

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

Asn

Ser

Leu

Gln

20

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

Val

His

Cys

Gly
260

Val

Leu

Val

Ala

Gly

Gln

Arg

Gln

Val

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

ES 2797 126 T3

Gln

His

Val

70

Arg

Met

Gly

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Leu

Leu

Trp

55

Ser

Phe

Asp

Arg

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Val

Ser

40

Val

Tyr

Thr

Ser

Pro

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

Val

Glu

25

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Lys

vVal

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe
265

21

Ser

Thr

Gln

Gly

Ser

90

Arg

Val

Thr

Pro

Val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Leu

Val

Phe

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

235

Pro

Phe

Gly

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Ile

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Gly

Gly

45

Gly

Lys

Asn

Asp

Pro

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Val

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Ala

Ala

Ser

Phe

Gly

190

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys
270

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Pro

Ser

Thr

Pro

175

vVal

Ser

Ile

Val

Ala

255

Pro

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Leu

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys
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Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
465

<210>6
<211> 1422
<212> ADN

Thr

Val

290

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

450

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 6

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Val

Val

Pro

Thr

435

Val

Leu

Met

His

vVal

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

420

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

405

vVal

Asp

His

Pro

ES 2797 126 T3

Ser

Asp

Asn

310

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

390

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
470

Arg

Pro

295

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

455

Lys

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

440

Leu

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

425

Trp

His

22

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

Val

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Gln

His

Thr

Asn

300

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

380

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
460

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

445

Thr

Val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

430

Val

Gln

Val

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Lys

Val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser
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gccaccatgg agtttggtct gtcctgggtg ttcttggtgg ctetgetgag gggggtgcag 60
tgccaggtcc agctggtgga gtectggtggg ggagtggtge agcctgggag atctctgegg 120
ctgtcttgca ctgcctctgg tttcactttce tcectatgtttg gtgtgcattg ggtcaggcecaa 180
gcaccaggca aaggactcga gtgggtcgca gctgtgaget atgacgggtc taacaaatat 240
tacgctgagt ctgtcaaggg taggtttacc atcagccggg ataattccaa aaatatcctg 300
ttcctgcaaa tggactctct gaggctggaa gatactgcag tctactattg tgcaaggggg 360
aggccaaagg tggtgatccc cgctccccte getcactggg gacagggaac cctggtgact 420
ttcagectetg ctagcaccaa gggccctage gtgttcecccat tggetcette ctcecaaatcet 480
acttctggag gcaccgccge cctgggatgt ctcgtgaaag attattttce tgageccegtce 540
accgtgaget ggaacagegg cgecctgact ageggegtge acacctttee cgecagtgetg 600
caatctagcg ggctgtactc cctgagctct gtcgtgaccg tgecctceccag cagecctcegga 660
actcagacct acatctgcaa tgtcaatcat aaaccctcta ataccaaagt cgataagaag 720
gtcgaaccta aatcttgcga taaaacccat acctgcccecce cttgeccage acccgaactg 780
ctgggcggtce cctcectgtgtt tctgttccee cccaaaccca aagatacccect gatgatctet 840
aggaccccceg aggtcacttg tgtegtggtg gatgtgtcce acgaagatcc agaagtcaaa 900
ttcaactggt atgtggacgg ggtcgaagtg cacaacgcaa agaccaagcc tagggaggaa 960
cagtataata gcacatatag ggtggtcagc gtcctgaccg tcctgcatca ggactggcetg 1020
aatggcaaag aatataagtg taaagtgtcc aacaaggccc tgccagcccce aatcgaaaag 1080
acaatctcta aagccaaggg gcaaccccgg gaacctcagg tctatacact gccaccctct 1140
cgggatgaac tgaccaagaa tcaggtgagc ctgacatgtc ttgtgaaggg tttttatccce 1200
tccgacattg ccgtggagtg ggagagcaat ggacaaccag aaaataacta caaaaccaca 1260
ccecectgtge tggactccga tggttceccettce ttectcectact ctaagetgac agtggataag 1320
tctaggtgge agcaggggaa tgtgttctcce tgctectgtga tgcacgagge actgcacaat 1380
cattatacac aaaagtctct gtctctgtct ccaggaaagt aa 1422

