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DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal anti-IL-1R1 humano terapéutico

Esta solicitud esta relacionada y reclama prioridad sobre el nimero de serie de solicitud provisional de EE.UU.
60/408.719 presentada el 6 de septiembre de 2002.

Campo de la invenciéon

La invencién se refiere a anticuerpos que se unen a la proteina receptor de interleucina 1 de tipo También se
proporcionan composiciones, particularmente composiciones farmacéuticas y procedimientos para trata
enfermedades mediadas por la IL-1, tales como artritis reumatoide, osteoartritis y otras afecciones inflamatorias.

Antecedentes de la invencion

Desarrollo de anticuerpos

La inflamacién es la respuesta del cuerpo a lesiones causadas por dafos mecanicos, infeccion o
estimulacién antigénica. Las reacciones inflamatorias a menudo se expresan de forma patoldgica. Dichas
afecciones se producen cuando la inflamacién se expresa de una manera exagerada, induce por un estimulo
inapropiado o persiste después de la eliminacién del agente lesivo.

La respuesta inflamatoria estd mediada, entre otras, por las citocinas. Una de las citocinas inflamatorias mas
potentes descubierta es la interleucina 1 (IL-1). Un incremento de la sefializacion de la IL-1 produce inflamacion
persistente asociada con varias enfermedades y se piensa que la IL-1 es un mediador clave en muchas
enfermedades y afecciones médicas. Esta citocina se fabrica principalmente (aunque no exclusivamente) en células
del linaje de macréfagos/monocitos y se puede producir de dos formas: IL- 1 alfa (IL-1 a) e IL-1 beta (IL-1 p).

La IL-1 estimula las respuestas celulares interaccionando con un complejo de receptor heterodimérico compuesto
por dos proteinas transmembrana, el receptor de IL-1 de tipo 1 (IL-1 R1) y la proteina accesoria del receptor de IL-1
(IL-1 RACP). La IL-1 se une primero al IL- 1R1; después se recluta la RAcP de IL-1 para este complejo Greenfeder et
al., 1995, J. Biol. Chem. 270:13757-13765; Yoon y Dinarello, 1998, J. Immunology 160:3170-3179; Cullinan et al.,
1998, J. Immunology 161:5614-5620), seguido de transduccion de sefial que tiene como resultado la induccién de
una respuesta celular.

Los estudios de unién basados en células sugieren que la RACP de IL-1 estabiliza el complejo de sefializacion del IL-
1R ralentizando la constante de disociacion del ligando (Wesche et al., 1998, FEBS Letters 429:303-306). Mientras
que la interaccion de la IL-1 con el IL-1R se ha caracterizado exhaustivamente, la interaccién de RAcP de IL-1 con el
receptor unido al ligando sigue sin estar bien definida. Dado que la RAcP de IL-1 no tiene una afinidad significativa
por la IL-1 o el IL-1R1 por separado pero una elevada afinidad por el complejo, se deduce que el suceso de unioén IL-
1/IL-1R crea nuevos sitios de unién para RAcP de IL-1 que pueden incluso incluir contribuciones por residuos de IL-1
(Ettorre et al., 1997, Eur. Cytokine Netw. 8:161-171). Otra molécula, el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra)
compite con IL-1a e IL-1 por la unidn al receptor, pero no recluta la RAcP de IL-1, lo que tiene como resultado un
receptor ocupado pero que no sefializa. La actividad de la IL-1 puede ademas contrarrestarse mediante el IL-1R de
tipo Il, un receptor sefiuelo que se une al ligando pero que no participa en la sefalizacion debido a que tiene un
dominio intracelular truncado. El IL-1 ra y el IL-1 R de tipo Il actian reduciendo la gravedad y la duracién de los
acontecimientos inflamatorios mediados por la IL-1 (Wesche et al., 1998, FEBS Letters 429:303-306; Dripps et al.,
1991, J. Biol. Chem. 266:10331 -10336; Dripps et al., 1991, J. Biol. Chem. 266:20331 -20335).

Los inhibidores de la interleucina 1 se pueden producir a partir de cualquier proteina capaz de prevenir
especificamente la activacion de los receptores celulares de la IL-1, que puede ser el resultado de una serie de
mecanismos, Dichos mecanismos incluyen la regulacion por disminucion de la produccion de IL-1, la unién de IL-1
libre, la interferencia con la unién de la IL-1 al IL-1R, la interferencia con la formacién del complejo IL-1 R-IL-1 RAcP
o la interferencia con la modulacion de la sefalizacion de la IL-1 tras la unién a su receptor. Las clases de
inhibidores de IL-1 incluyen:

» Antagonistas del receptor de la interleucina 1, tales como IL-1ra, como se describe mas adelante;

*  Anticuerpos monoclonales anti-IL-1R (p. €j., como se divulga en la solicitud de patente europea publicada n° EP
623674, cuya divulgacion se incorpora en el presente documento por referencia);

*  Proteinas de union a IL-1, tales como receptores solubles de IL-1 (p. €j., como se divulga en las patentes de
EE.UU. n° 5,492,888; 5,488,032; 5,464,937; 5,319,071; y 5,180,812

* Anticuerpos monoclonales anti-IL-1 (p. ej., como se divulga en las publicaciones de solicitudes de patentes
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internacionales n® WO 9501997, WO 9402627, WO 9006371, U.S. Pat. No. 4,935,343, EP 364778, EP 267611 y EP
220063,

* Proteinas accesorias al receptor de la IL-1 y anticuerpos de las mismas (p. ej.,, como se divulga en las
publicaciones de solicitudes de patente internacional n°® WO 96/23067 y WO 99/37773; y

* Inhibidores de la enzima convertidora de la interleucina-1b (ICE) o la caspasa (p. ej., como se divulga en las
publicaciones de solicitudes de patente internacional n® WO 99/46248, WO 99/47545, y WO 99/47154, que se
pueden usar para inhibir la produccién y secrecién de IL-1b;

« inhibidores de la interleucina-1b proteasa; y
+ oftros compuestos y proteinas que bloquean la sintesis in vivo o la liberacién extracelular de IL-1.

Ejemplos de inhibidores de la IL-1 se divulgan en las referencias siguientes: Las patentes de EE.UU. N° 5,747,444;
5,359,032; 5,608,035; 5,843,905; 5,359,032; 5,866,576; 5,869,660; 5,869,315; 5,872,095; 5,955,480; y 5,965,564;
las publicaciones de solicitud de patente internacional N° W098/21957, W096/09323, W091/17184, W096/40907,
W098/32733, W098/42325, W098/44940, W098/47892, W098/56377, W099/03837, W099/06426, W099/06042,
W091/17249, W098/32733, W098/17661, W097/08174, W095/34326, W099/36426, y W099/36415; las publicaciones
de solicitud de patente europea N° EP534978 y EP89479; y la solicitud de patente francesa n® FR 2762514. "Sims J.
E. et al. divulga anticuerpos conocidos contra los receptores de tipo | y de tipo Il de la interleucina 1 (IL-1) y concluye
que el receptor de tipo | (IL-1R1) es responsable de mediar en la transduccién de sefial tras la unién a la IL-1”.

El antagonista del receptor de la interleucina 1 (IL-1ra) es una proteina humana que actia como inhibidor natural de
la interleucina 1 y es un miembro de la familia de la IL-1, que incluye IL-1 a e IL-1 b. Antagonistas preferidos del
receptor (incluidos IL-1 ra y variantes y derivados de los mismos), asi como procedimientos de fabricarlos y usarlos,
se describen en la patente de EE.UU. n° 5,075,222; las publicaciones de solicitud de patente internacional N° WO
91/08285; WO 91/17184; W092/16221; W093/21946; WO 94/06457; WO 94/21275; WO 94/21235; DE 4219626, WO
94/20517; WO 96/22793; WO 97/28828; y WO 99/36541, la solicitud de patente australiana n°® AU9173636; y la
solicitud de patente francesa n°® FR2706772; Las proteinas incluyen formas glicosiladas asi como no glicosiladas de
los antagonistas de receptor de la IL-1.

Especificamente se divulgan tres formas Utiles del IL-1 ra y variantes del mismo y se describen en la patente de
EE.UU. n°® 5,075,222 ("la 'patente 222"). El IL-1 raa se ha caracterizado mediante SDS-PAGE como una molécula de
22-23 kD que tiene un punto isoeléctrico aproximado de 4,8, que eluye en una columna Mono Q FPLC en NaCl
aproximadamente 52 mM en tampdn Tris, pH 7,6. El IL-1 rab se ha caracterizado como una proteina de 22-23 kD
que eluye en una columna Mono Q en NaCl 48 mM. Tanto el IL-1 raa como el IL-1 rab estan glicosilados. El IL-1 ra
se ha caracterizado como una proteina de 20 kD que eluye en una columna Mono Q en NaCl 48 mM y no esta
glicosilado. La patente ‘222 también divulga procedimientos para aislar los genes responsables de la codificacion de
inhibidores, la clonacién del gen en vectores adecuados vy tipos celulares y la expresion del gen para producir los
inhibidores. Aunque eficaz, el IL-1ra tiene una semivida relativamente corta. En el uso actual, el IL-1 ra se administra
una vez al dia. Por tanto, la técnica se beneficiaria de un antagonista del receptor de IL-2 con una semivida
apreciablemente mas larga.

La prevencion de la sefializacion de la IL-1 inhibiendo la unién de la IL-1 al receptor de IL-1 es un atractivo enfoque
terapéutico para tratar las enfermedades mediadas por la IL-1. En la técnica existe la necesidad de inhibidores
clinicamente eficaces de la via de sefalizacion de la IL-1 que puedan atenuar los efectos de las enfermedades
mediadas por la IL-1 y sean adecuados para su liberacion en pacientes humanos. Un anticuerpo humano que
bloquea la sefalizaciéon de la IL-1 seria particularmente ventajoso a la hora de satisfacer esta necesidad y
proporcionaria una semivida mas larga que la terapia disponible en la actualidad.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona anticuerpos monoclonales que se unen al receptor de interleucina -1 de tipo | (IL-1 R1)
como se define en las reivindicaciones adjuntas. Preferentemente, los anticuerpos inhiben la sefializacion de la IL-1
compitiendo con la unién de IL-1b y de IL-1a al IL-1R1. La presente invencion también proporciona lineas celulares
de hibridoma que producen, y mas preferentemente, secretan en el medio de cultivo celular los anticuerpos
monoclonales de la invencion. Los anticuerpos de la invencion bloquean con éxito la sefalizacion de la IL-1 en
células humanas y, de este modo, son utiles en el tratamiento de pacientes con enfermedades mediadas por la IL-1.
También Se proporcionan proteinas de fusion que comprenden la secuencia de una regién Fc de anticuerpo y una o
mas secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEC ID N° 10, la SEC ID N° 12, la SEC ID N° 14, la
SEC ID N° 16, la SEC ID N° 18, la SEC ID N° 20, la SEC ID N° 22, la SEC ID N° 24, la SEC ID N° 26, la SEC ID N°
28, 1a SEC ID N° 30, la SEC ID N° 32, la SEC ID N° 34, la SEC ID N° 36, la SEC ID N° 38 y la SEC ID N°: 40. Dichas
moléculas se pueden preparar usando procedimientos como se describe en, por ejemplo, el documento WO
00/24782. Dichas moléculas se pueden expresar en, por ejemplo, células de mamifero (p. €j., células de ovario de
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hamster chino) o células bacterianas (p. €j., células de E. coli).

En ciertos aspectos, también se proporcionan anticuerpos, preferentemente anticuerpos monoclonales, mas
preferentemente anticuerpos humanos que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, en los que la
cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica en cualquiera de las SEC ID N° 2, la
SEC ID N° 6 o la SEC ID N° 8, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente
funcional de los mismos.

También se proporcionan anticuerpos, preferentemente anticuerpos monoclonales, mas preferentemente
anticuerpos humanos que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, en los que la cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica en cualquiera de las SEC ID N° 4, o un fragmento de
inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos.

En ciertos aspectos, los anticuerpos comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, en los que la region
variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica en cualquiera de las
SEC ID N° 10, la SEC ID N° 14 o la SEC ID N° 16, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunolégicamente funcional de los mismos. En otros aspectos, la region variable de la cadena ligera comprende
una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEC ID N° 12 o la SEC ID N° 18, o un fragmento de
inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos. En aspectos adicionales, la
cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en cualquiera de las SEC ID N° 20,
la SEC ID N° 22, la SEC ID N° 24, la SEC ID N° 26, la SEC ID N° 28, la SEC ID N° 30, la SEC ID N° 32, la SEC ID N°
34 o la SEC ID N° 36, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los
mismos. En otros aspectos adicionales, la cadena ligera comprende una secuencia de aminoéacidos tal como se
expone en cualquiera de las SEC ID N° 38 o la SEC ID N° 40, o un fragmento de inmunoglobulina de union a
antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos. Dichas cadenas de anticuerpos son utiles en la preparaciéon
de anticuerpos que se unen especificamente a IL-1 R1 y también en la preparacion de anticuerpos biespecificos en
los que la molécula resultante se une a IL-1 R1 y/o a otra molécula diana (p. €j., TNF o un receptor del TNF).

También se proporcionan anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, en los que la cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica
en la SEC ID N° 10, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los
mismos, y la cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 12, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunologicamente funcional de los mismos.

En ciertos aspectos, también se proporcionan anticuerpos que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera,
en los que la cadena pesada comprende una primera region variable y en los que la primera region variable
comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99 % con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEC ID N° 10
y en los que la cadena ligera comprende una segunda regién variable y en los que la segunda regién variable
comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99% con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEC ID N° 12,
en los que el anticuerpo interacciona con IL-1 R1.

También se proporcionan anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, de modo que la cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica
en la SEC ID N° 14, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los
mismos, y la cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 12, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunologicamente funcional de los mismos.

También se proporcionan anticuerpos que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, en los que la
cadena pesada comprende una primera region variable y en los que la primera regioén variable comprende una
secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99% con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEC ID N° 14
y en los que la cadena ligera comprende una segunda regién variable y en los que la segunda regién variable
comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99% con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEC ID N° 12,
en los que el anticuerpo interacciona con IL-1 R1.

La invencion también proporciona anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, en los que la cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica
en la SEC ID N° 16, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los
mismos, y la cadena ligera comprende una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 18, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunologicamente funcional de los mismos.
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En ciertos aspectos, la invencion proporciona anticuerpos que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera,
en los que la cadena pesada comprende una primera region variable y en los que la primera region variable
comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al menos 95 % y mas
preferentemente de aproximadamente 99% con la secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEC ID N° 16
y en los que la cadena ligera comprende una segunda regién variable y en los que la segunda regién variable
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 90 %, mas preferentemente de al
menos 95 % y mas preferentemente de aproximadamente 99% con la secuencia de aminoacidos tal como se indica
en la SEC ID N° 18, en los que el anticuerpo interacciona con IL-1 R1.

También se proporcionan anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, en los que la cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEC ID N° 20, la SEC ID N° 22, la SEC ID N° 24,
la SEC ID N° 26, la SEC ID N° 28 o la SEC ID N° 30, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunolégicamente funcional de los mismos, y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEC ID N° 38, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional
de los mismos.

La invencion proporcionan adicionalmente anticuerpos que se unen especificamente al IL-1 R1, en los que la cadena
pesada comprende una secuencia de aminoacidos tal como se indica en la SEC ID N° 32, la SEC ID N° 34 o la SEC
ID N° 36, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos, y la
cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 40, o un fragmento de
inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunoldgicamente funcional de los mismos.

La invencion también proporciona realizaciones de todos los anteriores que son anticuerpos de una cadena,
anticuerpos Fv de una cadena, anticuerpos Fab, anticuerpos Fab' y anticuerpos (Fab'),.

En aspectos concretos, se proporciona una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos tal como
se expone en cualquiera de las SEC ID N° 38 o la SEC ID N° 40, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a
antigeno o inmunolégicamente funcional de los mismos.

Ademas, se proporciona una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en
cualquiera de las SEC ID N° 20, la SEC ID N° 22, la SEC ID N° 24, la SEC ID N° 26, la SEC ID N° 28, la SEC ID N°
30, la SEC ID N° 32, la SEC ID N° 34 o la SEC ID N° 36, o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o
inmunologicamente funcional de los mismos.

La invencion también se refiere a anticuerpos humanos aislados que se unen especificamente al IL-1R1, en los que
el anticuerpo comprende: (a) regiones armazén de la cadena pesada humana, una region CDR1 de cadena pesada
humana, una regién CDR2 de cadena pesada humana y una region CDR3 de cadena pesada humana; y (b)
regiones armazon de la cadena ligera humana, una regién CDR1 de cadena ligera humana, una region CDR2 de
cadena ligera humana y una region CDR3 de cadena ligera humana. En ciertos aspectos, la region CDR1 de la
cadena pesada humana puede ser la region CDR1 de la cadena pesada de 15C4, como se muestra en la Figura 10,
y la region CDR1 de la cadena ligera humana puede ser la regién CDR1 de la cadena ligera de 15C4 como se
muestra en la Figura 11. En otros aspectos, la region CDR2 de la cadena ligera humana puede ser la region CDR2
de la cadena ligera humana de 15C4 como se muestra en la Figura 11. En otros aspectos mas, la region CDR3 de la
cadena pesada humana puede ser la region CDR3 de la cadena pesada de 15C4, como se muestra en la Figura 10
y la regién CDR3 de la cadena ligera humana es la regién CDR3 de la cadena ligera de 15C4 como se muestra en la
Figura 11.

Ademas, la invencidn proporciona un anticuerpo humano aislado, como se define en las reivindicaciones, que se une
especificamente al receptor de tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1 R1), que comprende: una regién CDR1 de la cadena
pesada humana, en la que la CDR1 de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 63; una
region CDR2 de la cadena pesada humana, en la que la CDR2 de la cadena pesada tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 66; y/o una region CDRS3 de la cadena pesada humana, en la que la CDR3 de la cadena
pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 69.

69. La invencién también proporciona un anticuerpo humano aislado, como se define en las reivindicaciones, que se
une especificamente al receptor de tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1 R1), que comprende: una region CDR1 de la
cadena ligera humana, en la que la CDR1 de la cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 71;
una regién CDR2 de la cadena pesada humana, en la que la CDR2 de la cadena pesada tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 73; y/o una region CDR3 de la cadena pesada humana, en la que la CDR3 de la cadena
pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 75.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la invencion se unen al tercer dominio de IL-1 R1, que se muestra en la
Figura 17. Preferentemente, el epitopo para un anticuerpo de la invencion consiste en la secuencia de aminoacidos
YSV, que se denomina Epitopo 4 en el presente documento y se muestra en la Figura 24. Asimismo, se
proporcionan proteinas de fusién y otras moléculas capaces de unirse al epitopo 4 (junto con los anticuerpos
mencionados anteriormente, en conjunto denominados en el presente documento “parejas de unién especifica”), tal
como se pueden preparar usando procedimientos tal como se describe en, por ejemplo, el documento WO 00/24782.
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Estas moléculas se pueden expresar en, por ejemplo, células de mamifero (p. ej., células de ovario de hamster
chino) o células bacterianas (p. €j., células de E. coli).

Ademas, se proporciona un procedimiento para mapear el epitopo de un antigeno seleccionado. En un aspecto, el
procedimiento comprende las etapas de: (a) generar un conjunto de proteinas de fusién, en las que cada proteina de
fusion comprende (i) avidina y (ii) un fragmento de antigeno; (b) deteccion selectiva del conjunto de proteinas de
fusién para la unién a uno o mas parejas de unién especificas del antigeno; (c) aislar las proteinas de fusién en un
medio que comprende biotina, de modo que la avidina se une a la biotina; y (d) analizar las proteinas de fusién
unidas por la pareja o parejas de unién especifica para determinar los sitios de unién sobre el antigeno por la pareja
o parejas de uniodn especifica. En un aspecto concreto, las parejas de unién especifica son anticuerpos.

En realizaciones adicionales, la invencién proporciona procedimientos para tratar una enfermedad, afeccién o
trastorno mediados por la IL-1, como se ha definido en las reivindicaciones que comprenden la etapa de administrar
una cantidad farmacéuticamente eficaz de uno o una pluralidad de anticuerpos monoclonales de la invencién o un
fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional a un individuo que lo necesita,

También se proporcionan procedimientos para detectar el nivel de IL-1R1 en una muestra bioldgica, que
comprenden la etapa de poner en contacto la muestra con un anticuerpo monoclonal de la invencién o un fragmento
de unién a antigeno del mismo. Los anticuerpos anti-IL-1 R de la invencién se pueden usar en cualquier
procedimiento de ensayo conocido, tal como ensayos de unidon competitivos, ensayos de tipo sandwich directos e
indirecto, ensayos de inmunoprecipitacion y ensayos de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA) (véase, Sola, 1987,
Monoclonal Antibodies A Manual of Techniques, pag. 147-158, CRC Press, Inc.) para la deteccién y cuantificacién
de IL-1 R. .Los anticuerpos se pueden unir a IL-1 R con una afinidad que es adecuada para el procedimiento de
ensayo que se esté empleando,

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A-1B representan una secuencia de ADNc (Fig. 1 A) que codifica una region constante de IgG1
de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEC ID N° 1) y la secuencia de aminoacidos (Fig.
1B) de una region constante de IgG1 de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEC ID N°
2).

Las Figuras 2A-2B representan una secuencia de ADNc (Fig. 2A) que codifica una regiéon constante de la
cadena kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEC ID N° 3) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 2B) de
una region constante de la cadena kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEC ID N° 4).

Las Figuras 3A-3B representan una secuencia de ADNc (Fig. 3A) que codifica una regién constante de IgG2
de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEC ID N° 5) y la secuencia de aminoacidos (Fig.
3B) de una regién constante de IgG2 de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEC ID N°
6).

Las Figuras 4A-4B representan una secuencia de ADNc (Fig. 4A) que codifica una regién constante de IgG4
de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEC ID N° 7) y la secuencia de aminoacidos (Fig.
4B) de una region constante de IgG4 de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 humano (SEC ID N°
8).

Las Figuras 5A-5B representan una secuencia de ADNc (Fig. 5A) que codifica la region variable de la cadena
pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 26F5 (SEC ID N° 9) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 5B) de la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 26F5 (SEC ID N° 10).

Las Figuras 6A-6B representan una secuencia de ADNc (Fig. 6A) que codifica la regién variable de la cadena
kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 26F5 (SEC ID N° 11) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 6B) de la region
variable de la cadena kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 26F5 (SEC ID N° 12).

Las Figuras 7A-7B representan una secuencia de ADNc (Fig. 7A) que codifica la regién variable de la cadena
pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 27F2 (SEC ID N° 13) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 7B) de la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 27F2 (SEC ID N° 14).

Las Figuras 8A-8B representan una secuencia de ADNc (Fig. 8A) que codifica la regién variable de la cadena
pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 15C4 (SEC ID N° 15) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 8B) de la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-IL-1 R1 15C4 (SEC ID N° 16).

Las Figuras 9A-9B representan una secuencia de ADNc (Fig. 9A) que codifica la regién variable de la cadena
kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 15C4 (SEC ID N° 17) y la secuencia de aminoacidos (Fig. 9B) de la regién
variable de la cadena kappa del anticuerpo anti-IL-1 R1 15C4 (SEC ID N° 18).
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La Figura 10 muestra la alineaciéon de una secuencia de aminoacidos de regiones variables de la cadena
pesada (sin secuencia lider) de anticuerpos anti-IL-1R1 designados 15C4 (SEC ID N° 80, 85), 27F2 (SEC ID
N° 82, 87) y 26F5 (SEC ID N° 84, 89). Las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) estan
subrayadas. La CDR1 para 26f5 esta designada en la SEC ID N° 61; para 27F2 esta designada en la SEC ID
N° 62; para 15C4 esta designada en la SEC ID N° 63. La CDR2 para 26F5 esta designada en la SEC ID N°
64; para 27F2 esta designada en la SEC ID N° 65; para 15C4 esta designada en la SEC ID N° 66. La CDR3
para 26F5 esta designada en la SEC ID N° 67; para 27F2 esta designada en la SEC ID N° 68; para 15C4
esta designada en la SEC ID N° 69.

La Figura 11 muestra la alineaciéon de una secuencia de aminoacidos de regiones variables de la cadena
ligera (sin secuencia lider) de anticuerpos anti-IL-1R1-y designados 15C4 (SEC ID N° 81, 86), 27F2 (SEC ID
N° 83, 88) y 26F5 (SEC ID N° 83, 88). La CDR1 para 26F5/27F2 esta designada en la SEC ID N° 70; para
15C4 esta designada en la SEC ID N° 71. La CDR2 para 26F5/27F2 esta designada en la SEC ID N° 72;
para 15C4 esta designada en la SEC ID N° 73. La CDRS3 para 26F5/27F2 esta designada en la SEC ID N°
74; para 15C4 esta designada en la SEC ID N° 75.

La Figura 12 es un grafico que ilustra el efecto inhibidor de los anticuerpos anti-IL1R1 sobre la formacion del
complejo IL-1 R/IL-1b/IL-1 RACP.

La Figura 13 es un grafico que muestra el efecto inhibidor de un anticuerpo monoclonal anti-IL1R1 como se
describe en el presente documento y se designa 15C4 la formacion del complejo IL-1 R/IL-1a/IL-1 RAcCP.

La Figura 14 es un grafico que representa la capacidad de los anticuerpos anti-IL-1 R1 para bloquear la union
de IL-1b sin interferir significativamente en la union de IL-1ra en comparacién con la IgG control.

La Figura 15A es un grafico que muestra la inhibicidon de la produccién de IL-6 en los condrocitos humanos
primarios mediante anticuerpos anti-IL-1R1 identificados en el presente documento y designados 15C4, 26F5
y 27F2 en comparacion con el IL-1 ra.

La Figura 15B es un grafico que muestra la inhibicidon de la produccién de IL-6 en los condrocitos humanos
primarios mediante IL-1 ra y los anticuerpos monoclonales 15C4 y 27F2 en comparacion con la clase de
anticuerpos monoclonales representados por 10H7 y 24E12.

La Figura 16 es un grafico que muestra la inhibicion de la produccion de IL-6 en sangre entera humana por
los anticuerpos monoclonales anti-IL-1R1 designados 15C4, 26F5 y 27F2 en comparacion con el IL-1 ra.

La Figura 17 representa las secuencias del 3er dominio de IL-1R1 de aminoacidos (SEC ID N° 76) y
nucleétidos (SEC ID N°: 77) humanos y de nucleétidos (SEC ID N°: 78) y aminoacidos (SEC ID N° 79) de
rata. Las barras numeradas encima de la secuencia humana indican los 15 sitios diferentes mutados para
construir las 15 proteinas mutadas diferentes. Los residuos de rata introducidos mediante mutacion se
indican debajo de la secuencia de acido nucleico de rata.

La Figura 18 muestra andlisis de transferencia Western que demuestra reconocimiento del anticuerpo
monoclonal anti-IL-1R1 de mutantes de IL-1 R1.

La Figura 19 es un dibujo que representa () la activacion de la via se sefializaciéon de IL-1, que se inicia con
la unién de IL-1b a IL-1R1 y el reclutamiento de IL-1RacP y tres clases de anticuerpos anti-ILR1: (II)
bloqueantes de IL-1 de epitopo del 3er dominio, (Ill) bloqueantes de RAcP del epitopo del 3er dominio y (V)
bloqueantes de IL-1 del epitopo del 1°/2° dominio.

La Figura 20 representa la estructura cristalina de 15C4 y 27F2 con la mutacién 10 como se describe en el
presente documento. Los residuos en gris indican los epitopos de 15C4 y 27F2.

La Figura 21 representa los epitopos de 15C4 en el tercer dominio del IL-1 R1 extracelular. La Figura 22
representa los epitopos de 24E12 en el tercer dominio del IL-1 R1 extracelular.

La Figura 23 representa la secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 59) de la proteina quimérica IL-1RA-FLAG
humana-avidina de la invencion.

La Figura 24 representa la secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 60) de una proteina quimérica IL-1R1-
FLAG de cinomolgo-avidina. La avidina de pollo recombinante (en cursiva) se une al dominio extracelular
maduro de IL-1E1 de cinomolgo (subrayado con la marca FLAG en el extremo C en negrita) a través de un
ligador de 6 aminoacidos. Cuatro aminoacidos de IL-1R1 humano que se introdujeron solos y en combinacion
con la secuencia de cinomolgos estan en negrita bajo la secuencia de cinomolgos. El epitopo 4 esta en
negrita, cursiva y subrayado.
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La Figura 25A muestra un analisis de transferencia Western de la unién del anticuerpo anti-IL-1R1 humano
(antihulL-1R1) a IL-1R1. El * indica que los anticuerpos se usaron a 5 ng/ml, mientras que en los anticuerpos
restantes se usaron a 1 mg/ml.

La Figura 25B muestra un resumen del analisis densitométrico de un conjunto duplicado de experimentos de
transferencia de tipo Western.

La Figura 26 muestra graficos que representan la union de anticuerpos anti-hulL-1R1 a proteinas IL-1R1-
FLAG-avidina en un ensayo de unién multiplexado basado en perlas.

Descripcion detallada de ciertas realizaciones preferidas

Los encabezados de seccion usados en el presente documento son Unicamente con motivos organizativos y no
deben interpretarse como limitantes de la materia objeto descrita.

Definiciones

Una enfermedad o afeccidon médica se considera que es una "enfermedad mediada por interleucina-1 (IL-1)" si la
enfermedad o afeccion médica natural o inducida experimentalmente esta asociada con niveles elevados de IL-1 en
fluidos o tejidos corporales o si las células o tejidos tomados del cuerpo producen niveles elevados de IL-1 en cultivo.
Niveles elevados de IL-1 pueden incluir, por ejemplo, niveles que superan los que normalmente se encuentran en
una célula o tejido concreto, o puede ser cualquier nivel detectable de IL-1 en una célula p tejido que normalmente
no expresa IL-1. En muchos casos, las enfermedades mediadas por IL-1 también se reconoce por las siguientes dos
condiciones adicionales: (1) hallazgos patolégicos asociadas con la enfermedad o afeccion médica pueden
simulares experimentalmente en animales mediante la administracion de IL-1 o la regulacién por aumento de la
expresion de IL-1; y (2) una patologia inducida en modelos animales experimentales de la enfermedad o afeccion
médica se puede inhibir o anular mediante tratamiento con agentes que inhiben la accion de la IL-1. En la mayoria
de las enfermedades mediadas por la IL-1 se cumplen al menos dos de las tres condiciones y en muchas
enfermedades mediadas por la IL-1 se cumplen las tres condiciones.

Una lista no exclusiva de enfermedades mediadas por la IL-1 agudas y crénicas incluye, entre otras, las siguientes:
pancreatitis aguda; esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad de Alzheimer; caquexia/anorexia, incluida la
caquexia inducida por SIDA, asma y otras enfermedades pulmonares, aterosclerosis, vasculitis autoinmunitaria,
sindrome de fatiga cronica, enfermedades asociadas con clostridium, incluida la diarrea asociada con clostridium,
afecciones e indicaciones coronarias, incluida la insuficiencia congestiva cardiaca, restenosis coronaria, infarto de
miocardio, disfuncién miocardica (p. ej., relacionada con sepsis) u derivacién aortocoronaria; cancer, tal como
mieloma multiple y leucemia mielégena (p. ej., LMA o LMC) y otras leucemias, asi como metastasis tumorales;
diabetes (por ejemplo, diabetes dependiente de insulina); endometriosis; fiebre; fibromialgia; glomerulonefritis;
enfermedad del injerto contra el huésped/rechazo de transplante; shock hemorragico; hiperalgesia, enfermedad
intestinal inflamatoria, afecciones inflamatorias de una articulacion, incluyendo osteoartritis, artritis psoriasica y artritis
reumatoide; enfermedad ocular inflamatoria, como la asociada con, por ejemplo, transplante de cérnea; isquemia,
incluyendo isquemia cerebral (por ejemplo, lesion cerebral como resultado de traumatismo, epilepsia, hemorragia o
ictus, cada uno de los cuales puede conducir a neurodegeneracion); enfermedad de Kawasaki; alteracion del
aprendizaje; enfermedades pulmonares (por ejemplo, SDRA); esclerosis midltiple; miopatias (por ejemplo,
metabolismo de proteina del musculo, especialmente en septicemia); neurotoxicidad (p. €j., como la inducida por el
VIH); osteoporosis; dolor, incluido el dolor relacionado con el cancer; enfermedad de Parkinson, enfermedad
periodontal; parto prematuro; psoriasis, lesidon por reperfusion, shock séptico; efectos secundarios de la radioterapia,
enfermedad de la articulacién mandibular temporal, alteraciones del suefio; uveitis; o una afeccién inflamatoria que
se produce por distension, esguince, lesiéon de cartilago, traumatismo, cirugia ortopédica, infeccidon u otros procesos
patoldgicos. Los procedimientos de la invencién para tratar estas enfermedades agudas y cronicas mediadas por la
IL-1, asi como otras enfermedades y afecciones mediadas por la IL-1, se describen mas adelante.

Se pueden usar técnicas convencionales para preparar ADN recombinante, realizar sintesis de oligonucleétidos,
practicar cultivo y transformacién de tejidos (p. €j., electroporacion, transfeccion o lipofeccion). Se pueden realizar
reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como
normalmente se efectian en la técnica o tal como se describe en el presente documento. Las técnicas y
procedimientos anteriores pueden realizarse, en general, de acuerdo con procedimientos convencionales bien
conocidos en la técnica y tal como se describen en varias referencias generales y mas especificas que se citan y
tratan a lo largo de la presente especificacion. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., 2001, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. A menos que se
proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura usada en relacién con la quimica analitica, la quimica
organica sintética y la quimica medicinal y farmacéutica descritas en el presente documento y los procedimientos y
técnicas de laboratorio descritos en el presente documento son los bien conocidos y usados habitualmente en la
técnica. Se pueden usar técnicas estandar para sintesis quimica, andlisis quimico, preparacién farmacéutica,
formulacién y liberacion, y tratamiento de pacientes.
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Como se usa de acuerdo con la presente divulgacion, se entendera que los términos siguientes, a menos que se
indique lo contrario, tal como se han empleado anteriormente y a lo largo de la divulgacién tienen los significados
siguientes:

La expresion “polinucleétido aislado” significa que el polinucledtido sujeto (1) no esta asociado (de forma
covalente o no covalente) con todo o una porcién de otros polinucleétidos con los que el polinucledtido sujeto
esta asociado en la naturaleza, (2) esta asociado con una molécula con la que no esta asociada en la
naturaleza o (3) no se produce en la naturaleza en asociacién con ningun otro polinucleétido. Dicho
polinucleétido aislado puede ser ADN gendmico, ADNc, ARNm u otro ARN, de origen sintético o cualquier
combinacién de los mismos.

La expresion “proteina aislada” se denomina en el presente documento significa que una proteina sujeto (1) carece
de al menos algunas otras proteinas con las que normalmente se encontrarian, (2) carece esencialmente de otras
proteinas de la misma fuente, por ejemplo de la misma especie, (3) se expresa en una célula de una especie
diferente, (4) se ha separado de al menos aproximadamente el 50 por ciento de los polinucleétidos lipidos, hidratos
de carbono u otros materiales con los que esta asociada en la naturaleza, (5) no esta asociada (mediante interaccién
covalente o no covalente) con porciones de una proteina con la que la "proteina aislada" esta asociada en la
naturaleza, (6) esta asociada operablemente (mediante interacciéon covalente o no covalente) con un polipéptido con
el que no esta asociado en la naturaleza o (7) no se produce en la naturaleza. ADN genémico, ADNc, ARNm u otro
ARN, de origen sintético o cualquier combinaciéon de los mismos puede codificar dicha proteina aislada.
Preferentemente, la proteina aislada carece sustancialmente de proteinas o polipéptidos u otros contaminantes que
se encuentran en su ambiente natural que interferirian con su uso terapéutico, diagnéstico, profilactico, de
investigacion o de otro tipo.

Los términos “polipéptido” o “proteina” significan una o mas cadenas de aminoacidos, en las que cada cadena
comprende aminoacidos unidos covalentemente por enlaces peptidicos y en las que dicho polipéptido o proteina
puede comprender una pluralidad de cadenas unidas no covalentemente y/o covalentemente entre si mediante
enlaces peptidicos, que tienen la secuencia de proteinas nativas, es decir proteinas producidas por células naturales
y especificamente no recombinantes o células sometidas a ingenieria genética o recombinantes, y comprenden
moléculas que tienen la secuencia de aminoacidos de la proteina nativa, o moléculas que tienen deleciones,
adiciones y/o sustituciones de uno o mas aminoacidos de la secuencia nativa. Los términos “polipéptido” y “proteina”
abarcan especificamente anticuerpos anti-IL1 R1 o secuencias que tienen deleciones, adiciones y/o sustituciones de
uno o mas aminoacidos de un anticuerpo anti-IL1 R1. Por tanto, un “polipéptido” o una “proteina” puede comprender
una (denominado “mondémero”) o una pluralidad (denominado “multimero”) de cadenas de aminoacidos.

La expresion “fragmento polipeptidico” se refiere a un polipéptido que puede ser monomérico o multimérico, que
tiene una delecion amino terminal, una delecion carboxilo terminal y/o una deleciéon o sustitucion interna de un
polipéptido natural o producido de forma recombinante. En ciertas realizaciones, un fragmento polipeptidico puede
comprender una cadena de aminoacidos de al menos 5 a aproximadamente 500 aminoacidos de longitud. Se
apreciara que, en ciertas realizaciones, los fragmentos tienen una longitud de al menos 5,
6,8,10,14,20,50,70,100,110,150,200,250,300,350,400, o 450 aminoacidos. Fragmentos polipeptidicos
particularmente Utiles incluyen dominios funcionales, incluidos dominios de unién. En el caso de un anticuerpo anti-
IL1R1, fragmentos utiles incluyen, entre otros: una regién de CDR, especialmente una region CDR3 de la cadena
pesada o ligera; un dominio variable de una cadena pesada o ligera; una porcién de una cadena de anticuerpo o
solo su regién variable, incluidas dos CDR; y similares.

La expresion “fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional”’, como se usa en el presente documento,
se refiere a un fragmento polipeptidico que contiene al menos los dominios variables de las cadenas pesada y ligera
de inmunoglobulina. Un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la invencién puede unirse a
un ligando, de modo que se evita la unién del ligando a su receptor, interrumpiendo la respuesta biolégica que es el
resultado de la union del ligando al receptor, o cualquier combinacion de los mismos. Preferentemente, un fragmento
de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la invencion se une especificamente a IL-1R1.

Los términos "natural” y “nativo” significan que los materiales bioldgicos (moléculas, secuencias, complejos
proteicos, células y similares) a los que se aplican los términos se pueden encontrar en la naturaleza y no estan
manipulados por el ser humano. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinucleotidica que esta presente en un
organismo (incluidos virus) que se pueden aislar de una fuente de la naturaleza y que no se ha modificado
intencionadamente por el hombre es natural. Asimismo, los términos “no natural” o “no nativo” se refieren a un
material que no se encuentra en la naturaleza o que se ha modificado estructuralmente o ha sido sintetizado por el
hombre.

La expresion “operablemente unido” significa que los componentes a los que el término se aplica estan en una
relacion que les deja llevar a cabo las funciones inherentes en condiciones adecuadas. Por ejemplo, una secuencia
control “operablemente unida” a una secuencia codificadora de proteina estd unida a ella de tal modo que se
consigue la expresion de la secuencia codificadora de la proteina en condiciones compatibles con la actividad
transcripcional de las secuencias control.
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La expresion “secuencia control” significa que la secuencia polinucleotidica sujeto puede efectuar la expresion y el
procesamiento de las secuencias de codificacion a las que esta unida. La naturaleza de dichas secuencias control
puede depender del organismo huésped. En realizaciones concretas, las secuencias control para procariotas pueden
incluir un promotor, un sitio de unién al ribosoma y secuencia de terminacién de la transcripcion. En otras
realizaciones concretas, las secuencias control para eucariotas pueden incluir promotores que comprenden uno o
una pluralidad de sitios de reconocimiento para factores de transcripcion, secuencias potenciadoras de la
transcripcion y secuencia de terminacion de la transcripciéon. En ciertas realizaciones, “secuencias control” pueden
incluir secuencias lider y/o secuencias pareja de fusion.

El término “polinucleétido” significa polimeros de acido nucleico monocatenario o bicatenario de al menos 10 bases
de longitud. En ciertas realizaciones, los nucleétidos que comprenden el polinucleétido pueden ser ribonucleétidos o
desoxirribonucleétidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. Dichas modificaciones incluyen
modificaciones de las bases, tales como derivados de bromouridina e inosina, modificaciones de ribosa, tales como
2'3'-didesoxirribosa, y modificaciones de los enlaces internucleotidicos tales como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoaniladato y fosforoamidato. El término incluye formas
monocatenarias y bicatenarias de ADN.

El término “oligonucledtido” significa un polinucleétido que comprende una longitud de 200 bases o menos. En
realizaciones preferidas, los oligonucledtidos tienen una longitud de 10 a 60 bases. En realizaciones preferidas, los
oligonucleétidos tienen una longitud de 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 a 40 bases. Los oligonucleétidos pueden
ser monocatenarios o bicatenarios, por ejemplo para usar en la construccion de un gen mutante. Los
oligonucleétidos de la invencién pueden ser oligonucleétidos sentido o antisentido.

La expresion “nucleétidos naturales” incluye desoxirribonucleétidos y ribonucledtidos. La expresion “nucledtidos
modificados” incluye nucleétidos con grupos de aztcar modificados o sustituidos o modificadas o sustituidos. La
expresion “enlaces oligonucleotidicos" incluye enlaces tales como fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato,
fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoaniladato, fosforoamidato y similares. Véase, por ejemplo, LaPlanche y
col. (1986), Nucl. Acids Res. 14:9081; Stec et al. (1984), J. Am. Chem. Soc. 106:6077; Stein et al. (1988), Nucl.
Acids Res. 16:3209; Zon et al. (1991), Anti-Cancer Drug Design 6:539; Zon et al. (1991), Oligonucleotides and
Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, ed.), Oxford University Press, Oxford England; Stec et al.,
patente de EE.UU. n° 5,151,510; Uhlmann and Peyman (1990), Chemical Reviews 90:543 Un oligonucleétido de la
invencion puede incluir un marcador, incluido un radiomarcador, un marcador fluorescente, un hapteno o un
marcador antigénico, para ensayos de deteccion.

El término “vector” significa cualquier molécula (p. ej., acido nucleico, plasmido o virus) usada para transferir la
informacioén de codificacion a una célula huésped.

La expresion “vector de expresidon” o “construccion de expresion” se refiere a un vector que es adecuado para la
transformacion de una célula huésped y contiene secuencias de acido nucleico que dirigen y/o controlan (junto con
la célula huésped) la expresion de una o mas regiones de codificacion heterdlogas unidas operativamente al mismo.
Una construccion de expresion puede incluir, entre otros, secuencias que afectan o controlan la transcripcion, la
traducciéon y el corte y empalme del ARN, si hay intrones presentes, de una regidon de codificacion unida
operablemente a la misma.

La expresion “célula huésped” significa una célula que se ha transformado, o que es capaz de ser transformada, con
una secuencia de acido nucleico y, de este modo, expresa un gen de interés seleccionado. La expresion incluye la
progenie de la célula parental, sea o no la progenie idéntica en cuanto a morfologia o a la estructura genética a la
célula parental original, siempre que esté presente el gen seleccionado.

El término “transduccion” significa la transferencia de genes de una bacteria a otra, normalmente mediante un fago.
“Transduccion” también se refiere a la adquisicion y la transferencia de secuencias celulares eucariotas por
retrovirus.

El término “transfecciéon” significa la captacién de ADN extrafio o exdgeno por una célula y una célula se ha
“transfeccionado” cuando se ha introducido el ADN exégeno dentro de la membrana celular. En el presente
documento se divulga una serie de técnicas de transfeccién que son bien conocidas en la técnica. Véase, por
ejemplo, Graham et al., 1973, Virology 52:456; Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Id.;
Davis et al., 1986, Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier; y Chu et al., 1981, Gene 13:197. Dichas técnicas se
pueden usar para introducir uno o mas restos de ADN exdégeno en células huésped adecuadas.

El término “transformacién” se refiere a un cambio en las caracteristicas genéticas de la célula y una célula se ha
transformado cuando se ha modificado para contener ADN nuevo. Por ejemplo, una célula se transforma cuando
estd modificada genéticamente con respecto a su estado nativo mediante transfeccion, transducciéon u otras
técnicas. Tras la transfecciéon o la transduccion, el ADN transformante puede recombinarse con el de la célula al
integrarse fisicamente en un cromosoma de la célula o se puede mantener de forma transitoria como elemento
episomal sin replicarse o se puede replicar de forma independiente como plasmido. Se considera que una célula se
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ha “transformado de forma estable” cuando el ADN transformante se replica con la division de la célula.