<210>7

<211> 234

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7

60

65

23
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Met

Phe

Val

Gln

Ala

65

Pro

Ile

Thr

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

<210>8
<211> 711
<212> ADN

Asp

Pro

Ser

Gly

50

Pro

Ser

Ser

Ser

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Met

Gly

Ala
35

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Arg

Ser

20

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

100

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Val

Arg

Val

Ser

Leu

Ser

85

Gln

Leu

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2797 126 T3

Pro

Cys

Gly

Trp

Ile

70

Gly

Pro

Leu

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Ala

Asp

Asp

Leu

55

Tyr

Ser

Glu

Ser

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Gln

Ile

Arg
40

Ala

Glu

Gly

Asp

Phe

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Leu

Gln

25

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

24

Leu
10

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

90

Ala

Gly

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

75

Ser

Thr

Gly

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Gln

Thr

Gln

60

Leu

Asp

Tyr

Thr

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Leu

Ser

Cys
45

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Leu

Pro

30

Arg

Pro

Thr

Thr

Cys

110

Val

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Leu
15

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

95

Gln

Glu

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Trp

Ser

Ser

Lys

Val

80

Thr

Gln

His

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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<213> Homo sapiens
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<400> 8
gccaccatgg acatgcgcegt tcctgecccag ctcecctecggac tgetgetget ttggttcecca 60
ggctceceggt gtgatattca gatgacacag tctceccteet cegtatctge atcegtggge 120
gacagggtca caatcacttg tagggccagc caggggatct ctagttggct cgcatggtac 180
caacaaaagc caggtaaggc tccgaaactg ctcatttacg aagctagtaa cctcgaaaca 240
ggcgtgccaa gccggtttag cggectcecggt tccggttctg acttcaccect cactatttcece 300
tcecctgecaac ctgaggattt tgccacatat tactgtcage aaacttcttce ttttcetgete 360
tcetttggtg ggggaactaa ggtggagcac acagtggccg cccccagegt ctttatette 420
cccccaageg atgaacaget gaagtcaggg accgceccageg tggtcetgect getcaataat 480
ttttacccte gcgaggctaa ggtccaatgg aaagtggata acgccctcca gagceggtaac 540
tctcaggagt ctgtcacaga gcaagacagc aaggatagca cctattccct ctccagcacce 600
ctgacactgt ctaaggccga ctacgagaaa cacaaagtgt acgcttgtga ggtgactcac 660
cagggactga gtagccctgt gacaaaatct ttcaataggg gagaatgctg a 711

<210>9

<211> 471

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Thr
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<210> 10
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<212> ADN
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435

Ser Val
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<213> Homo sapiens
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gccaccatgg agtttggtct gtcctgggtg ttcttggtgg ctetgetgag gggggtgcag 60
tgccaggtcc agctggtgga gtectggtggg ggagtggtge agcctgggag atctctgegg 120
ctgtcttgca ctgcctctgg tttcactttce tctatgtttg gtgtgcattg ggtcaggcecaa 180
gcaccaggca aaggactcga gtgggtcgca gctgtgaget atgacgggtc taacaaatat 240
tacgctgagt ctgtcaaggg taggtttacc atcagccggg ataattccaa aaatatcctg 300
ttcctgcaaa tggactctct gaggctggaa gatactgcag tctactattg tgcaaggggg 360
aggccaaagg tggtgatccc cgctccccte getcactggg gacagggaac cctggtgact 420
ttcagctctg ctagcaccaa gggccctage gtgttcccat tggctccttce ctccaaatct 480
acttctggag gcaccgccge cctgggatgt ctcgtgaaag attattttce tgageccegtce 540
accgtgagct ggaacagcgg cgccctgact agcggcecgtge acacctttce cgcagtgetg 600
caatctagcg ggctgtactc cctgagctct gtcgtgaccg tgecctceccag cagecectcegga 660
actcagacct acatctgcaa tgtcaatcat aaaccctcta ataccaaagt cgataagagg 720
gtcgaaccta aatcttgcga taaaacccat acctgccccece cttgeccage acccgaactg 780
ctgggcggtce cctcectgtgtt tctgttccce cccaaaccca aagataccct gatgatctet 840
aggaccccceg aggtcacttg tgtegtggtg gatgtgtcce acgaagatcc agaagtcaaa 900
ttcaactggt atgtggacgg ggtcgaagtg cacaacgcaa agaccaagcc tagggaggaa 960
cagtataata gcacatatag ggtggtcagc gtcctgaccg tcctgcatca ggactggetg 1020
aatggcaaag aatataagtg taaagtgtcc aacaaggccc tgccagcccce aatcgaaaag 1080
acaatctcta aagccaaggg gcaaccccgg gaacctcagg tctatacact geccaccctet 1140
cgggaggaaa tgaccaagaa tcaggtgagc ctgacatgtc ttgtgaaggg tttttatccce 1200
tccgacattg ccgtggagtg ggagagcaat ggacaaccag aaaataacta caaaaccaca 1260
ccececctgtge tggacteccga tggttectte ttectectact ctaagetgac agtggataag 1320
tctaggtgge agcaggggaa tgtgttctcce tgctectgtga tgcacgaggce actgcacaat 1380
cattatacac aaaagtctct gtctctgtct ccaggaaagt aa 1422