El término “antigeno” se refiere a una molécula o una porcién de una molécula a la que se puede unir un agente de
union selectivo, tal como un anticuerpo, y, ademas, puede usarse en un animal para producir anticuerpos capaces
de unirse a un epitopo de dicho antigeno. Un antigeno puede tener uno o mas epitopos.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante, preferentemente un determinante polipeptidico, capaz de unirse
de forma especifica a una inmunoglobulina o receptor de células T. En ciertas realizaciones, los determinantes
epitépicos incluyen grupos de superficie quimicamente de moléculas, tales como aminoacidos, cadenas laterales de
azucar, fosforilo, orosulfonilo y, en ciertas realizaciones, pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales,
asi como caracteristicas de carga especificas. Un epitopo es una regién de un antigeno que esta unido a un
anticuerpo. En ciertas realizaciones, se dice que un anticuerpo esta unido especificamente a un antigeno cuando
reconoce preferentemente su antigeno diana en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas. En
realizaciones preferidas, se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando la constante de
disociacién es menor o igual a aproximadamente 10 nM, mas preferentemente cuando la constante de disociacion
es menor o igual a aproximadamente 100 pM y, mas preferentemente, cuando la constante de disociacién es menor
o igual a aproximadamente 10 pM.

El término “identidad” se refiere a una relacion entre las secuencias de dos 0 mas moléculas polipeptidicas o dos o
mas moléculas de acido nucleico, determinado comparando las secuencias. En la técnica, “identidad” también
significa el grado de relacion de la secuencia entre moléculas de acido nucleico o polipéptidos, como puede ser el
caso determinado por la correspondencia entre secuencias de dos 0 mas nucleétidos o dos 0 mas aminoacidos.
“Identidad” mide el porcentaje de correspondencias idénticas entre la menor de dos o mas secuencias con
alineaciones de hueco (si hay alguna) abordadas por un modelo matematico o programa informatico concreto (es
decir, “algoritmos”).

El término “similitud” se usa en la técnica con respecto a un concepto relacionado; no obstante, en contraste con
“identidad”, “similitud” se refiere a una medida de la relacion que incluye correspondencias idénticas y
correspondencias de sustitucién conservadora. Si dos secuencias polipeptidicas tienen, por ejemplo, 10/20
aminoacidos idénticos y el resto son todos sustituciones no conservadoras, los porcentajes de identidad y similitud
seria ambos del 50 %. Si en el mismo ejemplo hay cinco posiciones mas cuando hay sustituciones conservadoras, el
porcentaje de identidad sigue siendo el 50 %, pero el porcentaje de similitud seria 75 % (15/20). Por tanto, en los
casos en los que hay sustituciones conservadoras, el porcentaje de similitud entre dos polipéptidos sera mayor que
el porcentaje de identidad entre dichos dos polipéptidos.

La identidad y similitud de los acidos nucleicos y polipéptidos relacionados se pueden calcular faciimente mediante
procedimientos conocidos. Tales procedimientos incluyen, entre otros, los descritos en Computational Molecular
Biology, (Lesk, A.M. ed., Oxford University Press, New York; Biocomputing: Informatics and Genome Projects,
(Smith, D.W., ed.), 1993, Academic Press, New York; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, (Grifffin, A.M.,
and Griffin, H.G., eds.), 1994, Humana Press, New Jersey; von Heinje, G., Sequence Analysis in Molecular Biology,
1987, Academic Press; Sequence Analysis Primer, (Gribskov, M. and Devereux, J., eds.), 1991, M. Stockton Press,
New York; Carillo et al., 1988, SIAM J. Applied Math. 48:1073; and Durbin et al., 1998, Biological Sequence Analysis,
Cambridge University Press.

Se disefian procedimientos preferidos para determinar la identidad para dar la mayor coincidencia entre las
secuencias analizadas. Ademas, los procedimientos para determinar la identidad se codifican en programas
informaticos disponibles para el publico. Los procedimientos de programas informaticos preferidos para determinar la
identidad entre dos secuencias incluyen, entre otros, el paquete del programa GCG, incluido GAP (Devereux, J., y
col., Nucl. Acid. Res., 12:387 (1984); Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI, BLASTP,
BLASTN, y FASTA (Altschul y col., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990)). El programa BLASTX esta publicamente
disponible por el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information)
(NCBI) y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul y col., NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894; Altschul y col., (1990,
anteriormente). También se puede usar el algoritmo bien conocido de SmithWaterman para determinar la identidad.

Ciertos esquemas de alineacién para alinear dos secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado el
apareamiento de sélo una regién corta de las dos secuencias, y esta region alineada pequefia puede tener una
identidad de secuencia muy alta incluso si no existe una relacién significativa entre las dos secuencias de longitud
completa. De acuerdo con esto, en ciertas realizaciones, el procedimiento de alineacién seleccionado (programa
GAP) tendra como resultado una alineacion que abarca al menos 50 aminoacidos contiguos del polipéptido diana.

Por ejemplo, usando el algoritmo informatico GAP (Genetics Computer Group, Universidad de Wisconsin, Madison,
WI), dos polipéptidos para los que va a determinarse el porcentaje de identidad de secuencia se alinean para
obtener el apareamiento 6ptimo de sus respectivos aminoacidos (el “tramo apareado”, tal como se determina
mediante el algoritmo). En ciertas realizaciones, una sancién por apertura de huecos (que se calcula normalmente
como tres veces la diagonal promedio; en la que la “diagonal promedio” es el promedio de la diagonal de la matriz de
comparacién que esta usandose; la “diagonal” es la puntuacién o nimero asignado a cada aminoacido perfecto
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apareado mediante la matriz de comparacién concreta) y una sancién por extension de huecos (que es normalmente
un décimo de la sancién de apertura de huecos), asi como una matriz de comparacion tal como PAM 250 o
BLOSUM 62 se usan junto con el algoritmo En ciertas realizaciones, el algoritmo también usa una matriz de
comparacion convencional (véase Dayhoff y col, Atlas of Protein Sequence and Structure, 5(345)(1978) para la
matriz de comparacion PAM 250Henikoff et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci USA 89:1091510919 para la matriz de
comparacion BLOSUM 62).

En ciertas realizaciones, los parametros para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman et al. (1970), J. Mol. Biol. 48:443-453;
Matriz de comparacion: BLOSUM 62 de Henikoff y col., (1992) anteriormente;
Sancién por hueco: 12
Sancién de longitud de hueco: 4
Umbral de similitud: O

El programa GAP puede ser util con los parametros anteriores. En ciertas realizaciones, los parametrosmencionados
anteriormente son los parametros predeterminados para comparaciones de polipéptidos (junto con ausencia de
sancion por huecos finales) usando el algoritmo GAP.

El término “natural”, como se usa para hacer referencia a los aminoacidos, se refiere a los veinte aminoacidos
convencionales. Véase Immunology - A Synthesis, 22 Edicion, (E.S. Golub y D. R. Gren, Eds.) Sinauer Associates:
Sunderland, MA (1991)

Los analogos peptidicos se usan habitualmente en la industria farmacéutica como farmacos no peptidicos con
propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de compuesto no peptidico se denominan “miméticos
peptidicos” o “peptidomiméticos”. Véase Fauchere (1986), Adv. Drug Res. 15:29; Veber & Freidinger, 1985, TINS
p.392; y Evans et al. (1987), J. Med. Chem. 30:1229, que se incorpora en el presente documento por referencia para
cualquier fin. Dichos compuestos a menudo se desarrollan con la ayuda de modelacién molecular computerizada.
Los miméticos peptidicos que son estructuralmente similares a péptidos terapéuticamente utiles pueden usarse para
producir un efecto terapéutico o profilactico similar. En general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares
a un péptido o polipéptido paradigma (es decir, un péptido o polipéptido que tiene una propiedad bioquimica o
actividad farmacoldgica deseada), tal como un anticuerpo humano, pero tienen uno o mas enlaces peptidicos
opcionalmente reemplazados por un enlace seleccionado del grupo constituido por: -CHaNH-, -CH3S-,-CH2-CHa-, -
CH=CH-(cis y trans), -COCHa-, -CH(OH)CHa- y -CH,SO--, mediante procedimientos bien conocidos en la técnica. La
sustitucion sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia consenso con un D-aminoacido del mismo tipo
(p. €j., D-lisina en lugar de L-lisina) también puede usarse en ciertas realizaciones para generar péptidos mas
estables. Ademas, se pueden generar péptidos constrefiidos que comprenden una secuencia consenso O una
variacion de la secuencia consenso sustancialmente idéntica mediante procedimientos conocidos en la técnica (Rizo
y Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61 :387 (1992); por ejemplo, mediante la adicién de residuos internos de cisteina
capaces de formar puentes disulfuro intramoleculares que ciclan el péptido.

“Anticuerpo” o “péptido(s) de anticuerpo(s)” se refiere a un anticuerpo intacto o a un fragmento de unién del mismo
que compite con el anticuerpo intacto para la unién especifica e incluye anticuerpos biespecificos quiméricos,
humanizados y completamente humanos. En ciertas realizaciones, los fragmentos de unién se producen mediante
técnicas de ADN recombinante. En realizaciones adicionales, los fragmentos de unién se producen mediante
escision enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. Los fragmentos de unién incluyen, entre otros, Fab, Fab',
F(ab'),, Fv y anticuerpos de cadena sencilla.

La expresion “cadena pesada” incluye una cadena pesada de longitud completa y fragmentos de la misma que
tienen una secuencia de region variable suficiente para conferir especificidad para IL-1R1. Una cadena pesada de
longitud completa incluye un dominio de regién variable, VH, y tres dominios de la region constante, Cy1, Cx2 y Ch3.
El dominio V4 esta en el extremo amino del polipéptido y el dominio Ch3 esta en el extremo carboxilo.

La expresion “cadena ligera” incluye una cadena ligera de longitud completa y fragmentos de la misma que tienen
una secuencia de region variable suficiente para conferir especificidad para IL-1R1. Una cadena ligera de longitud
completa incluye un dominio de la region variable, Vi, y un dominio de la regién constante, C.. Como la cadena
pesada, el dominio de la region variable de la cadena ligera esta en el extremo amino del polipéptido.

Un “fragmento Fab” esta compuesto por una cadena ligera y las regiones Cn1 y variable de una cadena pesada. La
cadena pesada de una molécula Fab no puede formar un puente disulfuro con otra molécula de la cadena pesada.

Un “fragmento Fab"” contiene una cadena ligera y una cadena pesada que contiene mas de la regién constante,
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entre los dominios de Cy1 y Cx2, de modo que se puede formar un enlace disulfuro intercatenario entre dos cadenas
pesadas para formar una molécula F(ab'),.

Un “fragmento F(ab'),” contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que contienen una porcion de la region
constante entre los dominios Cy1 y Ch2, de modo que se puede formar un enlace disulfuro intercatenario entre dos
cadenas pesadas.

La “region Fv’ comprende las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, pero carece de las regiones
constantes.

“Anticuerpos de cadena sencilla” son moléculas Fv en las que las regiones variables de la cadena pesada y ligera se
han conectado mediante un ligador flexible para formar una cadena polipeptidica sencilla, que forma una regién de
union a antigeno. Los Anticuerpos de cadena sencilla se tratan con detalle en la publicacion de solicitud de patente
internacional n°® WO 88/01649 y las patentes de EE.UU. n° 4.946.778 y 5.260.203,

Se entiende que un “anticuerpo bivalente” aparte de un anticuerpo “multiespecifico” o “multifuncional”, en ciertas
realizaciones, comprende sitios de union que tienen idéntica especificidad antigénica.

Un anticuerpo “biespecifico” o “afuncional” es un anticuerpo hibrido que tiene dos pares de cadena pesadal/ligera
diferentes y dos sitios de unién diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante diversos
procedimientos, incluidos, entre otros, fusién de hibridomas o unién del fragmento Fab'. Véase, por ejemplo,
Songsivilai & Lachmann (1990), Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321; Kostelny et al. (1992), J. Immunol. 148:1547-1553.

Al evaluar la unidon y especificidad del anticuerpo de acuerdo con la invencion, un anticuerpo ‘“inhibe
sustancialmente” la adhesion de un ligando a un receptor cuando un exceso de anticuerpo reduce la cantidad de
receptor unido al contrarreceptor en al menos aproximadamente 20%, 40%, 60%, 80%, 85% o mas (medido en un
ensayo de uniéon competitiva in vitro),

El término “agente” significa un compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una macromolécula
bioldgica o un extracto hecho de materiales bioldgicos.

Los términos “marcador” o “marcado” se refiere a la incorporacién de un marcador detectable, por ejemplo mediante
incorporacion de un aminoacido radiomarcado o la fijacion a un polipéptido de restos de biotina que se puede
detectar mediante avidina marcada (p. €j., estreptavidina que, preferentemente, comprende un marcador detectable
tal como un marcador fluorescente, un marcador quimioluminiscente o una actividad enzimatica que se puede
detectar mediante procedimientos 6pticos o colorimétricos). En ciertas realizaciones, el marcador también puede ser
terapéutico. En la técnica se conocen varios procedimientos de marcaje de polipéptidos y glicoproteinas y se pueden
usar de forma ventajosa en los procedimientos divulgados en el presente documento. E'emelos (115e m%rcaggresggﬁara
Pﬁ)hpGB%ldq; incluyen, entre otros, los S|gwent'es.: ragjlo]sotopos o] radlonuglldos (p. €j., °H, . C, ’N, S, Y’, . Tc,

In, I, *'l), marcadores fluorescentes (p. €j., isotiocianato de fluoresceina (FITC), rodamina, fésforos lantanidos),
marcadores enzimaticos (p. e€j., peroxidasa de rabano, b-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), marcadores
quimioluminiscentes, marcadores de hapteno tales como grupos de biotinilo y epitopos polipeptidicos
predeterminados reconocidos por un indicador secundario (p. €j., pares de secuencias en cremallera de leucina,
sitios de union para anticuerpos secundarios, dominios de union a metal, colas del epitopo). En ciertas realizaciones,
los marcadores estan unidos por brazos espaciadores (tales como (CHz),, donde n < aproximadamente 20) de varias
longitudes para reducir la potencial hidrancia estérica.

La expresion “muestra bioldgica” incluye, entre otros, cualquier cantidad de una sustancia de algo vivo o algo antes
vivo. Dichos algos vivos incluyen, entre otros, seres humanos, ratones, monos, ratas, conejos y otros animales.
Dichas sustancias incluyen, entre otros, sangre, suero, orina, células, érganos, tejidos, hueso, médula ésea, linfa,
ganglios linfaticos, tejido sinovial, condrocitos, macréfagos sinoviales, células endoteliales, tejido vascular (tejido
vascular particularmente inflamado) y piel. Las expresiones “agente farmacéutico” y “farmaco” se refieren a un
compuesto o composicion quimica capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra
adecuadamente a un paciente.

El término “paciente” incluye sujetos humanos y veterinarios.

A menos que el contexto requiera lo contrario, los términos en singular incluyen pluralidades y los términos en plural
incluiran el singular.

Aminoéacidos
Los veinte aminoacidos naturales y sus abreviaturas siguen el uso convencional. Véase Immunology - A Synthesis,

22 Edicion, (E.S. Golub y D. R. Gren, Eds.) Sinauer Associates: Sunderland, MA (1991). Los estereoisémeros (p. €;j.,
D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, aminoacidos no naturales tales como aminoéacidos a-, a-
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disustituidos, N-alquilaminoacidos, acido lactico y otros aminoacidos no convencionales también pueden ser
componentes adecuados para polipéptidos de la presente invencién. Ejemplos de aminoacidos no convencionales
incluyen: 4-hidroxiprolina, g-carboxiglutamato, e-N,N,N-trimetillisina, e-N-acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-
formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, s-N-metilarginina y otros aminoacidos e iminoacidos similares (p. €j.,
4-hidroxiprolina). En la notacion polipeptidica usada en la presente memoria descriptiva, la direccién izquierda es la
direccion aminoterminal y la direccidén derecha es la direccion carboxiterminal, de acuerdo con el uso estédndar y la
convencion.

De forma similar, a menos que se especifique lo contrario, el extremo izquierdo de las secuencias de polinucleétidos
monocatenarias es el extremo 5’; la direccién izquierda de las secuencias de polinucleétidos bicatenarias se
denomina la direccion 5’. La direccién de adicién de 5’ a 3’ de los transcritos de ARN naciente se denomina la
direccion de transcripcion; las regiones de la secuencia en la hebra de ADN que tienen la misma secuencia que el
ADN y son 5’ al extremo & del transcrito de ARN se denominan “secuencias corriente arriba”; las regiones de la
secuencia en la hebra de ADN que tienen la misma secuencia que el transcrito de ARN que estan en 3’ del extremo
3’ del transcrito de ARN se denominan “secuencias corriente abajo”.

Se apreciara que los residuos de aminoacidos naturales pueden dividirse en clases basandose en propiedades de
cadena lateral comunes:

1) Hidréfobos: norleucina (Nor o Nle), Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) Hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

3) Acidos: Asp, Glu;

4) Basicos: His, Lys, Arg;

5) Residuos que influyen en la orientacion de las cadenas: Gly, Pro; y
6) Aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones de aminoacidos no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas
clases con un miembro de la misma clase. Las sustituciones de aminoacidos conservadoras pueden abarcar
residuos de aminoacidos no naturales, que normalmente se incorporan mediante sintesis peptidica quimica en lugar
de sintesis en sistemas biolégicos. Estas incluyen peptidomiméticos y otras formas reversas o invertidas de restos
aminoacidos.

Las sustituciones no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases con un
miembro de otra clase. Dichos residuos sustituidos se pueden introducir, por ejemplo, en regiones de un anticuerpo
humano que son homodlogas con los anticuerpos no humanos o en las regiones no homélogas de la molécula.

Al realizar dichas sustituciones, de acuerdo con ciertas realizaciones, se puede considerar el indice hidropatico de
los aminoacidos. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico sobre la base de su hidrofobicidad y
caracteristicas de carga. Estos son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina
(+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3);
prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y
arginina (-4,5).

Generalmente, en la técnica se entiende la importancia del indice hidropatico de los aminoacidos a la hora de
conferir la funcion bioldgica interactiva sobre una proteina (véase, por ejemplo, Kyte y col., J. Mol. Biol., 157:105-
131). Se sabe que ciertos aminoacidos se pueden sustituir por otros aminoacidos que tienen un indice o puntuacion
hidropética similar y siguen conservando una actividad biolégica similar. Al realizar cambios en base al indice
hidropatico, en ciertas realizaciones, se puede incluir la sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan
en * 2. En ciertas realizaciones, se incluyen los que estan dentro de %1, y, en ciertas realizaciones, estan incluidos
aquéllos dentro de +0,5.

También se entiende en la técnica que la sustitucion de aminoacidos similares se puede realizar de forma eficaz
sobre la base de la hidrofilicidad, particularmente cuando la proteina o péptido biolégicamente funcional creado de
este modo esté destinado al uso en realizaciones inmunolégicas, como se divulgan en el presente documento. En
ciertas realizaiones, la hidrofilicidad promedio local mayor de un aproteina esta dirigida por la hidrofilicidad de sus
aminoacidos adyacentes, se correlaciona con su inmunogenicidad y antigeneicidad, es decir con una propiedad
bioldgica de la proteina.

A estos residuos de aminoacidos se les ha asignado los siguientes valores de hidrofilicidad: arginina (+3,0); lisina

(+3,0); aspartato (+3,0 = 1); glutamato (+3,0 £ 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0);
treonina (-0,4); prolina (-0,5 + 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina
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(-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4). Al realizar cambios en base a valores de
hidrofilicidad similares, en ciertas realizaciones se incluye la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de
hidrofilicidad estan dentro de + 2, en ciertas realizaciones se incluyen los que estan dentro de +1 y en ciertas
realizaciones se incluyen aquéllos dentro de + 0,5. También se pueden identificar epitopos de secuencias de
aminoacidos primarias sobre la base de la hidrofilicidad. Estas regiones también se denominan “regones centrales
epitépicas".

Ejemplos de sustituciones de amino&cidos se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1

Sustituciones de aminoéacidos
Residuos originales [Ejemplos de sustituciones Sustituciones preferidas
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, Gin, Asn Lys
Asn Gin Gln
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His iAsn, Gin, Lys, Arg Arg
lie Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucine |Leu
Leu Norleucina, lie, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, 1,4 acido diamino-butirico, Gin,/Arg

Asn
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina  |Leu

Un experto en la técnica podra determinar variantes adecuadas de los polipéptidos, tal como se expone en el
presente documento, usando técnicas bien conocidas. En ciertas realizaciones, un experto en la técnica puede
identificar areas adecuadas de la molécula que se pueden cambiar sin destruir la actividad dirigiendo a regiones que
no se cree que sean importantes para la actividad. En otras realizaciones, el experto en la técnica puede identificar
residuos o porciones de las moléculas que estan conservados entre polipéptidos similares. En realizaciones
adicionales, incluso las areas que pueden ser importantes para la actividad biolégica o para la estructura pueden
estar sujetas a sustituciones conservadoras de aminoacidos sin destruir la actividad biolégica o sin afectar de forma
adversa a la estructura del polipéptido.

Adicionalmente, un experto en la técnica puede revisar estudios de estructura-funcion identificando residuos en
polipéptidos similares que son importantes para la actividad o la estructura. En vista de esta comparacion, el experto
en la técnica puede predecir la importancia de los residuos de aminoacidos en una proteina que corresponden a los
residuos de aminoacidos que son importantes para la actividad o la estructura en proteinas similares. Un experto en
la técnica puede optar por sustituciones de aminoacidos quimicamente similares para dichos residuos de
aminoacidos importantes predichos.

El experto en la técnica también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos en

relacién con dicha estructura en polipéptidos similares. En vista de tal informacién, los expertos en la técnica pueden
predecir la alineacion de restos de aminoacidos de un anticuerpo con respecto a su estructura de tres dimensiones.
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En ciertas realizaciones, un experto en la técnica pueden elegir no realizar cambios radicales em los residuos de
aminoacidos predichos que estan sobre la superficie de la proteina, ya que tales residuos pueden estar implicados
en interacciones importantes con otras moléculas. Ademas, un experto en la técnica puede generar variantes de
ensayo que contienen una sola sustitucion de aminoacido en cada residuo de aminoacido deseado. Las variantes
después se pueden seleccionar usando ensayos de actividad conocidos por los expertos en la técnica. Tales
variantes se pueden usar para acumular informacién sobre variantes adecuadas. Por ejemplo, si se descubre que
un cambio en un residuo de aminoacido particular dio como resultado la destruccion, reduccién de manera no
deseada, o no adecuada, de la actividad, las variantes con tal cambio se podrian evitar. En otras palabras,
basandose en la informacion acumulada a partir de tales experimentos de rutina, el experto en la técnica puede
facilmente determinar los aminoacidos en los que se deben evitar las sustituciones, bien solas o en combinacién con
otras mutaciones.

Se han dedicado numerosas publicaciones cientificas a la prediccion de la estructura secundaria. Véase Moult,
1996, Curr. Op. in Biotech. 7:422-427; Chou et al., 1974, Biochemistry 13:222-245; Chou et al., 1974, Biochemistry
113:211 -222; Chou et al., 1978, Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 47:45-148; Chou et al., 1979, Ann. Rev.
Biochem. 47:251-276; and Chou et al., 1979, Biophys. J. 26:367-384. Ademas, actualmente se dispone de
programas informaticos que ayudaran a predecir la estructura secundaria. Un procedimiento de prediccion de la
estructura secundaria se basa en la modelaciéon de homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o proteinas que tienen
una identidad de secuencia de mas de 30%, o similitud mayor que 40% a menudo tienen topologias estructurales
similares. El crecimiento reciente de la base de datos estructural de la proteina (PDB) ha proporcionado una
capacidad de proteccion potenciada de la estructura secundaria, incluyendo el nimero potencial de plegamientos
dentro de una estructura de los polipéptidos o proteinas. Véase Holm et al., 1999, Nucl. Acid. Res. 27:244-247. Se
ha sugerido (Brenner y col., Curr. Op. Struct. Biol., 7(3): 369 - 376) que existe un numero limitado de plegamientos
en un polipéptido o proteina dados y que una vez que se ha resuelto un numero critico de estructuras, la prediccion
estructural llegara a ser notablemente mas precisa.

Procedimientos adicionales de prediccion de la estructura secundaria incluyen el “enhebrado” (Jones, 1997, Curr.
Opin. Struct. Biol. 7:377-87; Sippl et al., 1996, Structure 4:15-19); el "analisis del perfil" (Bowie et al., 1991, Science
253:164-170; Gribskov et al., 1990, Meth. Enzym. 183:146-159; Gribskov et al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. 84:4355-
4358) y el “enlace de evolucion” (véase, Holm, 1999, supra-, y Brenner, 1997, supra).

En ciertas realizaciones, las variantes de anticuerpos incluyen variantes de glicosilacion en las que el nimero y/o
tipo del sitio de glicosilacion se han alterado en comparacion con las secuencias de aminoacidos del polipéptido
parental. En ciertas realizaciones, las variantes de proteinas incluyen un nimero mayor o menor de sitios de
glicosilacion unidos por N que la proteina nativa. Un sitio de glicosilacion unido a N se caracteriza por la secuencia:
Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en la que el residuo de aminoacido designado como X puede ser cualquier residuo de
aminoacido excepto prolina. La sustitucion de residuos de aminoacidos para crear esta secuencia proporciona un
posible sitio nuevo para la adicion de una cadena de hidrato de carbono unida a N. Como alternativa, las
sustituciones que eliminan esta secuencia retiraran una cadena de hidrato de carbono unida a N existente. También
se proporciona una reorganizaciém de cadenas de hidratos de carbono unidas a N, en las que se eliminan uno o
mas sitios de glicosilacion unidos N (normalmente aquéllos que se producen de manera natural) y se crean uno o
mas sitios unidos a N nuevos. Variantes de anticuerpos adicionales preferidas incluyen variantes de cisteina en las
que uno o mas residuos de cisteina se delecionan o sustituyen por otro aminoacido (p. €j., serina) en comparacion
con la secuencia de aminoéacidos parental. Las variantes de cisteina pueden ser utiles cuando los anticuerpos se
deben volver a plegar en una conformacion biolégicamente activa, tal como después del aislamiento de cuerpos de
inclusion insolubles. En general, las variantes de cisteina tienen menos residuos de cisteina que la proteina nativa y
normalmente tienen un numero par para minimizar las interacciones resultantes de cisteinas no apareadas.

De acuerdo con ciertas realizaciones, las sustituciones aminoacidicas son aquéllas que: (1) reducen la
susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para
formar complejos proteicos, (4) alteran las afinidades de union y/o (5) confieren o modifican otras propiedades
fisicoquimicas o funcionales de dichos polipéptidos. De acuerdo con ciertas realizaciones, las sustituciones sencillas
o miultiples de aminoacidos (en ciertas realizaciones, sustituciones conservadoras de aminoacidos) pueden
realizarse en la secuencia natural (en ciertas realizaciones en la porcion del polipéptido fuera del(los) dominio(s) que
forman contactos intermoleculares). En realizaciones preferidas, una sustitucion conservadora de aminoacido
normalmente no cambia sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia parental (p. €j., un
reemplazo de aminoacido no deberia tender a romper una hélice que se encuentre en la secuencia parental o alterar
otros tipos de estructura secundaria que caracteriza la secuencia parental). Ejemplos se estructuras polipeptidicas
secundarias y terciarias reconocidas en la técnica se describen en Proteins, Structures and Molecular Principles
(Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, New York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden and
J. Tooze, eds.) 1991, Garland Publishing, New York. N.Y. (1991 )); y Thornton y col. (1991), Nature 354:105 .

Preparacion de anticuerpos

Las unidades estructurales de los anticuerpos naturales normalmente comprenden un tetramero. Cada uno de estos
tetrdmeros normalmente estd compuesto por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, en el que cada par tiene

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384379 T3

una cadena ligera de longitud completa (normalmente de un peso molecular de aproximadamente 25 kDa) y una
cadena pesada de longitud completa (normalmente de un peso molecular de aproximadamente 50-70 kDa). La
porcion amino-terminal de cada cadena normalmente incluye una region variable de aproximadamente 100 a 110 o
mas aminoacidos que normalmente es responsable del reconocimiento del antigeno. La porcién carboxi-terminal de
cada cadena define una region constante principalmente responsable de la funcion efectora. Las cadenas ligeras
humanas normalmente se clasifican como cadenas ligeras kappa y lambda. Las cadenas pesadas normalmente se
clasifican como mu, delta, gamma, alfa o epsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE,
respectivamente. La IgG tiene varias subclases, incluidas, entre otras, gG1, I9G2, IgG3, e IgG4. La IgM tiene varias
subclases, incluidas, entre otras, IgM 1 e IgM2. La IgA se subdivide de forma similar en subclases, incluidas, entre
otras, IgA1 e IgA2. Dentro de las cadenas ligera y pesada de longitud completa, nhormalmente una regién "J" de
aproximadamente 12 o mas aminoacidos une la region variable y las regiones constantes, la cadena pesada también
incluye una region "D" de aproximadamente 10 aminoacidos mas. Véase, por ejemplo, Fundamental Immunology,
Ch. 7, 2nd ed., (Paul, W., ed.), 1989, Raven Press, N.Y. La combinacién de las regiones varianles de cada par de
cadena ligera/cadena pesada normalmente forma el sitio de unién a antigeno.

Las regiones variables de cada una de las cadenas pesadas y cadenas ligera normalmente exhibem la misma
estructura general que comprende cuatro regiones estructuras (FR) relativamente conservadas unidas por tres
regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de la comlementariedad o CDR. Las CDR de
las dos cadenas de cada par normalmente estan alineadas por las regiones estructurales, alineaciéon que puede
permitir la unién a un epitopo especifico. Del extremo N al extremo C, las regiones variables de tanto las cadenas
ligeras como las pesadas normalmente comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La
asignacion de aminoacidos a cada dominio normalmente se realiza de acuerdo con las definiciones de Kabat
Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991, National
Institutes of Health, Bethesda, Md.), Chothia & Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:901 -917, o Chothia et al., 1989, Nature
342:878-883).

Los anticuerpos pasaron a ser Utiles y de interés como agentes farmacéuticos con el desarrollo de anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales se producen usando cualquier procedimiento que produce moléculas
de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo. Ejemplos de procedimientos adecuados para preparar
anticuerpos monoclonales incluyen los procedimientos de hibridoma de Kohler et al. (1975, Nature 256:495-497) y el
procedimientos de hibridoma de células B (Kozbor, 1984, J. Immunol. 133: 3001; y Brodeur et al., 1987, Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, (Marcel Dekker, Inc., New York), pp. 51-63).

Los anticuerpos monoclonales se pueden modificar para usar como terapéuticos. Un ejemplo es un anticuerpo
“quimérico” en el que una porcién de la cadena pesada y/o la cadena ligera es idéntica u homodloga a una
correspondiente secuencia en los anticuerpos derivados de una especie concreta o perteneciente a una clase o
subclase de anticuerpo concreto, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es/son idénticas u homdlogas a una
secuencia correspondiente en anticuerpos derivados de otra especie o pertenencientes a otra clase o subclase de
anticuerpo. Otros ejemplos son fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biolégica
deseada. Véase, la patente de EE.UU. n° 4.816.567 y Morrison et al. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851 -
6855. Un desarrollo relacionado es el anticuerpo “injertado en CDR”, en el que el anticuerpo comprende una o mas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de una especie concreta o perteneciente a una clase o
subclase de anticuerpo concreto, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es/son idénticas u homdlogas a una
secuencia correspondiente en anticuerpos derivados de otra especie o pertenencientes a otra clase o subclase de
anticuerpo.

Otro desarrollo es el anticuerpo “humanizado”. En la técnica se conocen procedimientos para humanizar anticuerpos
no humanos (Véanse las patentes de EE.UU. n° 5.585.089 y 5.693.762). En general, un anticuerpo humanizado se
produce en un animal no humano y, después, ciertos residuos de aminoacidos, normalmente de porciones que no
reconocen antigenos del anticuerpo, se modifica para que sea homdlogo a dichos residuos en un anticuerpo humano
del isotipo correspondiente. La humanizacién se puede realizar, por ejemplo, usando procedimientos descritos en la
técnica (Jones et al., 1986, Nature 321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-327; Verhoeyen et al.,
1988, Science 239:1534-1536), sustituyendo al menos una porcién de una region variable de roedor para las regions
correspondientes de un anticuerpo humano.

Mas reciente y mas prometedor es el desarrollo de anticuerpos humanos sin exposicién del antigeno al ser humano
(“anticuerpos completamente humanos”). Usando animales transgénicos (p. ej., ratones) que son capaces de
producir un repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de produccién de inmunoglobulina de ratén enddgena,
dichos anticuerpos se producen mediante inmunizacién con un antigeno (que normalmente tiene al menos 6
aminoacidos continguos), opcionalmente conjugado con un vehiculo. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., 1993,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555; Jakobovits et al., 1993, Nature 362:255-258; and Bruggermann et al.,
1993, Year in Immunol. 7:33. En un ejemplo de estos procedimientos, los animales transgénicos se producen
incapacitando los loci de inmunoglobulina de ratén enddégena que codifica las cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulina de ratén e insertando los loci que codifican las proteinas de las cadenas pesada y ligera humans en
el genoma del mismo. Animales parcialmente modificados, que tienen menos que el complemento completo de
modificaciones, se cruzan para obtener un animal que tiene todas las modificaciones deseadas del sistema
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inmunitario. Cuando se administra un inmundégeno, estos animales transgénicos producen anticuerpos que son
inmunoespecificos de estos antigenos que tienen secuencias de aminoacidos humanas (en lugar de murinas),
incluidas las regiones variables. Véanse las publicaciones PCT W096/33735 y W094/02602. Procedimientos
adicionales se describen en la patente de EE.UU. n° 5,545,807, las publicaciones de PCT N° W091/10741,
W090/04036, y en los documentos EP 546073B1 y EP 546073A1. Los anticuerpos humanos también se pueden
producir mediante la expresiéon de ADN recombinante en células huésped o mediante la expresion en células de
hibridoma, como se describe en el presente documento.

Los anticuerpos completamente humanos también se pueden producir a partir de bibliotecas de expresion en fagos
(como se divulga en Hoogenboom et al., 1991, J. Mol. Biol. 227:381; and Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222:581).
Estos procesos simulan la seleccién inmunitaria a través de la expresion de repertorios de anticuerpos sobre la
superficie de bacteriofagos filamentosos y la posterior seleccién de fagos mediante su unién a un antigeno de
elecciéon. Una de estas técnicas se describe en la publicacion PCT n°® W099/10494, que describe el aislamiento de
anticuerpos de alta afinidad y agonistas funcionales para receptors de MPL, y msk, usando dicho abordaje.

Una vez que se han determinado las secuencias nucleotidicas que codifican dichos anticuerpos, los anticuerpos
quiméricos, injertados en CDR, humanizados y completamente humanos también se pueden producir mediante
procedimientos recombinantes. Los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos se introducen en células huésped
y se expresan usando materiales y procedimientos generalmente conocidos en la técnica.

La invencién proporciona uno de una pluralidad de anticuerpos monoclonales completamente humanos contra IL-
1R1 humano. Preferentemente, los anticuerpos se unen al tercer dominio de IL-1 R1. En realizaciones preferidas, la
invencion proporciona secuencias nucleotidicas que codifican, y secuencias de aminoacidos que comprenden,
moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera, en particular secuencias que corresponden a las regiones
variables de las mismas. En realizaciones preferidas, se proporcionan las secuencias correspondientes a las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR), especificamente de CDR1 a CDR3. En realizaciones
adicionales preferidas, la invencion proporciona lineas celulares de hibridoma que expresan dichas moléculas de
inmunoglobulina y anticuerpos monoclonales producidos a partir de ellas, mas preferentemente anticuerpos
monoclonales humanos purificados contra IL-1R1 humano.

La capacidad para clonar y reconstruir loci humano de tamafio de megabases en cromosomas artificiales de
levadura (YAC) y para introducirlos en la linea germinal de ratén proporciona un abordaje ventajoso para deducir los
componentes funcionales de loci muy grandes mapeados, asi como generar modelos Utiles de enfermedad humana.
Ademas, la utilizacién de esta tecnologia para sustituir los loci de ratdn con sus equivalentes humanos proporciona
informacion Unica sobre la expresion y regulacién de productos génicos humanos durante el desarrollo, su
comunicacioén con otros sistemas, y su implicacién en la induccién y progresion de la enfermedad.

Una aplicacién practica importante de dicha estrategia es la “humanizacién” del sistema inmunitario humoral de
ratén. La introduccion de loci de inmunoglobulina (Ig) humana en ratones en los que los genes de Ig enddgena se
han inactivado ofrece la oportunidad de estudiar los mecanismos subyacentes a la expresion programada y el
ensamblaje de los anticuerpos, asi como su papel en el desarrollo de células B. Ademas, dicha estrategia
proporciona una fuente para la produccion de anticuerpos monoclonales (MAb) humanos, particularmente para usar
como agentes terapéuticos. Cabe esperar que los anticuerpos completamente humanos minimicen las respuestas
inmunogénicas y alérgicas intrinsecas a Mab de ratéon o derivados de ratén y, de este modo, que incrementen la
eficacia y la seguridad de los anticuerpos administrados en aplicaciones terapéuticas. Los anticuerpos
completamente humanos se pueden usar en el tratamiento de enfermedades humanas cronicas y recurrentes, tales
como osteoartritis, artritis reumatoide y otras afecciones inflamatorias, el tratamiento de las mismas requiere la
administracion repetida de anticuerpos.

Un experto en la técnia puede realizar ingenieria genética de cepas de ratdon deficientes en la producciéon de
anticuerpos de ratéon con fragmentos grandes de los loci de Ig humana de modo que dichos ratones producen
anticuerpos humanos en ausencia de anticuerpos de raton. Los fragmentos grandes de Ig humana pueden
conservar la gran diversidad génica variable, asi como la regulacion adecuada de produccion y expresién de
anticuerpos. Explotando la maquinaria del ratén para diversificar y seleccionar anticuerpos y la falta de tolerancia
inmunoldgica a proteinas humanas, el repertorio de anticuerpos humanos reproducidos en estas cepas de raton da
anticuerpos de alta afinidad contra cualquier antigeno de interés, incluidos antigenos humanos. Usando la tecnologia
del hibridoma, se pueden producir y seleccionar Mab humanos especificos de antigeno con la especificidad
deseada.

En ciertas realizaciones, el experto en la técnica puede usar regiones constantes de especies distintas a la humana
junto con la(s) regién(es) variable(s) humana(s) en dichos ratones para producir anticuerpos quiméricos. Los
anticuerpos de la invencion se pueden producir inmunizando dichos animales con el IL-1 R1, formas solules de IL-
1R1, o un fragmento del mismo. Véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente internacional WO
93/12227).
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Las CDR de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de los anticuerpos anti-IL-1 R1 de la invencion se
pueden injertar en las regions estructurales (FR) de la misma, u otra, especie. En ciertas realizaciones, los CDR de
las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de los anticuerpos anti-IL-1 R1 se pueden injertar en FR
humanos consenso. Para crear FR humanas consensi, las FR de varias secuencias de aminoacidos de la cadena
pesada o la cadena ligera humanas se alinean para identificar una secuencia de aminoacidos consenso. Las FR de
la cadena pesada o la cadena ligera den anticuerpo anti-IL-1 R1 se pueden sustituir con las FR de una cadena
pesada o cadena ligera diferente. Los aminoacidos raros en las FR de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo
anti-IL-1 R1 normalmente no se reemplazan, mientras que el resto de los aminoacidos de FR se pueden sustituir.
Los aminoacidos raros son aminoacidos especificos que estan en posiciones en las que normalmente no se
encuentran en las FR. Las regiones variables injertadas de anticuerpos anti-IL-1 R1 de la invencion s epueden usar
con una region constante que es diferente de la region constante del anticuerpo anti-IL-1 R1. Como alternativa, las
regiones variables injertadas son parte de un anticuerpo Fv de cadena sencilla. El injerto de CDR se describe en, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 6,180,370, 5,693,762, 5,693,761, 5,585,089, y 5,530,101, .

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona anticuerpos anti-IL1-R1 que comprenden una reguén CDR1 de la
cadena pesada humana que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 63; una regiéon CDR2 de la cadena
pesada humana que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 66; y/o una regién CDRS3 de la cadena pesada
humana que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 69.

En otras realizaciones, la invencién proporciona anticuerpos anti-IL1-R1 que comprenden una reguén CDR1 de la
cadena ligera humana que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 71; una region CDR2 de la cadena
pesada humana que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 73; y/o una regién CDRS3 de la cadena pesada
humana que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 75.

Los anticuerpos de la invencién se preparan, preferentemente, usando ratones transgénicos que tienen una porcion
sustancial del locus productor del anticuerpo humano insertado en las células productoras de anticuerpos de los
ratones y que, ademas, se someten a ingenieria para que sean deficientes en la produccién de anticuerpos murinos
endogenos. Diichos ratones son capaces de producir moléculas de inmunoglobulina humana y anticuerpos
humanos, y no producen o producen cantidades sustancialmente reducidas de moléculas de inmunoglobulina y
anticuerpos murinos. Las tecnologias usadas para alcanzar este resultado se divulgan en las patentes, solicitudes y
referencias divulgadas en la especificacion del presente documento. En realizaciones preferidas, el trabajador
experto puede usar procedimientos tales como los divulgados en la publicacion de la solicitud de patente
internacional n® WO 98/24893. Véase también Mendez et al., 1997, Nature Genetics 15:146-156.

Los anticuerpos monoclonales (Mab) de la invencion se pueden producir mediante diversas técnicas, incluida la
metodologia de anticuerpos monoclonales convencionales, por ejemplo la técnica de hibridacion de células
somaticas estandar de Kohler and Milstein, 1975, Nature 256:495. Aunque se prefieren los procedimeintos de
hibridacion de células somaticas, en principio se pueden usar otras técnicas para producir anticuerpos
monoclonales, por ejemplo transformacion viral u oncogénica de linfocitos B.

En una realizacion preferida, los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra IL-1 R1 se pueden generar
usando ratones denominados ratones "HuMab”, contienen un minilocus del gen de inmunoglobulina humana que
codifica las secuencias de inmunoglobulina de la cadena pesada (my g) y la cadena ligera k, junto con mutaciones
dirigidas que inactivan los loci endégenos de las cadenas my k. Lonberg et al., 1994, Nature 368:856-859. De
acuerdo con esto, los ratones exhiben menor expression de IgM o k y en respuesta a la inmunizacion, los
transgenes de la cadena pesada y ligera humanas sufren desplazamiento de clase y mutacién somatica para
generar anticuerpos monclonales IgG k humana de alta afinidad. Lonberg etal., supra; Lonberg and Huszar, 1995,
Intern. Rev. Immunol. 13:65-93; Harding and Lonberg, 1995, Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546. La preparacién de
ratones HuMab se describe con detalle en Taylor et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20: 6287-6295; Chen et al., 1993,
International Immunology 5:647-656; Tuaillon et al., 1994, J. Immunol. 152:2912-2920; Lonberget al., 1994, Nature
368:856-859; Lonberg, 1994, Handbook of Exp. Pharmacology 113:49-101; Taylor et al.,1994,1 ternational
Immunology 6:579-591; Lonberg & Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93; Harding & Lonberg, 1995,Ann.
N.Y. Acad. Sci 764:536-546; Fishwild et al., 1996, Nature Biotechnology 14:845-851 . Véanse también las patentes
de EE.UU. numeros 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650; 5,877,397; 5,661,016; 5,814,318;
5,874,299; and 5,770,429; all to Lonberg y Kay, asi como la patente de EE.UU. n°® 5,545,807 de Surani etal.; las
publicaciones de slicitud de patente internacional n°® WO 93/1227, publicada el 24 de junio de 1993; el documento
WO 92/22646, publicado el 23 de diciembre de 1992; y el documento WO 92/03918, publicado el 19 de marzo
de1992, Como alternative, las cepas de ratones transgénicos HCo7 y HCo12 descritos en los Ejemlos siguientes se
pueden usar para generar anticuerpos anti-IL-1 R1 humanos.

De forma ventajosa, los anticuerpos monoclonales completamente humanos especificos de IL-1 R1 se producen del
siguiente modo. Los ratones transgénicos que contienen genes de inmunoglobulina humana se inmunizan con el
antigeno relacionado con IL-1 R1 de interés. Se obtienen células linfaticas (tales como los linfocitos B) de los ratones
que expresan anticuerpos. Dichas células recuperadas se fusionan con una linea celular de tipo mieloide para
preparar lineas celulares de hibridoma inmortales y dichas lineas celulares de hibridoma se someten a deteccion
selectiva y se seleccionan para identificar las lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos especificos del
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antigeno de interés. En ciertas realizaciones, se proporciona la produccion de una linea celular de hibridoma que
produce anticuerpos especificos de IL-1 R1.

En realizaciones preferidas, los anticuerpos de la invencion son producidos por lineas de hibridoma. En estas
realizaciones, los anticuerpos de la invenciéon se unen al IL-1 R1 con una constante de disociacion (Ky) de entre
aproximadamente 4 pM y 100 pM. En ciertas realizaciones de la invencion, los anticuerpos se unen al IL-1 R1 con
una Ky inferior a aproximadamente 20 pM. En otras realizaciones, los anticuerpos de la invencion se unen al tercer
dominio de IL-1 R1. Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos del terder dominio de IL1 -R1 humano y de rata
se muestran en la Figura 17.

En realizaciones preferidas, los anticuerpos de la invencion son del isotipo IgG1, IgG2 o IgG4, siendo el isotipo 1gG2
mas preferido. En realizaciones preferidas de la invencion, los anticuerpos comprenden una cadena ligera kappa
humana y una cadena pesada de IgG 1, IgG2 o IgG4. En realizaciones concretas, las regiones variables de los
anticuerpos esta ligadas a una region constante distinta a la regiéon constante del isotipo 1gG1, IgG2 o IgG4. En
ciertas realizaciones, los anticuerpos de la invencién se han clonado para expresion en células de mamifero.