<210> 11

<211> 236

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<210>12

<211> 717

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
gccaccatgg acatgcgcegt tcctgecccag ctcecctecggac tgetgetget ttggttcecca 60
ggctceceggt gtgatattca gatgacacag tctceccteet cegtatctge atcegtggge 120
gacagggtca caatcacttg tagggccagc caggggatct ctagttggct cgcatggtac 180
caacaaaagc caggtaaggc tccgaaactg ctcatttacg aagctagtaa cctcgaaaca 240
ggcgtgccaa gccggtttag cggectceggt tcecggttctg acttcaccet cactatttcece 300
tcecectgecaac ctgaggattt tgccacatat tactgtcage aaacttcttce ttttcectgcetce 360
tcetttggtg gaggaactaa ggtggagcac aagcggacag ttgctgctccec tagegtettt 420
atcttceccte caagcgatga acagctgaag tcagggaccg ccagegtggt ctgceccectgetce 480
aataattttt accctcgcga ggctaaggtc caatggaaag tggataacgc cctccagage 540
ggtaactctc aggagtctgt cacagagcaa gacagcaagg atagcaccta ttccctcetcecce 600
agcaccctga cactgtctaa ggccgactac gagaaacaca aagtgtacgce ttgtgaggtg 660
actcaccagg gactgagtag ccctgtgaca aaatctttca ataggggaga atgctga 717
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REIVINDICACIONES

1. Un método para cuantificar la cantidad de IL-1a en una muestra biolégica, el método comprendiendo las etapas

de:

(a) separar una muestra biolégica obtenida de un sujeto humano usando un filtro de exclusion por tamafo
que separa las moléculas de acuerdo con el peso molecular en una primera fraccidon que comprende IgG
intacta complejada con IL-1a y una segunda fraccion que consiste de moléculas de menos de 100 Kda, en
donde muestra biolégica comprende IgG intacta complejada con IL-1a, en donde la primera fraccién no pasa
a través del filtro, y en donde la segunda fraccion pasa a través del filtro; y

(b) cuantificar la cantidad de IL-1a en la primera fraccién.

2. El método de la reivindicacion 1 que comprende las etapas de:

(a) separar una muestra biolégica obtenida de un sujeto humano usando un filtro de exclusion por tamafno
que separa las moléculas de acuerdo con el peso molecular en una primera fraccidon que comprende IgG
intacta complejada con IL-1a y la segunda fraccién que consiste de moléculas de menos de 100 Kda, en
donde la muestra biolégica comprende IgG intacta complejada con IL-1a, en donde la primera fraccion no
pasa a través del filtro, y en donde la segunda fraccién pasa a través del filtro;

(b) anadir la primera fraccién a un sustrato que comprende anticuerpos IgG antihumanos inmovilizados en
condiciones que permiten que la IgG en la primera fraccién se una especificamente a los anticuerpos IgG
antihumanos inmovilizados en el sustrato;

(c) lavar el sustrato para eliminar el material en la primera fraccion que no se une especificamente a los
anticuerpos IgG anti-humanos inmovilizados;

(d) poner en contacto el sustrato lavado en la etapa (c) con un anticuerpo que se une especificamente a la IL-
1a humana en condiciones que permiten que el anticuerpo que se une especificamente a la IL-1a humana se
una especificamente a cualquier IL-1a humana unida al sustrato;

(e) lavar el sustrato para eliminar cualquiera de los Ab que se unen especificamente a la IL-1a humana que
no esta unida al sustrato; y

(f) cuantificar la cantidad de Ab que se une especificamente a la IL-1a humana que permanece unida al
sustrato después de la etapa (e).
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