En ciertas realizaciones, las sustituciones conservadoras de aminoacidos en las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo anti-IL-1 R1 (y las correspondientes modificaciones en los nucleétidos codificadores) produciran
anticuerpos anti-IL-1 R1 que tienen caracteristicas funcionales y quimicas similares a las del anticuerpo anti-IL-1 R1.
En contraste con esto se pueden realizar modificaciones sustanciales en las caracteristicas funcionales y/o quimicas
del anticuerpo anti-IL-1 R1 seleccionando sustituciones en la secuencia de aminoacidos de las cadenas pesada y
ligera que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento (a) de la estructura del armazin molecular
en el area de la sustitucion, por ejemplo como una conformacién en lamina o en hélic, (b) de la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana o (c) del grueso de la cadena lateral.

Por ejemplo, una “sustitucién de aminoéacido conservadora” puede implicar una sustitucion de un residuo de
aminoacido nativo con un residuo no nativo, de modo que haya poco o ningun efecto sobre la polaridad o la carga
del residuo de aminoacido en dicha posicion. Ademas, cualquier residuo nativo en el polipéptido se puede sustituir
también con alanina, como se ha descrito anteriormente para "mutagénesis que abarca alanina" (Wells, 1991,
Methods Enzymol. 202:390 (ed. J.J. Langone), Academic Press, London).

Los expertos en la técnica pueden determinar sustituciones de aminoacidos deseadas (conservadoras o no
conservadoras) en el momento en el que se deseen dichas sustituciones. En ciertas realizaciones, las sustituciones
de aminoacidos se pueden usar para identificar residuos importantes de anticuerpos anti-IL-1 R1 o incrementar o
disminuir la afinidad de los anticuerpos anti-IL-1 R1 descritos en el presente documento.

En realizaciones alternativas, los anticuerpos de la invencién se pueden expresar en lineas celulares distintas a las
lineas celulares de hibridoma. En estas realizaciones, se pueden usar las secuencias que codifican anticuerpos
concretos para la transformacion de una célula huésped de mamifero adecuada. De acuerdo con estas
realizaciones, la transformacion se puede conseguir usando cualquier procedimiento cnocido para introducir
polinucleétidos en una célula huésped, incluidos, por ejemplo, envasado del polinucleétido en un viruos (o0 en un
vector viral) y transduccionedo una célula huésped con el virus (o vector) o mediante procedimientos de transfeccion
conocidos en la técnica. Dichos procedimientos se ejemplifican en las patentes de EE.UU. n°® 4,399,216, 4,912,040,
4,740,461, y 4,959,455. En general, el procedimiento de transformacién usado puede depender del huésped que se
va a transformar. En la técnica se conocen bien procedimientos para la introduccién de polinucleétidos heterélogos
en células de mamifero e incluyen, entre otros, transfeccion mediada por dextrano, precipitacion en fosfato caicico,
transfeccion mediada por polibreno, fusiéon de protoplastos, electroporacion, encapsulacion del(los) polinucleétido(s)
en liposomas y microinyeccion directa del ADN en los nucleos.

De acuerdo con ciertas realizaciones de los procedimientos de la invencion, una molécula de acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos de una region constante de la cadena pesada, una region variable de la
cadena pesada, una regién constante de la cadena ligera o una region variable de la cadena ligera de un anticuerpo
anti-IL-1R1 de la invencién se inserta en un vector de expresion adecuado usando técnicas de union estandar. En
una realizacion preferida, la regién constante de la cadena pesada o ligera de IL-1R1 se une al extremo C de la
regiéon variable adecuada y se liga en un vector de expresién. Normalmente, el vector se selecciona de modo que
sea funcional en la célula huésped concreta empleada (es decir, el vector es compatible con la maquinaria de la
célula huésped de un modo tal que se puede producir la amplificacion del gen y/o la expresion del gen).

Para una revision de los vectores de expression, véase, Goeddel (ed.), 1990, Meth. Enzymol. Vol. 185, Academic
Press. N.Y.

Normlamente, los vectores de expresién usados en cualquiera de las células huésped contendran secuencias para
mantenimiento de plasmidos y para clonacidon y expresion de secuencias nucleotidicas exdgenas. Dichas
secuencias, en conjunto denominadas “secuencias flanqueantes”, en ciertas realizaciones, normalmente incluiran
una o0 mas de las siguientes secuencias de nucledtidos: un promotor, una o mas secuencias potenciadoras, un
origen de replicacién, una secuencia de terminacion de la transcripcion, una secuencia de intron completa que
contiene un sitio de corte y empalme donante y aceptora, una secuencia que codifica una secuencia lider para la
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secrecion de polipéptidos, un sitio de union a ribosoma, una secuenca de poliadenilaciéon, una region poliligadora
para insertar el acido nucleico que codifica el polipéptido que se va a expresar y un elemento marcador
seleccionable. Cada una de estas secuencias se trata mas adelante.

Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia que codifica una “marca”, es decir una molécula de
oligonucleétido localizada en el extremo 5' o 3’ de la secuencia que codifica el polipéptido IL-1R1; la secuencia de
oligonucleétido codifica poliHis (tal como hexaHis) u otra “marca”, tal como FLAG, HA (virus de la hemaglutinina
influenza) o myc para los que existen anticuerpos comercialmente disponibles. Esta marca normalmente de
condensa con el polipéptido tras la expresion del polipéptido y puede servir como medio para purificiacion por
afinidad o deteccion del anticuerpo de IL-1 R1 de la célula huésped. La purificiacion por afinidad se puede conseguir
mediante, por ejemplo, cromatografia en columna usando anticuerpos contra la marca como matriz de afinidad.
Opcionalmente, la marca puede eliminarse después del polipéptido IL-1 R1 purificado por varios medios, tal como
usando ciertas peptidasas para escision.

Las secuencias flanqueantes pueden ser homologas (es decir, de la misma especie y/o cepa que la célula huésped),
heterdlogas (es decir, de una especie dsitinta a la especie o cepa de la célula huésped, hibridas (es decir, una
combinacién de secuencias flanqueantes de mas de una fuente), sintéticas o nativas. Como tal, la fuente de una
secuencia flanqueante puede ser cualquier organismo procariota o eucariota, cualquier organismo vertebrado o
invertebrado, o cualquier planta, siempre que la secuencia flanqueante sea funcional en la maquinaria de la célula
huésped y pueda ser activada por éste.

Las secuencias flanqueantes Utiles e los vectores de la presente invencién se pueden obtener mediante varios
procedimientos bien conocidos en la técnica. Normalmente, las secuencias flanqueantes utiles en la presente
invencion se han identificado previamente mediante mapeo y/o mediante digestiéon con endonucleasas de restriccion
y, por tanto, se pueden aislar de la fuente de tejido adecuada usando las endonucleasas de restriccion adecuadas.
En algunos casos, se puede conocer la secuencia de nucleétidos completa de una secuencia flanqueante. Aqui, la
secuencia flanqueante se puede sintetizar usando los procedimientos descritos en el presente documento para
sintesis de acido nucleico o clonacion.

Cuando se conoce toda, o sola una porcion, de la secuencia flanqueante, se puede obtener usando reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) y/o mediante deteccion selectiva de una biblioteca gendémica con una sonda
adecuada tal como un oligonucleétido y/o fragmento de secuencia flanqueante de la misma u otra especie. Cuando
no se conoce la secuencia flanqueante, se puede aislar un fragmento de ADN que contiene una secuencia
flanqueante de una pieza de ADN mas grande que puede contener, por ejemplo, una secuencia de codificacion o
incluso otro gen o genes. El aislamiento se puede conseguir mediante digestion con endonucleasas de restriccion
para producir el fragmento de ADN adecuado, seguido de aislamiento usando purificacién en gel de agarosa,
cromatografia en columna Qiagen® (Chatsworth, CA) u otros procedimientos conocidos para el experto en la
técnica. La seleccion de enzimas adecuadas para conseguir este fin sera evidente para los expertos en la técnica.

Normalmente, un origen de replicacion es parte de los vectores de expresion procariotas adquiridos comercialmente
y el origen ayuda en la amplificacion del vector en la célula huésped. Si el vector de elecciéon no contiene un origen
de replicacion, se puede sintetizar quimicamente uno en base a una secuencia conocida y se puede ligar en el
vector. Por ejemplo, el origen de replicacion del plasmido pBR322 (New England Biolabs, Beverly, MA) es adecuado
para la mayoria de las bacterias gramnegativas y varios origenes virales (p. ej., SV40, polioma, adenovirus, virus de
la estomatitis vesicular (VSV) o virus del papiloma, tal como HPV o BPV) son utiles para los vectores de clonacion en
células de mamifero. En general, el componente origen de replicacién no es necesario para los vectores de
expresion en mamifero (por ejemplo, el origen de SV40 a menudo se usa Unicamente porque también contiene el
promotor temprano del virus).

Normalmente, una secuencia de terminacion de la transcripcion se localiza en 3’ hasta el final de una regién de
codificacion del polipéptido y sirve para terminar la transcripcion. Habitualmente, una secuencia de terminacion de
la transcripcion en células procariotas es un fragmento rico en G-C, seguido de una secuencia de poli-T.
Aunque la secuencia se clona facilmente a partir de una biblioteca, o incluso adquirirse comercialmente como parte
de un vector, también se puede sintetizar facilmente usando procedimientos para la sintesis de acidos nucleicos,
tales como las descritas en el presente documento.

Un gen marcador seleccionable codifica una proteina necesaria para la supervivencia y crecimiento de una célula
huésped cultivada en un medio de cultivo selectivo. Los genes marcadores de seleccion tipicos codifican proteinas
que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras toxinas, por ejemplo ampicilina, tetraciclina o kanamicina para las
células huésped procariotas, (b) complementan deficiencias auxotrofas de la célula o (c) suministran nutrientes
cruciales no disponibles en el medio complejo o el definido. Marcadores seleccionables preferidos son el gen de
resistencia a kanamicina, el gen de resistencia a ampicilina y el gen de resistencia a tetraciclina. También se puede
usar un gen de resistencia a neomicina para la seleccion en células huésped procariotas y eucariotas.

Otros genes seleccionables se pueden usar para amplificar el gen que se va a expresar. La amplificacién es el
proceso en el cual los genes que tienen mayor demanda para la produccién de una proteina crucial para el
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crecimiento o la supervivencia celular se repiten, en general en tandem, con los cromosomas de generaciones
sucesivas de células recombinantes. Ejemplos de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero
incluyen la dihidrofolato reductasa (DHFR) y la timidina quinasa sin promotor. Los transformantes celulares de
mamifero se colocan bajo presidon de seleccion, de modo que solo los transformantes son adaptados.

para sobrevivir en virtud del gen seleccionable presente en el vector. La presion de selecciéon se impone cultivando
las células transformadas en condiciones en las que la concentracion del agente de seleccion en el medio aumenta
sucesivamente, de modo que lleva a la amplificacion del gen seleccionable y del ADN que codifica otro gen, tal como
el polipéptido IL-1R1 que comprende el vector. Como resultado se sintetizan mayores cantidades de un polipéptido,
tal como el polipéptido IL-1R1 a partir del AND amplificado.

Normalmente se necesita un sitio de union al ribosoma para el inicio de la traduccién del ARNm y se caracteriza por
una secuencia de Shine- Dalgarno (procariotas) o una secuencia de Kozak (eucariotas). Normalmente el elemento
se localiza en 3' del promotor y en 5' de la secuencia de codificacion del polipéptido que se va a expresar.

En algunos casos, tal como cuando se desea glicosilacion en un sistema de expresién de células huésped
eucarioticas, se pueden manipular varias pre o prosecuencias para mejorar la glicosilacion o el rendimiento. Por
ejemplo, se puede alterar el sitio de escisién de la peptidasa de un péptido sefial concreto o afadir prosecuencias,
que también pueden afectar a la glicosilacion. El producto proteico final puede tener, en la posicion -1 (respecto al
primer aminoacido de la proteina madura) uno o mas aminoacidos adicionales que inciden sobre la expresion, que
pueden no haberse eliminado del todo. Por ejemplo, el producto proteico final puede tener uno o dos residuos de
aminoacidos encontrados en el sitio de escisiéon de la peptidasa unidos al extremo amino. Como alternativa, el uso
de algunos sitios de escisién enzimatica puede dar lugar a una forma ligeramente truncada del polipéptido deseado,
si la enzima corta en dicha area dentro del polipéptido maduro.

La expresion y los vectores de clonacion de la invencion contendran normalmente un promotor reconocido por el
organismo huésped y operablemente unido a la molécula que codifica el anticuerpo anti-IL-1 R1. Los promotores son
secuencias no traducidas localizada cadena arriba (es decir, en 5’) del codén de inicio de un gen estructural
(generalmente en el intervalo de aproximadamente 100 a 1000 pb) que controla la transcripcion del gen estructural.
Los promotores se pueden agrupar convenientemente en una de dos clases: Los promotores pueden ser
constitutivos o inducibles. Un promotor inducible inicia niveles aumentados de transcripcién de ADN bajo su control
en respuesta a algun cambio en las condiciones de cultivo, tal como la presencia o ausencia de un nutriente o un
cambio en la temperatura. Por el contrario, los promotores constitutivos inician la produccién continua del producto
génico; es decir, hay poco o ningun control sobre la expresion génica. Se conoce bien un gran numero de
promotores, reconocidos por una diversidad de células huésped potenciales. Un promotor adecuado esta unido
operativamente al ADN que codifica la cadena pesada o la cadena ligera que comprende un anticuerpo anti- IL-1 R1
de la invencion eliminando el promotor del ADN fuente por digestion con enzimas de restriccién e insertando la
secuencia promotora deseada en el vector.

Los promotores adecuados para el uso con levaduras huésped también son bien conocidos en la técnica. Los
potenciadores de levaduras se usan de forma ventajosa con promotores de levadura. Los promotores adecuados
para usar con células huésped de mamifero son bien conocidos e incluyen, entre otros, los obtenidos de los
genomas de virus tales como el virus de | polioma, el virus de la viruela, adenovirus (tal como Adenovirus 2),
papilomavirus bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, retrovirus, virus de la hepatitis-B y, mas
preferentemente, el virus 40 de simio (SV40). Otros promotores de mamifero adecuados incluyen promotores de
mamifero heterdlogos, por ejemplo, promotores del shock térmico y el promotor de actina.

Promotores adicionales que pueden ser de interés incluyen, entre otros: La region promotora temprana del SV40
(Bernoist y Chambon, 1981, Nature 290:304-10); el promotor del CMV; el promotor contenido en la repeticion larga
en el extremo 3' del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al., 1980, Cell 22:787-97); el promotor de la timidina
quinasa del herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad Sci USA 78:1444-45); las secuencias reguladoras del gen
de la metalotionina (Brinster et al., 1982, Nature 296:39-42); vectores de expresion procariota, tal como el promotor
de la beta-lactamasa (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:3727-31); o el promotor tac (DeBoer
et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:21-25). También de interés son las siguientes regiones de control de la
transcripcion, que exhiben especificidad de tejido y que se han usado en animales transgénicos. la regiéon de control
del gen | de la elastasa que es activo en células acinares pancreaticas ((Swift et al., 1984, Cell 38:639-46; Ornitz et
al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986); MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-515); la
region de control del gen de la insulina que esta activo en las células beta pancreaticas (Hanahan, 1985, Nature
315:115-22); la region de control del gen de la inmunoglobulina que esté activa en las células linfoides (Grosschedl
et al., 1984, Cell 38:647-58; Adames et al., 1985, Nature 318:533-38; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-
44); la regién de control del virus del tumor de mama de ratdn que esta activa en las células testiculares, de mama,
linfoides y mastocitos (Leder et al., 1986, Cell 45:485-95); la region de control del gen de la albumina que esta activa
en el higado (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel 1:268-76); la regidon de control del gen de la alfa-feto-proteina
que esta activa en el higado (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:1639-48; Hammer et al., 1987, Science 235:53-
58); la region de control del gen de la alfa-1-antitripsina que esta activa en el higado (Kelsey et al., 1987, Genes and
Devel. 1:161-71); la region de control del gen de la beta-globina que esta activa en las células mieloides (Mogram et
al., 1985, Nature 315:338-40; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94); la region de control del gen de la proteina basica de
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la mielina que esta activa en las células oligodendrocitos del cerebro (Readhead et al., 1987, Cell 48:703-12); la
region de control del gen de la cadena ligera 2 de la miosina que esta activa en el musculo esquelético (Sani, 1985,
Nature 314:283-86); y la regién de control del gen de la hormona liberadora de la gonadotropina que esta activa en
el hipotalamo (Mason et al., 1986, Science 234:1372-78).

Una secuencia potenciadora se puede insertar en el vector para incrementar la transcripcion del ADN que codifica la
cadena ligera o la cadena pesada, que comprende un anticuerpo anti-IL-1 R1 de la invencion por los eucariotas
superiores. Los potenciadores son elementos de ADN que actuan en cis, normalmente de una longitud de
aproximadamente 10-300 pb, que actuan sobre el promotor para aumentar la trascripcion. Los potenciadores son
relativamente independientes de la orientacion y la posicién. Se han encontrado en 5 y 3’ de la unidad de
transcripcion. Se conocen varias secuencias potenciadoras de genes de mamifero (p. ej., de globina, elastasa,
albumina, alfa-fetoproteina e insulina). No obstante, normalmente se usa un potenciador es un virus, El potenciador
de SV40, el potenciador de promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma y potenciadores de
adenovirus son elementos potenciadores ilustrativos para la activacion de promotores eucariotas. Aunque un
potenciador se puede empalmar en un vector en una posicion 5’ 6 3' de una molécula de acido nucleico, se localiza
tipicamente en un sitio 5’ del promotor.

Los vectores de expresion de la invencién pueden construirse a partir de un vector de partida, tal como un vector
disponible comercialmente. Dichos vectores pueden o no contener todas las secuencias flanqueantes deseadas.
Cuando en el vector ya no esta presente una o mas de las secuencias flanqueantes descritas en el presente
documento, pueden obtenerse individualmente y ligarse en el vector. Los procedimientos para obtener cada una de
las secuencias flanqueantes son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Una vez que se ha construido el vector y que se ha insertado una molécula de acido nucleico que codifica la cadena
ligera o la cadena pesada o cadena ligera y cadena pesada que comprenden un anticuerpo anti-IL-1 R1 en el sitio
adecuado del vector, el vector completo se puede insertar en una célula huésped adecuada para amplificacién y/o
expresion polipeptidica. La transformacion de un vector de expresion para un anticuerpo anti-IL-1 R1 en una célula
huésped seleccionada se puede conseguir mediante procedimientos bien conocidos, incluidos transfeccion,
infeccion, coprecipitacion en fosfato calcico, electroporacién, microinyeccion, lipofeccion, transfeccion mediada por
dextrano-DEAE u otras técnicas conocidas. El procedimiento seleccionado sera parte de una funcion del tipo de
célula huésped que se va a usar. Los expertos en la técnica conocen bien estos procedimientos y otros
procedimientos adecuados y, son como se indica en, por ejemplo, Sambrook et al., supra.

La célula huésped, cuando se cultiva en las condiciones adecuadas, sintetiza un anticuerpo anti-IL-1 R1 que,
después, se puede recoger del medio de cultivo (si la célula huésped lo secreta al medio) o directamente desde la
célula huésped que lo produce (si no se secreta). La seleccion de una célula huésped adecuada dependera de
varios factores, tales como niveles de expresion deseados, modificaciones polipeptidicas que son deseables o
necesarias para la actividad (tales como glicosilacion o fosforilacion) y la facilidad de plegamiento en una molécula
biolégicamente activa.

En la técnica se conocen numerosas lineas celulares de mamifero como huéspedes para expresion e incluyen, entre
otras, muchas lineas de células inmortalizadas disponibles en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC), tales
como, entre otras, células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células de rifidn de cria de hamster
(BHK), células de rifion de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (p. €j., Hep G2), ademas de
otras. En ciertas realizaciones se pueden seleccionar lineas celulares determinando qué lineas celulares tienen
niveles de expresion elevados y producir anticuerpos con propiedades de union de IL-1 R1 constitutivas. En otra
realizaciéon se puede seleccionar una linea celular del linaje de las células B que no fabrica sus propios anticuerpos
pero que tiene capacidad para fabricar y secretar un anticuerpo heterélogo (p. €j., lineas de células de mieloma de
raton NSO y SP2/0).

Los anticuerpos de la invencion son utiles para detectar IL-1 R1 en muestras biolégicas y la identificacion de células
o tejidos que producen la proteina IL-1 R1. Dichos anticuerpos que se unen a IL-1 R1 y bloquean la interaccién con
otros compuestos de unién tienen uso terapéutico en la modulaciéon de las enfermedades mediadas por la IL-1. En
realizaciones preferidas, los anticuerpos frente a IL-1R1 pueden bloquear la unién de IL-1 R1 a IL-1|3 o IL-1 &, que
puede tener como resultado la alteracion de la cascada de la transduccién de sefial de la IL-1.

Los anticuerpos de la invencion que se unen especificamente a IL-1 R1 pueden ser Utiles en el tratamiento de
enfermedades mediadas por la IL-1, como se trata mas adelante. Dichos anticuerpos se pueden usar en los ensayos
de unién para detectar la union de IL-1 R1 y su capacidad para inhibir la formacién del IL-1 R1 de un complejo con
IL-1]3 y la proteina accesorio de IL-1 R (IL-1 RAcP) o con IL-1 a y IL-1 RacP.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona procedimientos para tratar trastornos médicos asociados con
reacciones inflamatorias mediadas por la IL-1 o reacciones inmunorreguladoras mediadas por la IL-1. Los
procedimientos de la invencion incluyen administrar un anticuerpo anti-lIL1 R1 de la invencion a un individuo que esté
afectado con una enfermedad inflamatoria o inmunorreguladora que esta mediada por la IL-1. Como se usa en el
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presente documento, los términos “enfermedad”, “malestar”, “afeccion médica” o “afeccion anormal’ se usan de
forma intercambiable con el término “trastorno médico”.

En una realizacion concreta, los procedimientos de la invencién implican administrar a un paciente un anticuerpo
anti-IL1 R1 de la invencién, de modo que se previene la union de la IL-1 a su receptor de superficie celular (IL-1 R1).

Para tratar un trastorno médico caracterizado por la expresion anormal o en exceso de IL-2 o sefalizacién anormal o
en exceso de IL-1, una molécula que comprende un anticuerpo del IL-1R de tipo 1 de la presente invencion se
administra al paciente en una cantidad y durante un tiempo suficiente para inducir una mejora sostenida en al menos
un indicador que refleja la gravedad del trastorno. Una mejora se considera “sostenida” si el paciente exhibe la
mejora al menos dos veces separadas por de una a cuatro semanas. El grado de mejora se determina en base a los
signos o sintomas y también se pueden emplear cuestionarios que se administran al paciente, tales como
cuestionarios de la calidad de vida.

Varios indicadores que reflejan la extension de la enfermedad del paciente se pueden evaluar para determinar si la
cantidad y el tiempo de tratamiento es suficiente, El valor basal para el indicador o indicadores escogidos se
establece mediante examen del paciente antes de la administracion de la primera dosis del anticuerpo.
Preferentemente, el examen basal se realiza en aproximadamente 60 dias de administracion de la primera dosis. Si
el anticuerpo IL-1 R se esta administrando para tratar los sintomas agudos, tales como, por ejemplo, para tratar
lesiones traumaticas (lesion traumatica de la rodilla, ictus, lesién en la cabeza etc.), la primera dosis se administra lo
antes posible después de que se produzca la lesion o el acontecimiento.

La mejora se induce administrando repetidamente una dosis del anticuerpo hasta que el paciente manifieste una
mejora sobre la situacion basal para el indicador o indicadores escogidos. Al tratar las afecciones cronicas, este
grado de mejora se obtiene administrando repetidamente este medicamento durante un periodo de al menos un mes
0 mas, por ejemplo durante uno, dos o tres meses 0 mas, o indefinidamente.

Un periodo de uno a seis meses, o incluso una sola dosis, a menudo es suficiente para tratar las afecciones agudas.

Aunque la extension de la enfermedad del paciente tras el tratamiento puede parecer que ha mejorado de acuerdo
con una o mas indicadores, el tratamiento puede continuar indefinidamente al mismo nivel o a una dosis o frecuencia
reducida. Una vez que se ha reducido o interrumpido el tratamiento, mas adelante se puede retomar al nivel original
si los sintomas reaparecen.

Cualquier via de administracion eficaz se puede usar para administrar terapéuticamente el anticuerpo. El anticuerpo
se puede inyectar via intraarticular, intravenosa, intramuscular, intralesional, intraperitoneal, intracraneal, inhalatoria
o subcutanea, mediante inyeccion en bolo o mediante infusion continua. Por ejemplo, las enfermedades pulmonares
pueden implicar procedimientos intranasales e inhalatorios. Otros medios adecuados de administracion incluyen la
liberacion sostenida de implantes, inhalacion por aerosol, gotas oculares, preparaciones orales, incluidas pildoras,
jarabes, pastillas o masticables, y preparaciones tdpicas tales como lociones, geles, pulverizadores, pomadas u
otras técnicas adecuadas. La administracion mediante inhalacién es particularmente beneficiosa cuando se tratan
enfermedades asociadas con trastornos pulmonares.

En una realizacion de la invencién se puede administrar un anticuerpo anti-IL-1 R1 de la invencién una vez al mes.
En otra realizacion, el anticuerpo se administra una vez cada dos semanas o una vez a la semana para tratar los
diversos trastornos médicos divulgados en el presente documento. En otra realizacién mas, el anticuerpo se
administra al menos dos veces a la semana y en otra realizacion se administra al menos una vez al dia. Un paciente
adulto es una persona que tiene 18 o mas afios de edad. Si se inyecta, la cantidad eficaz por dosis de adulto varia
de 1-200 mg/mz, ode1-40 mg/m2 o de aproximadamente 5-25 mg/mz. Como alternativa se puede administrar una
dosis Unica cuya cantidad puede variar de 2-400 mg/dosis, 2-100 mg/dosis o de aproximadamente 10-80 mg/dosis.
Si la dosis se va a administrar mas de una vez a la semana, una dosis de ejemplo esta en el mismo intervalo que los
intervalos de dosis descritos anteriormente o menor. En una realizacion de la invencion, las diversas indicaciones
que se describen més adelante se tratan administrando una preparacién aceptable para inyeccién que contiene el
receptor de IL-1 a 80-100 mg/dosis 0, como alternativa, que contiene 80 mg por dosis. La dosis se administra
repetidamente. Si se usa una via de administracion distinta a la inyeccion, la dosis se ajusta adecuadamente de
acuerdo con las practicas médicas estandar. Por ejemplo, si la via de administracion es inhalacion, la dosis puede
ser de una a siete veces a la semana a intervalos de dosis de 10 mg/dosis a 50 mg por dosis.

En realizaciones preferidas, la invenciéon también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de una o una pluralidad de los anticuerpos de la invencién junto con un diluyente,
vehiculo, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable. Preferentemente,
los materiales aceptables para formulacién son no téxicos para los receptores a las dosis y concentraciones
empleados. En realizaciones preferidas, se proporcionan las composiciones farmacéuticas que comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de anticuerpos anti-IL-1 R1.

En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica puede contener materiales de formulacién para modificar,
mantener o conservar. por ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la transparencia, el color, la isotonicidad, el
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olor, la esterilidad, la estabilidad, la velocidad de disolucién o liberacion, la adsorcion o penetracion de la
composicion. En dichas realizaciones, los materiales de formulacion adecuados incluyen, entre otros, aminoacidos
(tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina); agentes antimicrobianos; antioxidantes (tales como
acido ascorbico, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de sodio); tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI,
citratos, fosfatos, otros acidos organicos); agentes de carga (tales como manitol o glicina), agentes quelantes (tales
como acido etilendiaminotetraacético (EDTA)); agentes de formaciéon de complejos (tales como cafeina,
polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina); cargas; monosacaridos; disacaridos y otros
hidratos de carbono (tales como glucosa, manosa o dextrinas); proteinas (tales como albumina sérica, gelatina o
inmunoglobulinas); agentes colorantes; agentes aromatizantes y de dilucion; agentes emulsionantes; polimeros
hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona); polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones de formacion de sal (tal
como sodio); conservantes (tales como cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol
fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico o peréxido de hidrégeno); disolventes (tales
como glicerina, propilenglicol o polietilenglicol); alcoholes de azucar (tales como manitol o sorbitol); agentes de
suspension; tensioactivos o agentes humectantes (tales como pluronics, PEG, ésteres de sorbitano, polisorbatos
tales como polisorbato 20, polisorbato 80, tritdn, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes potenciadores
de la estabilidad (sacarosa o sorbitol); agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metal alcalino
(preferentemente cloruro de sodio o potasio, manitol sorbitol); vehiculos de administracién; diluyentes; excipientes
y/o adyuvantes farmacéuticos. Véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, (A.R Gennaro, ed.), 1990,
Mack Publishing Company.

En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica 6ptima la determinara un experto en la técnica dependiendo
de, por ejemplo, la via de administracion pretendida, el formato de liberacién y la dosificacion deseada. Véase por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, ant. En ciertas realizaciones, dichas composiciones pueden influir
sobre el estado fisico, la estabilidad, la velocidad de la liberacién in vivo y la velocidad del aclaramiento in vivo de los
anticuerpos de la invencion.

En ciertas realizaciones, el vehiculo o portador primario en una composicién farmacéutica puede ser de naturaleza
acuosa o no acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador adecuado puede ser agua para inyeccion, solucion salina
fisioldégica o liquido cefalorraquideo artificial, posiblemente complementado con otros materiales habituales en
composiciones para la administracién parenteral.

Otros ejemplos de vehiculos son solucién salina tamponada neutra o solucién salina mezclada con albumina sérica.
En realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas comprenden tampén Tris de aproximadamente pH 7,0-
8,5, o tampdn acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que puede incluir ademas sorbitol o un sustituto adecuado
del mismo. En ciertas realizaciones de la invencion, pueden prepararse composiciones de anticuerpos anti-IL-1R1
para almacenamiento mezclando la composicion seleccionada que tiene el grado de pureza deseado con agentes de
formulacién opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences, ant) en forma de una torta liofilizada o una solucion
acuosa. Ademas, en ciertas realizaciones, el producto anticuerpo anti-IL-1 R1 puede formularse como liofilizado
usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden seleccionarse para administracién parenteral. Las
composiciones pueden seleccionarse para inhalacion o liberacion a través del tracto digestivo, tal como por via oral.
La preparacion de tales composiciones farmacéuticamente aceptables esta dentro de los conocimientos de la
técnica.

Los componentes de formulacion estan presentes, preferentemente, en concentraciones que son aceptables para el
sitio de administracion. En ciertas realizaciones se usan tampones para mantener la composicion a pH fisioldgico o a
pH ligeramente inferior, normalmente dentro de un intervalo de pH de desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 8.

Cuando se considera la administracion parenteral, las composiciones terapéuticas para su uso en la presente
invencion pueden proporcionarse en forma de una solucion acuosa, parenteralmente aceptable, libre de pirégenos,
que comprende el anticuerpo anti-IL.-1 R1 deseado en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo
particularmente adecuado para inyeccion parenteral es agua destilada estéril en la que el anticuerpo anti-IL-1 R1 se
formula como una solucién isoténica, estéril, conservada de manera apropiada. En ciertas realizaciones, otra
preparacion mas puede implicar la formulacién de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas
inyectables, particulas bioerosionables, compuestos poliméricos (tal como acido polilactico), acido poliglicélico)),
perlas o liposomas, que puede proporcionar la liberacion controlada o sostenida del producto que, por tanto, puede
administrarse por medio de una inyeccion de liberacion lenta. En ciertas realizaciones, también puede usarse &cido
hialurdnico y esto puede tener el efecto de estimular la duracion sostenida en la circulacién. En ciertas realizaciones,
se pueden usar dispositivos implantables de liberacién de farmaco para introducir la molécula de anticuerpo
deseada.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden formularse para inhalaciéon. En estas realizaciones, los
anticuerpos anti-IL- 1R1 se formulan en forma de polvo seco para inhalacién. En realizaciones preferidas pueden
formularse soluciones para inhalacion de anticuerpo anti-IL-1 R1 con un agente propelente para la liberacion de
aerosol En ciertas realizaciones, pueden nebulizarse soluciones. Se describe ademas la administracion pulmonar y
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los procedimientos de formulacién se describen ademas en la publicacién de patente internacional n W094/20069,
que describe la liberacion de proteinas quimicamente modificadas.

También se contempla que ciertas formulaciones pueden administrarse por via oral. Se pueden formular
anticuerpos Anti-IL-1 R1 que se administran de este modo con o sin los vehiculos usados normalmente en la
composicion de formas de dosificacion sdlidas, tales como comprimidos y capsulas. En ciertas realizaciones, una
capsula para liberar la parte activa de la formulacion en el punto del tracto gastrointestinal en el que se maximiza la
biodisponibilidad y se minimiza la degradacién presistémica. Pueden incluirse agentes adicionales para facilitar la
absorcion del anticuerpo anti-IL-1 R1. También pueden emplearse diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de
fusion, aceites vegetales, lubricantes, agentes de suspension, agentes de disgregacion de comprimidos vy
aglutinantes.

Una composicion farmacéutica de la invencidén se proporciona, preferentemente, para comprender una cantidad
eficaz de uno de una pluralidad de anticuerpos anti-IL-1 R1 en una mezcla con excipientes no toxicos que son
adecuados para la fabricacién de comprimidos. Mediante la disolucién de los comprimidos en agua estéril, u otro
vehiculo apropiado, pueden prepararse disoluciones en forma de dosis unitaria. Los excipientes adecuados
incluyen, entre otros, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa o
fosfato de calcio; o agentes aglutinantes, tales como almidon, gelatina o goma arabiga; o agentes lubricantes tales
como estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales seran evidentes para los expertos en la técnica, incluyendo
formulaciones que implican moléculas de anticuerpos anti-IL-1 R1 en formulaciones de liberacion sostenida o
controlada. Los expertos en la técnica conocen también técnicas para formular una variedad de otros medios de
liberacion sostenida o controlada, tales como vehiculos de liposoma, microparticulas bioerosionables o perlas
porosas e inyecciones de liberacién lenta. Véase por ejemplo, la publicacién de patente internacional n°
W093/15722, que describe la liberacion controlada de microparticulas poliméricas porosas para la liberacion de
composiciones farmacéuticas. Preparaciones de liberacion sostenida pueden incluir matrices de polimero
semipermeables en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Las matrices de
liberaciéon sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidos (como se divulga en la patente de EE.UU.
3,773,919 y la publicacion de solicitud de patente europea n°® EP 058481), copolimeros de acido L-glutamico y
gamma etil-L-glutamato [Sidman y col, Biopolymers, 22:547-556 (1983)], poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) [Langer y
col, J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277, y Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105), etilenvinilacetato ( Langer et al.,
supra) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (publicacion de solicitud de patente europea N° EP 133,988). Las
composiciones de liberaciéon sostenida también incluyen liposomas, que pueden prepararse mediante cualquiera de
varios procedimientos conocidos en la técnica. Véase por ejemplo, Eppstein y 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:3688-3692; publicacién de solicitud de patente europea n° EP 036,676; EP 088,046 y EP 143,949..

Las composiciones farmacéuticas usadas para administracion in vivo normalmente se proporcionan como
preparaciones estériles. La esterilizacién puede realizarse mediante filtracion a través de membranas de filtracion
estériles. Cuando la composicion esta liofilizada, la esterilizacion usando este procedimiento puede realizarse o bien
antes de o bien tras la liofilizacién y reconstitucion. Las composiciones para la administracién parenteral puede
almacenarse en forma liofilizada o en soluciéon. Las composiciones parenterales se colocan generalmente en un
recipiente que tiene un orificio de acceso estéril, por ejemplo, un vial o bolsa de disolucién intravenosa que tiene un
tapdn perforable mediante una aguja de inyeccion hipodérmica.

Una vez que se ha formulado la composicién farmacéutica, puede almacenarse en viales estériles como solucion,
suspension, gel, emulsién, solido o un polvo deshidratado o liofilizado.

Tales formulaciones pueden almacenarse o bien en forma lista para su uso o bien en forma (por ejemplo, liofilizada)
que requiere la reconstitucion antes de la administracion.

La invencion también proporciona kit para producir una unidad de administracién de una sola dosis. Los kits de la
invencion pueden contener cada uno tanto un primer recipiente que tiene una proteina secada como un segundo
recipiente que tiene una formulacién acuosa. En ciertas realizaciones de la presente invencion se proporcionan kits
pueden contener jeringas precargadas de una Unica camara o multiples camaras (por ejemplo, jeringas de liquidos y
liojeringas).

Una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que contiene anticuerpo anti-IL-1 R1 que va a emplearse
terapéuticamente dependera, por ejemplo, de los objetivos y contexto terapéuticos. Un experto en la técnica
apreciara que los niveles de dosificacion apropiados para el tratamiento variaran, por tanto, dependiendo , en parte,
de la molécula liberada, la indicacion para la que esta usandose el anticuerpo anti-IL-1 R1 , la via de administracion
y el tamafio (peso corporal, superficie corporal o tamafio del 6rgano) y estado (la edad y salud general) del paciente.
En ciertas realizaciones, el médico puede valorar la dosificacion y modificar la via de administracion para obtener el
efecto terapéutico o6ptimo. Una dosis diaria tipica podria variar de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente100 mg/kg o mas, en funcién de los factores mencionados anteriormente. En realizaciones
preferidas, la dosificacion puede variar desde 0,1 mg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; mas preferentemente
de 1 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg; o incluso mas preferentemente de 5 mg/kg a aproximadamente 100
mg/kg.
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La frecuencia de la dosificacion dependera de los parametros farmacocinéticos del anticuerpo anti-IL-1 R1 concreto
en la formulacién usada. Normalmente, un médico administra la composiciéon hasta que se alcanza una dosificacion
que logra el efecto deseado. Por tanto, la composicion puede administrarse como dosis Unica, o como dos o0 mas
dosis (que pueden o no contener la misma cantidad de la molécula deseada) en el tiempo o como infusién continua
mediante un dispositivo de implantacion o catéter. El perfeccionamiento adicional de la dosis adecuada lo realizan
de forma rutinaria los expertos en la técnica y esta dentro del ambito de las tareas realizadas rutinariamente por
ellos. Pueden comprobarse dosificaciones apropiadas mediante el uso de datos de respuesta a la dosis apropiados.

La via de administracién de la composicion farmacéutica ss segun los procedimientos conocidos, por ejemplo por via
oral, a través de inyeccidn por vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimatosa),
intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal, intralesional, mediante sistemas de
liberacién sostenida o mediante dispositivos de implantacion. En ciertas realizaciones, las composiciones pueden
administrarse mediante inyeccidon en bolo o de manera continua mediante infusiéon, o mediante dispositivo de
implantacion.

La composicién puede administrarse por via local por medio de implantacién de una membrana, esponja u otro
material apropiado sobre el que se ha absorbido o encapsulado la molécula deseada. En ciertas realizaciones,
cuando se usa un dispositivo de implantacién, el dispositivo puede implantarse en cualquier tejido u 6rgano
adecuado, y la administraciéon de la molécula deseada puede ser por medio de difusion, bolo de liberacién gradual o
administracion continua.

También puede ser deseable usar composiciones farmacéuticas con el anticuerpo anti-IL-1 R1 de acuerdo con la
invencion ex vivo. En tales casos, las células, los tejidos u érganos que se han extraido del paciente se exponen a
las composiciones farmacéuticas con el anticuerpo anti-IL-1R1 tras lo cual las células, los tejidos y/u 6rganos se
implantan posteriormente de nuevo en el paciente.

En concreto, los anticuerpos anti-IL-1 R1 pueden liberarse mediante la implantacién de ciertas células que se han
modificado mediante ingenieria genética, usando procedimientos tales como los descritos en el presente documento,
para expresar y secretar el polipéptido. En ciertas realizaciones, tales células pueden ser células animales o
humanas, y pueden ser autdlogas, heterélogas o xenogénicas. En ciertas realizaciones, las células pueden
inmortalizarse. En otras realizaciones, con el fin de reducir la probabilidad de una respuesta inmunoldgica, las
células pueden encapsularse para evitar la infiltracion de tejidos circundantes. En realizaciones adicionales, los
materiales de encapsulacion son, normalmente, membranas o envolturas poliméricas, semipermeables,
biocompatibles que permiten la liberacién del (de los) producto(s) de proteina pero evitan la destrucciéon de las
células mediante el sistema inmunitario del paciente o mediante otros factores perjudiciales de los tejidos
circundantes.

En ciertas realizaciones, la invencion abarca ademdas la administracion de un anticuerpo anti-IL.-1 R1 o la
composicion farmacéutica de la invencion de forma concurrente con uno o mas farmacos que se administran al
mismo paciente, administrandose cada farmaco de acuerdo con un régimen adecuado para dicho medicamento.
Esto abarca pretratamiento, tratamiento simultaneo, tratamiento secuencial y regimenes alternativos. Ejemplos de
dichos farmacos incluyen, entre otros, antivirales, antibioticos, analgésicos, corticosteroides, antagonistas de
citocinas inflamatorias, farmacos antireumaticos modificadores de la enfermedad (DMARD) y antiinflamatorios no
esteroideos.

En otras realizaciones, un anticuerpo anti-IL-1 R1 o composicién farmacéutica de la invencion se puede administrar
en combinacién con otros inhibidores de citocinas, incluidos los antagonistas, por ejemplo RANKL, TGF-3, IFNy, IL-6
o IL-8 y TNF, particularmente TNFa. En combinacion con IL-6, un anticuerpo de la presente invencién se puede usar
para tratar y prevenir la recurrencia de convulsiones, incluidas las convulsiones inducidas por antagonismo del
receptor del GABA, las convulsiones asociadas con episodios de ictus en EEG y convulsiones limbicos motoras que
se producen durante el estado epiléptico. En combinacién con el inhibidor del IFNy, un anticuerpo de la presente
invencion es Util en el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica y la fibrosis quistica. La combinacién de un
anticuerpo del receptor de IL1 e inhibidores de RANKL , por ejemplo anticuerpo RANKL es util para prevenir la
destruccion 6sea en varios contextos, incluidos, entre otros, varios trastornos reuméticos, osteoporosis, mieloma
multiple u otras neoplasias malignas que producen degeneracion ésea, o terapia antitumoral dirigida a la prevencién
de las metastasis dseas o destruccion dsea asociada con residuos por desgaste de prétesis o con periodontitis.
Ademas, los anticuerpos de la invencién se pueden administrar en combinacion con inhibidores de la IL-17 tales
como formas solubles de un receptor de IL-17 (tal como IL-17R:Fc) o un anticuerpo de IL-17 o un anticuerpo IL-17R,
proteina de unién a la IL-18, formas solubles de los receptores IL-18 y anticuerpos frente a IL-18, anticuerpos frente
a los receptores de IL-18 o anticuerpos contra el ligando-CD30 o contra CDA4.

La invencién abarca ademas procedimientos para usar un anticuerpo anti-IL1 R1 o composicion farmacéutica de la
invencion en el tratamiento de trastornos médicos divulgados en el presente documento en combinacién con un
inhibidor de TNF, preferentemente TNFR: Fc (ENBREL®) y cualquier combinacion de las citocinas descritas o
inhibidores de citocinas que son agentes activos en terapias de combinacion. Por ejemplo, de acuerdo con la
presente invencion, los procedimientos de terapia de combinacion se pueden usar para tratar artritis reumatoide,
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ictus, asma, psoriasis, etc.

Las afecciones tratadas de forma eficaz con un anticuerpo anti-IL-1 R1 o composiciéon farmacéutica descrita en el
presente documento incluyen enfermedades pulmonares, tales como asma, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, proteinosis alveolar pulmonar, neumopatia inducida por bleomicina y fibrosis, fibrosis pulmonar inducida por
radiacion, fibrosis quistica, acumulacién de colageno en los pulmones y SDRA, todas ellas se pueden tratar con
combinaciones de un anticuerpo frente a IL-1 R y un inhibidor de IL-4 y/o un inhibidor de IL-13, por ejemplo un
anticuerpo frente a IL-4R que inhibe la actividad de IL-13 e IL-4. Los anticuerpos divulgados y las composiciones
farmacéuticas de la invencion también son Utiles para tratar la displasia broncopulmonar (DBP), enfermedades
pulmonares obstructivas cronicas (p. ej., enfisema y bronquitis cronica) y enfermedad pulmonar fibrética crénica de
lactantes prematuros. Ademas, los compuestos, composiciones y terapias de combinacion de la invencion se usan
para tratar enfermedades pulmonares ocupacionales, incluidas asbestosis, neumoconiosis del trabajador del carbén,
silicosis o afecciones similares asociadas con la exposicién a largo plazo a particulas finas. En otros aspectos de la
invencion, los compuestos, composiciones y terapias de combinacion divulgados se usan para tratar la neumonia de
organizacion bronquioliterans, fibrosis pulmonar, incluidas fibrosis pulmonar idiopatica y fibrosis pulmonar inducida
por radiacion, sarcoidosis pulmonar y alergias, incluidas rinitis alérgica, dermatitis de contacto, dermatitis atdpica y
asma.

Dichas combinaciones son Utiles también para tratar pacientes que sufren varios trastornos cutaneos, incluidos,
entre otros, dermatitis herpetiforme (enfermedad de Duhring), dermatitis atdpica , dermatitis de contacto, urticaria
(incluida la urticaria idiopatica crénica) y enfermedades ampollosas autoinmunitarias, incluidos el pénfigo vulgar y el
penfigoide ampolloso. Otras enfermedades que se pueden tratar con la combinaciéon de un anticuerpo IL-1R y un
inhibidor de IL-4 y/o IL-13 incluyen miastenia gravis, sarcoidosis, incluida la sarcoidosis pulmonar, esclerodermia,
artritis reactiva, sindrome de hiper IgE, esclerosis multiple y sindrome hipereosindfilo idiopatico. La combinacién se
usa también para tratar reacciones alérgicas a la medicacién y como adyuvante para la inmunoterapia de la alergia.

Los anticuerpos frente al receptor de IL-1 y las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento
son utiles para tratar enfermedades de protozoos, incluidas malaria y esquistosomiasis, y para tratar el eritema
nodoso leproso; la meningitis bacteriana o virica, la tuberculosis, incluida la tuberculosis pulmonar, y la neumonitis
secundaria a una infeccion virica o bacteriana, incluyendo la infeccion de gripe y la mononucleosis infecciosa.

Las enfermedades y lesiones cardiovasculares son tratables y/o prevenibles con las composiciones farmacéuticas
divulgadas o anticuerpos anti-IL1 -R1 solos o en combinacién con otros inhibidores de las citocinas. Los trastornos
cardiovasculares tratables incluyen aneurismas aérticos, incluidos aneurismas aérticos abdominales, sindrome
coronario agudo, arteritis, oclusiéon vascular, incluida la oclusion arterial cerebral; complicaciones de la cirugia de
derivaciéon coronaria, isquemia/reperfusion, enfermedad cardiaca, incluida la enfermedad cardiaca aterosclerética,
miocarditis, incluida la miocarditis autoinmunitaria crénica y la miocarditis virica, insuficiencia cardiaca, incluida la
insuficiencia cardiaca croénica, insuficiencia cardiaca congestiva, caquexia de insuficiencia cardiaca, infarto de
miocardio, reestenosis y/o aterosclerosis tras cirugia cardiaca o tras procedimientos angioplasticos con globo de la
arteria carétida, isquemia miocardica silente, disfuncién de la bomba ventricular izquierda, complicaciones
postimplantacion de los dispositivos de ayuda del ventriculo izquierdo, fendmeno de Raynaud, tromboflebitis,
vasculitis, vasculitis de Kawasaki, enfermedad venooclusiva, arteritis de células gigantes, granulomatosis de
Wegener, confusidon mental tras cirugia de derivacién cardiopulmonar y purpura de Schoenlein-Henoch.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-IL-1 R1 y las composiciones farmacéuticas de la invencion también se
pueden usar para tratar afecciones de dolor crénico, tales como dolor pélvico crénico, incluyendo prostatitis
cronica/sindrome del dolor pélvico y dolor postherpético.

Los trastornos del sistema endocrino, incluidos diabetes de inicio juvenil (incluye la diabetes mellitus autoinmunitarua
y los tipos de diabetes dependiente de insulina) y diabetes de inicio en la madurez (incluye la diabetes no
dependiente de insulina y mediada por obesidad) también se pueden tratar con anticuerpos anti-IL-1 R1 o
composiciones farmacéuticas de la invencién. Dicho tratamiento incluye afecciones secundarias asociadas con la
diabetes, tales como retinopatia diabética, rechazo de transplante renal en pacientes diabéticos, resistencia a la
insulina mediada por obesidad e insuficiencia renal, que, en si misma, se puede asociar con proteinuria e
hipertension. Otros tratamientos endocrinos también se pueden tratar con estos compuestos e incluyen enfermedad
de ovario poliquistico, adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X, hipotiroidismo vy tiroiditis, incluida la tiroiditis de
Hashimoto (es decir tiroiditis autoinmunitaria), disfuncion de células tiroideas, incluido el sindrome del enfermo
eutiroideo.

Las afecciones del sistema gastrointestinal se pueden tratar y prevenir con anticuerpos anti-IL-1 R1 o composiciones
farmacéuticas de la invencion, solos o en combinacion con otras terapéuticas. Estas afecciones incluyen enfermedad
celiaca, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, gastroparesia idiopatica, pancreatitis, incluidas pancreatitis crénica,
pancreatitis aguda, enfermedad intestinal inflamatoria y Ulceras, incluidas las Ulceras gastricas y duodenales.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384379 T3

Los trastornos del sistema genitourinaria también se pueden tratar o prevenir con anticuerpos anti-IL.-1 R1 o
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. Dichos trastornos incluyen glomerulonefritis,
incluyendo glomerulonefritis autoinmunitaria, glomerulonefritis debido a la exposicion a toxinas o glomerulonefritis
secundaria a infecciones con estreptococos hemoliticos u otros agentes infecciosos. También se pueden tratar con
compuestos, composiciones y terapias de combinacion de la invencion el sindrome urémico y sus complicaciones
clinicas (por ejemplo, insuficiencia renal, anemia y miocardiopatia hipertréfica), incluido el sindrome urémico
asociado con la exposicion a toxinas ambientales, farmacos u otras causas. Las complicaciones que surgen por la
inflamacion de la pared de la vesicula biliar que conduce a la alteracion de la funcion de absorcién se pueden tratar o
prevenir con anticuerpos de la presente invenciéon. En dichas complicaciones se incluyen colelitiasis (calculos) y
coliedocolelitiasis (calculos en el conducto biliar) y la recurrencia de colelitiasis y coliedocolelitiasis. Otras afecciones
tratables con los compuestos, composiciones y terapias de combinacion de la invencién son complicaciones de la
hemodialisis; afecciones prostaticas, incluidas hipertrofia prostatica benigna, prostatitis no bacteriana y prostatitis
cronica; y complicaciones de la hemodidlisis.

En el presente documento también se proporcionan procedimientos para usar anticuerpos anti-IL-1 R1 de la
invencion, composiciones y terapias de combinacién para tratar varios trastornos hematolégicos y oncoldgicos. Por
ejemplo, los anticuerpos anti-IL-1 R1, solos o en combinacién con otros inhibidores de citocinas u otros agentes
activos, como se ha descrito anteriormente, se pueden usar para tratar varias formas de cancer, incluidos leucemia
mielégena aguda, leucemia mieldégena croénica, carcinoma nasofaringeo positivo para el virus de Epstein-Barr,
glioma, canceres de colon, estdbmago, préstata, de células renales, cervical y ovarico, cancer de pulmén (SCLC y
SNCLC), incluyendo caquexia asociada con cancer, fatiga, astenia, sindrome paraneoplasico de caquexia e
hipercalcemia. Los tumores sélidos, incluyendo sarcoma, osteosarcoma, y carcinoma, tal como adenocarcinoma (por
ejemplo cancer de mama) y carcinoma de células escamosas también se pueden tratar. Otros canceres tratables
incluyen cancer de esofago, gastrico, carcinoma de vesicula biliar, leucemia, incluidas leucemia mielégena aguda,
leucemia mieldégena crénica, leucemia mieloide, leucemia linfoblastica aguda o cronica y leucemia de células
peludas. Otras neoplasias malignas con potencial metastatico invasivo, incluido el mieloma multiple, se pueden tratar
con los compuestos, composiciones y terapias de combinacion objeto.

Ademas, los anticuerpos anti-IL1R1 divulgados se pueden usar para tratar anemias y trastornos hematolégicos,
incluidos neutropenia idiopatica crénica, anemia de enfermedad crénica, anemia aplasica, incluida la anemia
aplasica de Fanconi, purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), purpura trombocitopénica trombdtica, sindromes
mielodisplasicos (incluidos anemia refractaria, anemia refractaria con sideroblastos en anillo, anemia refractaria con
exceso de blastos, anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion), mielofibrosis/ metaplasia mieloide y
crisis vasooclusiva de drepanocitos.

Varios trastornos linfoproliferativos también se pueden tratar con anticuerpos anti-IL-1 R1 de la invencion, incluidos
sindrome linfoproliferativo autoinmunitario (SLPA), leucemia linfoblastica crénica, leucemia de células peludas,
leucemia linfatica crénica, linfoma de células T periféricas, linfoma linfocitica pequefia, linfoma de células del manto,
linfoma folicular, linfoma de Burkitt, linfoma de células T positivas para el virus de Epstein-Barr, linfoma histiocitico,
enfermedad de Hodgkin, linfoma agresivo difuso, leucemias linfaticas agudas, enfermedad linfoproliferativa gamma
de células T, linfoma cutaneo de células B, linfoma cutaneo de células T (es decir, fungoides micosis) y sindrome de
Sezary.

Las afecciones hereditarias, tales como enfermedad de Gaucher, enfermedad de Huntington, enfermedad de IgA
lineal y distrofia muscular se pueden tratar con los anticuerpos de la presente invencion.

Otras afecciones que se pueden tratar o prevenir con los anticuerpos anti receptor de IL-1 divulgados o las
composiciones farmacéuticas incluyen las resultantes de lesiones en la cabeza o la médula espinal, incluyendo
hematoma subdural debido al traumatismo en la cabeza. En relacion con esta terapia, las composiciones y
combinaciones descritas son adecuadas para prevenir los dafos neurolégicos craneales y prevenir y tratar los
dolores de cabeza cervicogénicos. Las composiciones y combinaciones descritas son ademas adecuadas para tratar
los efectos secundarios neuroldgicos asociados con la irradiacién cerebral.

Los anticuerpos Anti-IL-1 R1 y la composicion farmacéutica de la invencion son también utiles para tratar afecciones
del higado, tales como hepatitis, incluidas hepatitis alcohdlica aguda, hepatitis aguda viral o inducida por farmaco,
hepatitis A, B y C, colangitis esclerosante, epitelio sinusoide hepatico e inflamacion hepatica por causas
desconocidas.

Trastornos que implican pérdida de audiciéon y que estan asociados con la expresion anormal de la IL-1 se pueden
tratar con los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones farmacéuticas de la invencién. Dichos trastornos incluyen
pérdida de audicidon asociada con el nervio coclear que se piensa que es el resultado de un proceso autoinmunitario,
es decir pérdida de audicion autoinmunitaria. También se pueden tratar o prevenir con los anticuerpos anti-IL-1 R1 o
las composiciones farmacéuticas de la invencién el sindrome de Meniere y el colesteatoma, un trastorno del oido
medio a menudo asociado con la pérdida de audicion.

Los trastornos no artriticos de los huesos y las articulaciones también se pueden tratar con los anticuerpos descritos
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en el presente documento. Esto abarca trastornos de los osteoclastos que conducen a la pérdida de hueso, tales
como, entre otros, osteoporosis, incluida la osteoporosis posmenopausica, osteoartritis, periodontitis resultante de la
pérdida o aflojamiento de dientes, y aflojamiento de prétesis tras sustitucion articular (generalmente en asociacion
con una respuesta inflamatoria a los residuos por desgaste). Esta ultima afeccion también se denomina “ostedlisis
del implante ortopédico”. Otra afeccién que se puede tratar con los compuestos, composiciones y terapias de
combinacién de la invencion es la disfuncién articular mandibular (TMJ).

Los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones farmacéuticas de la invencién también se pueden usar para tratar
trastornos reumaticos, incluyendo artritis reumatica adulta y juvenil, esclerodermia, lupus eritematoso sistémico,
gota, osteoartritis, polimialgia reumatica, espondiloartropatias seronegativas, incluyendo la espondilitis anquilosante,
y la enfermedad de Reiter, artritis psoriasica y artritis crénica de Lyme. Los anticuerpos de la presente invencion
también son utiles para tratar la inflamacion del musculo voluntario y otros musculos, incluidos dermatomiositis,
miositis de cuerpos de inclusién, polimiositis y linfanfioleiomiomatosis.

Otro uso para los anticuerpos y las composiciones farmacéuticas de la invencién es el tratamiento y/o prevencion de
la amiloidosis primaria y la amiloidosis secundaria que es caracteristica de varias afecciones, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer, amiloidosis reactiva secundaria, sindrome de Down y amiloidosis asociada con didlisis.
También se pueden tratar con los anticuerpos y las composiciones farmacéuticas de la invencion son los sindromes
de fiebre periédica hereditaria, incluyendo la fiebre mediterranea familiar, hiperinmunoglobulina D y sindrome de
fiebre periédica y sindromes periédicos asociados con el receptor del TNF (TRAPS).

En otras realizaciones, los anticuerpos o las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden usar para tratar
trastornos que afectan a la piel o a las membranas mucosas. Estos trastornos incluyen enfermedades acantoliticas,
incluyendo enfermedad de Darier, queratosis folicular y pénfigo vulgar. Otros trastornos de piel que se pueden tratar
usando los anticuerpos de la invenciéon incluyen acné, acné rosaceo, alopecia areata, estomatitis aftosa, penfigoide
ampolloso, quemaduras, eccema, eritema, incluido eritema multiforme y eritema multiforme ampolloso (sindrome de
Stevens-Johnson), enfermedad cutanea inflamatoria, liquen plano, enfermedad ampollosa por IgA lineal (dermatosis
ampollosa crénica de la infancia), pérdida de elasticidad de la piel, Ulceras en la superficie mucosa, incluidas Ulceras
gastricas, dermatitis neutrofilica (sindrome de Sweet), dermatomiositis, pitiriasis rubra pilaris, psoriasis, pioderma
gangrenoso, reticulohistiocitosis multicéntrica y necrdlisis epidérmica tdxica. Otras afecciones relacionadas con la
piel que se pueden tratar con las terapias y terapias de combinacion de la presente invencion incluyen dermatitis
herpetiforme.

Trastornos adicionales que se pueden tratar con los anticuerpos o las composiciones farmacéuticas de la invencién
incluyen la enfermedad del injerto contra el huésped y complicaciones resultantes de transplantes de dérganos
solidos, tales como transplantes de corazon, higado, piel, rifion, pulmén (obstruccidon de las vias respiratorias tras
transplante de pulmon) u otros transplantes, incluidos los transplantes de médula ésea.

Los trastornos oculares también se pueden tratar o prevenir con los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones
farmacéuticas divulgados, incluidos desprendimiento de retinaregmatdgena y enfermedad ocular inflamatoria,
incluida la enfermedad ocular inflamatoria asociada con el tabaquismo y la degeneracién macular.

Los anticuerpos o composiciones farmacéuticas de la invencion, como se describe en el presente documento, son
utiles para tratar trastornos que afectan al sistema reproductor femenino. Ejemplos incluyen, entre otros, insuficiencia
multiple de implantes/infertilidad, sindrome de pérdida fetal o pérdida del embriéon IV (aborto espontaneo),
embarazos preeclamsicos o eclampsia, endometriosis, cervicitis cronica y parto prematuro.

Ademas, los anticuerpos o composiciones farmacéuticas de la invencién, son utiles para tratar y/o prevenir la ciatica,
los sintomas del envejecimiento, las reacciones farmacoldgicas graves (por ejemplo, toxicidad por IL-2 o neumopatia
inducida por bleomicina y fibrosis) o para suprimir la respuesta inflamatoria antes, durante o después de la
transfusion de glébulos rojos alogénicos en cirugia cardiaca o de otro tipo o en el tratamiento de lesiones no
traumaticas de una extremidad o articulacién, tal como la lesién traumatica de la rodilla. Otros diversos trastornos
médicos que se pueden tratar con los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones farmacéuticas incluyen
esclerosis multiple, sindrome de Behcet, sindrome de Sjogren, anemia hemolitica autoinmunitaria, beta talasemia,
esclerosis lateral amiotréfica (enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de Parkinson y tenosinovitis de causa
desconocida, asi como varios trastornos autoinmunitarios o enfermedades asociadas con deficiencias hereditarias,
incluido el retraso mental ligado al cromosoma X.

Ademas, los anticuerpos anti-IL-1 R1 o las composiciones farmacéuticas de la invencién son utiles para tratar
lesiones del sistema nervioso central (SNC), incluidos los efectos de los neurotransmisores neurotoxicos liberados
durante la excitacién de la inflamacién en el sistema nervioso central y para inhibir o prevenir el desarrollo de
cicatrices gliales en sitios de lesiones del sistema nervioso central. En relacion con la epilepsia y el tratamiento de
las convulsiones, reduccion de la gravedad y el nimero de convulsiones recurrentes y reduccion de la gravedad de
los efectos perjudiciales de las convulsiones, reducciéon de la pérdida neuronal, degeneracion neuronal y gliosis
asociada con convulsiones
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Usos adicionales para los anticuerpos o composiciones farmacéuticas de la invencién incluyen, entre otros, tratar la
polineuropatia y miopatia de enfermedad critica (CIPNM), polineuropatia aguda, anorexia nerviosa, paralisis de Bell,
sindrome de fatiga crénica, demencia transmisible, incluida la enfermedad de Creutzfeld-Jacob, neuropatia
desmielinizante, sindrome de Guillain-Barre, enfermedad de disco vertebral, sindrome de la guerra del golfo,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, miastenia gravis, isquemia cerebral silente, trastornos del suefio,
incluido narcolepsia y apnea del suefio, degeneracion neuronal crénica e ictus, incluidas las enfermedades
isquémicas cerebrales. Otros usos adicionales para los anticuerpos de la invencion son anorexia y/o trastornos
anoréxicos, peritonitis, endotoxemia y shock séptico, formaciéon de granuloma, ictus cardiaco, sindrome de Churg-
Strauss, inflamacién crénica tras infecciones agudas tales como tuberculosis y lepra, esclerosis sistémica y
cicatrizacion hipertréfica.

En otras realizaciones, las proteinas de fusién con avidina que comprenden una secuencia de aminoacidos de uno
de los anticuerpos IL-1 R1 de la invencion se pueden construir para varios fines. Las proteinas de fusion con avidina
se pueden generar usando, por ejemplo, un vector de expresion en mamiferos que contienen la secuencia de ADNc
que codifica la avidina de pollo recombinante adyacente a un sitio de clonaciéon multiple para insercién de una pareja
de fusion génica diana especifica. El vector puede incluir una secuencia de avidina con su secuencia sefial
enddgena para permitir la secrecion de parejas génicas de fusién pequefas que no contienen secuencias sefial de
forma natural. La proteina de fusiéon expresada por el vector tiene una marca de la proteina avidina en la porcion N
de la pareja de fusidn. La estrategia de fusidon como se ha descrito en el presente documento tiene la capacidad de
secretar proteinas que se expresan normalmente intracelularmente, tal como genes de transduccion de seial o
receptores de hormonas nucleares.

Como alternativa, se puede usar un vector que codifica avidina sin su secuencia sefial endégena, que tendra como
resultado una marca en C terminal de las parejas de proteinas de fusiéon. Una fusiéon de avidina en el extremo C
permite la secrecion de proteinas en base a la secuencia sefial endégena de la pareja de fusion. Esta estrategia se
puede aplicar para permitir el correcto procesamiento y plegamiento de la proteina o para determinar la validez de
una secuencia sefial propuesta. Adicionalmente, el vector puede comprender una secuencia nucleotidica corta que
codifica una secuencia de aminoacidos que puede actuar como sustrato especifico escindible por enzima, entre la
avidina y las secuencias de la pareja de fusion. Dichas secuencias escindibles por enzimas permiten la separacion
de la pareja de fusion de la avidina para la purificacion o con fines de liberacion de la proteina.

Las proteinas de fusién con avidina de la invencién se pueden usar en por ejemplo, detecciéon selectiva de
anticuerpos, caracterizacion funcional (determinacion de la utilidad de un anticuerpo como agonista o antagonista,
agente neutralizante etc.), mapeo de epitopos o estrategias de inmunizacion. Las fusiones con avidina de una
proteina diana también se pueden usar en formatos de ensayos farmacocinéticos, de eficacia o estandar de otro tipo
disefiados para analizar las muestras preclinicas o las muestras de pacientes clinicos por la presencia del anticuerpo
terapéutico en sangre, orina u otras muestras de tejido. Las parejas de proteinas de fusion con avidina se pueden
preparar como secuencias de longitud completa o truncadas, dominios estructurales aislados especificos o como
secuencias quiméricas con otros homélogos de la pareja de fusion de otras especies.

Las proteinas de fusién con avidina se pueden expresar usando medios estandar de introducir genes en células,
como se ha descrito en el presente documento y como se conoce en la técnica. Las proteinas se pueden expresar
en, por ejemplo, células 293 o CHO transfeccionando las células con una construccién de la fusiéon de avidina en una
solucién de lipidos, tal como en Lipofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Los medios acondicionados y/o lisados celulares de células que expresan las proteinas de fusién se pueden recoger
y aplicar a un sustrato de ensayo, tal como perlas de poliestireno recubiertas con biotina o placas de ELISA
revestidos con biotina. La recoleccion del medio acondicionado y/o el lisado celular se puede realizar en un punto de
tiempo que permita la expresion optima de la proteina de fusion. Los expertos en la técnica pueden determinar
experimentalmente el punto de tiempo, pero normalmente es de aproximadamente 48 horas tras la transfeccion. Las
proteinas de fusiéon también se pueden analizar en la membrana celular o intracelularmente para la expresion y
funcionalidad en la unién de ligandos, receptores o anticuerpos conocidos.

Las proteinas de fusion de avidina de la invencidon se pueden analizar mediante cualquier procedimiento conocido o
previamente caracterizado que usa interacciones biotina-avidina. Dichos procedimientos incluyen, entre otros,
citometria de flujo y pruebas de imagen fluorescente/microscopia. Por ejemplo, las proteinas de fusiéon de avidina
expresadas en medios o lisados celulares se pueden aplicar a perlas recubiertas con biotina y tefiir con anticuerpos
anti-avidina marcados con fluorescencia para indicar el nivel de expresion. Asimismo, se pueden aplicar anticuerpos
fluorescentes que reconocen la pareja de la proteina de fusién especifica en un formato de ensayo
multicolorimétrico. Adicionalmente, los anticuerpos no marcados especificos de la pareja de la proteina de fusién se
pueden aplicar de forma simultanea con anticuerpos marcados con fluorescencia en un ensayo de competicion.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona procedimientos para mapear los epitopos usando proteinas de
fusién con avidina. Mas adelante se proporciona un ejemplo de un procedimiento para mapear los epitopos de la
invencion con respecto al mapeo de epitopos para anticuerpos anti-IL- 1R1. No obstante, un experto en la técnica
reconocera que dichos procedimientos se pueden aplicar facilmente para mapear los epitopos para cualquier
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anticuerpo y no esta limitado a los anticuerpos anti-IL- 1R1. Por ejemplo, el ADNc que codifica avidina de pollo (con
secuencia sefal endégena) se puede unir con el extremo 5 de ADNc que codifican una proteina de interés (es decir,
una proteina reconocida por los anticuerpos para los cuales se desea determinar un epitopo) condensada a una
secuencia marcadora FLAG en el extremo 3'. Los genes de fusion marcados con FLAG se pueden ensamblar en un
vector de expresion usando técnicas moleculares convencionales. Un panel de proteinas mutantes marcadas con
avidina-FLAG en las que se han sustituido ciertos aminoacidos (p. €j., con los correspondientes residuos de
aminoacidos de otras especies animales) se pueden generar usando técnicas convencionales. Las proteinas
mutantes y silvestres se pueden expresar en células huésped y la union de las proteinas mutantes y silvestres con
un anticuerpo de interés se puede detectar usando, por ejemplo, analisis de transferencia Western o ensayos de
unién basados en perlas, como se describe en el presente documento. Por tanto, un epitopo se puede definir
determinando qué sustituciones en las proteinas mutantes destruyen la unién al anticuerpo de interés.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes, incluidos los experimentos realizados y los resultados alcanzados, se proporcionan con
fines ilustrativos unicamente y no deben interpretarse como limitantes de la presente invencion.

Ejemplo 1

Produccion de anticuerpos monoclonales humanos contra el receptor tipo 1 de la interleucina 1 (IL-1R1)

Ratones HuMab transgénicos

Los anticuerpos monoclonales completamente humanos frente al receptor de tipo 1 de IL-1 (IL-1R1) se prepararon
usando la cepa HCo7 de ratones transgénicos, que expresan genes de anticuerpos humanos. En cada una de estas
cepas de ratones, el gen enddgeno de la cadena ligera kappa de ratén se ha alterado de forma homocigota como se
describe en Chen et al. (1993, EMBO J. 12:811 -820) y el gen enddgeno de la cadena pesada de ratéon se ha
alterado de forma homocigota como se describe en el Ejemplo 1 de la publicacién de solicitud de patente
internacional n°® WO 01/09187. Cada una de estas cepas de raton porta un transgen de la cadena ligera kappa
humana, KCo5, como se describe en Fishwild et al. (1996, Nature Biotechnology 14:845-851). La cepa HCo7 porta el
transgen de la cadena pesada humana de HCo7 como se describe en las Patentes de EE.UU. N° 5.545.806;
5.625.825; y 5.545.807. La cepa HCo7 se denomina en el presente documento ratén HuMab.

Inmunizaciones con HuMab

Para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos frente al IL-1 R1 se inmunizé a los ratones HuMab
con IL-1 R1 recombinante purificado derivado de células de insecto o de mamifero (por ejemplo, células CHO) como
antigeno. Los esquemas de inmunizacion general para ratones HuMab se describen en Lonberg et al. (1994, Nature
368:856-859; Fishwild et at., supra; y la publicaciéon de solicitud de patente internacional n®° WO 98/24884, las
ensefianzas de cada una de las cuales se incorporan como referencia). Los ratones tenian 6-16 semanas de edad
tras la primera infusion del antigeno. Una preparacion recombinante purificada (25-50 ng) del antigeno IL-1 R1 (p.
ej., purificada de células de insecto o de mamifero transfeccionadas que expresan IL-1 R1) se us6 para inmunizar
los ratones HuMab por via intraperitoneal (IP) o subcutanea (SC).

Las inmunizaciones de ratones HuMab transgénicos se realizaron usando antigeno en adyuvante completo de
Freund y dos inyecciones, seguido de 2-4 semanas de inmunizacion IP (hasta un total de 11 inmunizaciones) con el
antigeno en adyuvante incompleto de Freund. Varias docenas de ratones se inmunizaron para cada antigeno. Se
inmunizé un total de 149 ratones de la cepa HCo7 con IL-1 R1. La respuesta inmunitaria se monitorizé mediante
sangrados retroorbitales.

Para seleccionar los ratones HuMab productores de anticuerpos que se unieron a IL-1R1 se analizaron los sueros de
ratones inmunizados mediante ELISA tal como describen Fishwild et al., supra. En resumen, placas de
microtitulacion se revistieron con IL-1R1 recombinante purificado de células de insecto o de mamifero a 1-2 ng/ml en
PBS y 50 ni/pocillo incubadas a 4 °C durante la noche, después se bloquearon con 200 ni/pocillo de suero de pollo al
5 % en PBS/Tween (0,05 %). A cada pocillo se afiadieron diluciones de plasma de ratones inmunizados con IL-1 R1
y se incubaron durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con PBS/Tween y después se
incubaron con reactivo policlonal especifico de Fc de IgG ANTI-humana de cabra conjugado con peroxidada de
rabano (HRP) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con PBS/Tween y después se
incubaron con reactivo policlonal especifico de Fc de IgG ANTI-humana de cabra conjugado con peroxidada de
rabano (HRP) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar, las placas se desarrollaron con sustrato
ABTS (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Catalog No. A-1888, 0,22 mg/mL) y se analizaron
espectrofotométricamente a un DO de 415-495. Los ratones con titulos sudicientes de inmunoglobulina humana anti-
IL-1 R1 se usaron para producir anticuerpos monoclonales como se describe méas adelante.

Generacion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales humanos frente a IL-1 R1
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Los ratones se prepararon para la produccion de anticuerpos monoclonales reforzando con antigeno por via
intravenosa 2 dias antes del sacrificio y, después, se extrajeron los bazos. Los esplenocitos de ratén se aislaron de
ratones HuMab y se condensaron con PEG a una linea celular de mieloma de ratén usando protocolos estandar.
Normalmente se realizaron 20-30 fusiones para cada antigeno.

En resumen, suspensiones celulares simples de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados se condensaron a un
cuarto del nimero de P3X63-Ag8.653 células de mieloma de ratén no secretor (n° de registro en la A.T.C.C., CRL
1580) o células de mieloma de raton no secretor SP2/0 (A.T.C.C., CRL 1581) con 50% de PEG (Sigma). Las células
se sembraron a aproximadamente 1x10%/ pocillo en placas de microtitulacion de fondo plano, seguido de
aproximadamente una incubacién de dos semanas en medio selectivo que contiene 10 % de suero bovino fetal, 10%
de medio condicionado P388D1 (n° de registro en la A.T.C.C., CRLTIB-63), 3-5% origen (IGEN) en DMEM
(Mediatech, N° de catalogo CRL 10013, con alto contenido en glucosa, L-glutamina y piruvato sédico) mas HEPES 5
mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, 50 mg/ml de gentamicina y Ix HAT (Sigma, n°® de catalogo CRL P-7185). Tras 1-2
semanas se cultivaron las células en medio en el que HAT se habia sustituido por HT.

Los hibridomas resultantes se sometieron a deteccion selectiva para la producciéon de anticuerpos especificos de
antigeno. Los pocillos individuales se sometieron a deteccién selectiva mediante ELISA (descrito anteriormente) para
anticuerpos IgG monoclonales anti-IL-1 R1 humanos. Una vez producido un crecimiento extenso del hibridoma, el
medio normalmente se monitorizé tras 10-14 dias. Los hibridomas secretores de anticuerpos se volvieron a sembrar,
se volvieron a someter a deteccion selectiva y, si siguen siendo positivos para IgG humana, los anticuerpos
monoclonales anti-IL-1 R1 se subclonaron al menos dos veces mediante dilucién limite. Los subclones estables se
cultivaron después in Vitro para generar cantidades pequefias de anticuerpo en medio de cultivo tisular para
caracterizar.

Seleccion de anticuerpos monoclonales anti-IL-1 R1 humanos

Para la deteccién selectiva de hibridomas que mostraron reactividad positiva con el inmunégeno IL-1 R1 se us6 un
ensayo ELISA como se ha descrito antes. Los hibridomas secretores de un anticuerpo monoclonal unido con avidez
elevada a IL-1R1 se subclonaron y después se caracterizaron. Un clon de cada hibridoma, que retuvo la reactividad
de las células parentales (determinado por ELISA) se escogié para hace un banco celular de 5-10 viales almacenado
en nitrégeno liquido.

Se realizé un ELISA especifico de isotipo para determinar el isotipo de los anticuerpos monoclonales producidos
como se divulga en el presente documento. En estos experimentos, los pocillos de las placas de microtitulacion se
revistieron con 50 m/pocillo de una solucion de 1 mg/ml de la cadena ligera kappa anti-humana de ratén en PBS y se
incubaron a 4 °C durante la noche. Después de bloquear con 5% de suero de pollo, las placas reaccionaron con
sobrenadante de cada anticuerpo monoclonal analizado y un isotipo control purificado. Las placas se incubaron
durante a temperatura ambiente durante 1-2 horas. Después, los pocillos se hicieron reaccionar con antisuero
policlonal anti-humano de cabra conjugado con peroxidada de rabano especifico de IgG 1, IgG2 o IgG4 humanas y
las placas se desarrollaron y analizaron como se describe mas adelante.

Los anticuerpos monoclonales purificados de los sobrenadantes de hibridoma que mostraron una unién significativa
a IL-1R1 detectado mediante ELISA se analizaron después segun su actividad biolégica usando ensayos de unién
in vitro y ensayos basados en células de sangre entera y condrocitos humanos. Se disefiaron los anticuerpos que
mostraron la mejor actividad 15C4, 26F5, 27F2, 24E12, y 10H7. Los anticuerpos se sometieron a un experimento
preliminar de clasificacion de epitopos. Las placas de ELISA se revistieron con slL-1 R1 humano (dominio 1+2+3),
slL-1 R1 humano truncado (dominio 1+2), slL-1 R1 de rata, slL-1 R1 de tipo Il humano y ovoalbumina (control
negativo). La unién del anticuerpo se detectd con un anticuerpo Fc anti-humano conjugado con peroxidada de
rabano (Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Los resultados se resumen en la Tabla 2. Una marca de comprobacion
(O en la Tabla 2 representa un resultado positivo para la union; “X” representa un resultado negativo. Los
anticuerpos 15C4, 26F5, 27F2 y 24E12 solo se unen a la proteina IL-1 R1 que tiene los tres dominios extracelulares,
lo que indica que los epitopos para cada uno entran dentro del tercer dominio. El anticuerpo 10H7 se une al dominio
extracelular de longitud completa IL-1 R1 y también una proteina truncada que solo tiene los dominios 1y 2, que
demuestra que el epitopo para este anticuerpo estan dentro del dominio 1 o 2. Ninguno de los anticuerpos
analizados tiene reactividad cruzada con el receptor de tipo Il humano o IL-1 R1 de rata.

Tabla 2
OA Hu  slL-1 R1Hu slL-1 R1Hu  slL-1 R1Rata slL-1 R1
IAnticuerpo |(Control negativo) |(Dominio 1+2+3) [(Dominio 1+2) |(Dominio 1+2+3) |(Dominio 1+2+3)
15C4 X C X X X
26F5 X C X X X
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OA Hu  slL-1 R1Hu slL-1 R1Hu  slL-1 R1Rata sIL-1 R1
(Control negativo) |(Dominio 1+2+3) [(Dominio 1+2) |(Dominio 1+2+3) [(Dominio 1+2+3)
IAnticuerpo
R7F2 X C X X X
R4E12 X C X X X
10H7 X C C X X
Ejemplo 2

Inhibicion in Vitro de la formacion del complejo del receptor de IL-1 de tipo | por anticuerpos anti-IL-1 R1

La capacidad de los anticuerpos para inhibir los acontecimientos de unién extracelular requeridos para la
sefializacion de IL-1 se evalud con proteinas recombinantes in vitro en un ensayo en el que la unién de IL-1 a IL-1 R
da lugar a la formacién de un sitio de unién de alta afinidad para IL-1RAcP. La unién de IL-1RACP a IL-1 unida a IL-1
R (denominado “formacién de complejo”) se mide del siguiente modo. Las proteinas recombinantes se incubaron en
ensayos de unién en placas de microtitulacion en ausencia (control) o presencia de anticuerpos. Los valores de CI50
derivaron de las comparaciones de los valores control con los valores obtenidos en presencia del anticuerpo a
concentraciones entre 10 fM y1 nM. En resumen, el ensayo se realiz6 del siguiente modo: IL-1R1 biotinilado y perlas
recubiertas con estreptavidina (Dynal, Dynabeads M-28) se dispensaron en placas de microtitulacion. Después se
afiadié anticuerpo a los pocillos adecuados en una dilucién en serie que cubre un amplio abanico de
concentraciones. Se afadié IL-1b o IL-1a a una concentracién de 1 nM y se afiadié IL1 RAcP marcado con rutenio
(preparado con NHS-Tag (IGEN) de acuerdo con los protocolos IGEN) a una concentracion final de 5 nM. Tras
incubar 1 hora a temperatura ambiente, la reaccién de union se analizé con un instrumento ORIGEN™ 1.5 o M8
(IGEN International Inc.). La union de IL-1 RAcP a IL-1 unida a IL- 1R1 se determin6 detectando la sefial de
electroquimioluminiscencia asociada con las perlas unidas a IL-1 R1. La reduccién de la sefal resultante de la
competicion del anticuerpo de la unién de IL-1 o IL-1 RAcP se calculé como un porcentaje de la sefial ECL para la
unién maxima (sin competicion).

Se establecié la curva de respuesta de inhibicién para cada anticuerpo en estos ensayos de unién y las CI50 se
obtuvieron usando el software PRISM™. Los resultados de la inhibicion de IL-1 (3 acontecimientos de unién inducida
se representan en el grafico en la Figura 12. Los valores de CI50 para la inhibicion de la formacién del complejo se
muestran en la tabla 3 a continuacién. Los anticuerpos 15C4, 26F5, 27F2, y 24E12 inhiben fuertemente la formacién
del complejo. Estos anticuerpos son todos ellos ligandos del tercer dominio de IL-1 R1, como se ha descrito
anteriormente. El anticuerpo 10H7 pertenece a una clase de anticuerpos que se une a una construccién del IL-1 R
que carece del tercer dominio. 10H7 es un inhibidor menos potente de la unidn dirigida por IL-1 de IL-1 RAcP que los
ligandos del tercer dominio. La inhibicion de la formaciéon del complejo por los anticuerpos de la invenciéon se
compard con la inhibicién por IL-1 ra. Los ligandos del tercer dominio demostraron una capacidad similar o
ligeramente superior para inhibir la formacién del complejo mediante comparacién con IL-1 ra.

La Figura 13 representa la capacidad del anticuerpo 15C4 para inhibir la formacién del complejo IL-1 R1/IL-1a/RAcP.
La CI50 para la formacion del complejo IL-1 R1/IL-1a/RAcP fue 43 pM.

Tabla 3

Anti-IL1-R1 humano

15C4 P6F5 27F2 P4E12 10H7 rll-1 ra
CI150 96 pM 160 pM 333 pM 348 pM 5.3 nM 555 pM
Limites del71 pM a 1291118 pM a 219214 pM a 517223 pM a 54283.6 nMa 7.5 nM414pM a 743
intervalo  depM pM pM pM pM
confianza del
95 %

Ejemplo 3

Anticuerpos Anti-lL-1 R1 inhiben la unién de IL-1b E il-1ra al receptor

La capacidad de los anticuerpos anti-IL-1 R1 para inhibir la IL-1 b 0 el IL-1 ra a IL-1 R1 se evalu6 en un ensayo con
proteinas recombinantes. La mezcla de reaccién contenia 0,1 mg/ml de Dynabeads M-280 Streptavidin (Dynal) y IL-
1 R1 biotinilado 1 nM. Los anticuerpos se afiadieron a concentraciones de 320 nM a 0,3 nM. La adicion de IL-1b (5
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nM) o IL-1 ra (1 nM) marcados con rutenio inicié la unién que procedié durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
mezclas de reaccion se midieron como antes usando un instrumento ORIGEN™ 1.5 o M8 (IGEN International Inc.).
La competicién se calculd6 como el porcentaje de la sefial ECL para la unién maxima (sin competicion). Los
anticuerpos 15C4, 26F5, y 27F2, los anticuerpos mas potentes, bloquean la unién del ligando (IL-1b) al receptor,
pero no interfieren significativamente con la unién de IL-1 ra en comparacion con | IgG control. En contraste, el
anticuerpo 24E12 se une al receptor pero no bloquea la unién de IL-1b o de IL-1 ra al receptor. Por tanto, el
anticuerpo 24E12 representa una clase unica de ligandos del tercer dominio distintos de la clase representada por
15C4, 26F5, y 27F2. El anticuerpo 10H7 inhibe la union de IL-1b y de IL-1 ra al receptor. Los resultados se resumen
en la Figura 14.

Ejemplo 4

Ensayos en condrocitos y sangre entera humana

Condrocitos humanos primarios (Cell Applications Inc., San Diego, CA) se sembraron en placas de 96 pocillos a una
densidad de 10.000 células/pocillo en medio DMEM que contiene FBS al 1 % y Pen Strep al 1% (GIBCO). Se dejé
que las células se recuperaran durante la noche antes de la adicion de anticuerpos anti-IL1-RI a concentraciones
que varian de nM a 0,1 pM durante 20 minutos. Se afiadié IL-1b a una concentracion de 1 pM (~CE50) y los
sobrenadantes de los cultivos se recogieron tras 16 horas de incubacién a 37°C. Los niveles de IL-6 en el
sobrenadante se midieron usando un ELISA (Pierce-Endogen, Rockford, IL, n°® de cat. EH2IL-65) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se establecio la curva de respuesta de inhibicién para cada anticuerpo de la invencion
en los ensayos basados en células y los valores de CI50 se obtuvieron usando el software PRISM™. Los
anticuerpos 15C4,26F5, y 27F2 son potentes inhibidores de la sefializacion de IL-1 en comparacion con IL-1 ra
(Figura 15A). Los anticuerpos 24E12 y 10H7 son marcadamente menos potentes que 15C4 y 27F2 (Figura 15B). Los
valores de CI50 para la inhibicién de la produccién de IL-6 inducida por IL-1b en condrocitos humanos se muestran
en las Tablas 4A 'y 4B.

Los anticuerpos monoclonales Anti-IL-1 R1 15C4,26F5, y 27F2 se preincubaron 40-60 minutos con sangre entera
humana obtenida de voluntarios sanos en vacutainers con heparina sédica. Los ensayos se realizaron como se
indica a continuacion. 100 m de sangre recién aislada se alicataron en pocillos de una placa de 96 pocillos. 50 m del
anticuerpo se afiadieron en medio RPMi que contiene suero AB humano al 10 %. Después se afadié IL-1b a una
concentracion de 30 pM (CE50). Los sobrenadantes del cultivo se recogieron tras 18 horas y se midieron los niveles
de IL-6 en el sobrenadante usando un ELISA. Como control, el IL-1ra se preincubd 40-60 minutos con sangre entera
y la produccion de IL-6 se midié como se ha indicado antes. Los tres anticuerpos anti-IL-1 R1 bloquearon la actividad
de IL-1 con una potencia comparable a la de IL-1 ra (Figura 16). Los valores de CI50 para la inhibicién de la
produccion de IL-6 inducida por IL-1 en sangre entera se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4A
IAnticuerpos anti-IL-1 R1 humanos
15C4 R7F2 26F5 rlL-1ra
CI50 16 pM 32 pM 26 pM 32 pM
Limites de confianza del15 pM a 18 pM 21 pM a 49 pM [19pM a 36pM 22 pM a 46 pM
95 %
Tabla 4B
Anticuerpos anti-IL-1 R1 humanos
15C4 27F2 10H7 24E12 [rlL-ra
CI150 7pM 28 pM 7,5 pM NA 20 pM
Limites de confianza del5,8pM a 7,9pM [22pM a 35pM (5,6 nMa 10 nM |NA 17 pM a 23 pM
95 %
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Tabla 5
Donante Parametros  de[15C4 26F5 R7F2 IL-1ra
analisis
1047 CI150 126 pM 410 pM 249 pM 241 pM
Limites ded7Pm a 339 pM 213 pM a 790 pM [88 pM a 703 pM [124pM a 471 pM
confianza del 95
%
1319 CI150 111 pM 174 pM 579 pM 381 pM
Limites de59pM a 208pM (60 pM a 501 pM 249 pM a 1,3 nM [167 pM a 875 pM
confianza del 95
%
Compuesto CI150 126 pM 372 pM 387 pM 264 pM
(Datos Limites def62pM a 255 pM (187 pM a 739 pM [202pM a 748 pM [134pM a517pM
combinados) [confianza del 95
%

Ejemplo 5

Mutagénesis y mapeo de epitopos

La mutagénesis dirigida a sitio (Altered Sites® In Vitro Mutagenesis System, Promega, Madison WI) de IL-1 R1 se
usO para preparar un panel de proteinas mutantes ("muteinas") Se construyeron quince plasmidos mutados
diferentes (véanse las barras numeradas en la Figura 17). Los plasmidos que codifican estas proteinas sustituidas y
el IL-1 R1 parental se transfeccionaron de forma transitoria en células CHO. Los transfectantes simulados se
generaron como controles negativos. El medio acondicionado (CM) de esttas células se concentré po 20 usando las
columnas de concentracion Centriprep 10 (Amicon) La expresion de las luteinas se evalué mediante SDS-PAGE y
transferencia Western. Se expresaron trece proteinas mutantes a niveles que permitieron la evaluacion de la union
del anticuerpo. Las proteinas se cargaron en un gel, se sometieron a electroforesis y se transfirieron a membranas.
Las membranas se bbloquearon en 1 % de leceh en PBS, Tween-20 al 0,1 % y después se incubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente con anticuerpos anti-IL-1 R 15C4, 27F2, or 24E12 a 0,5 ug/mL e PBS, Tween-20 al 0,1 %.
Tras lavar, las membranas se incubaron con IgG- Fc-HRP anti-humana de cabra. La sefial se deetctd usando
sustrato de quimioluminiscencia (ECL) (Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Las secuencias especificas humanas
criticas para la union de anticuerpo se identificaron como aquéllos que, cuando se sustituyeron con secuencias de
rata, redujeron o eliminaron la sefial ECL. El reconocimiento de 15C4 de los mutantes 1, 2, 4 y 10 se afiteré cuando
se compard con 24E12 (Figura 18, panel superior). De forma similar, la union de 27F2 de los mutantes 1,2y 4 se
altero (Figura 18, panel central). 27F2 no tuvo ninguna union significativa a los mutantes 12, 13, 14 y 15 (Figura 18,
panel inferior).

El aislamiento y caracterizaciéon de los anticuerpos anti-IL-1 R1 han identificado tres clases distintas de anticuerpos
competitivos (Figura 19). Los inhibidores mas fuertes de la actividad biolégica de IL-1, como se demuestra en
bioensayos basados en células, son los anticuerpos que se unen al tercer dominio de IL-1R1 y previenen la
asociacion de IL-1b. Los experimentos de mapeo del epitopo usando un panel de proteinas mutantes en el tercer
dominio han demostrado que esta clase de anticuerpos, que incluye 15C4, 27F2 and 26F5, comparte un epitopo
conformacional solapante pero no idéntico. Las Figuras 20 y 21 ilustran la posiciéon de los epitopos de 15C4 en el
tercer dominio del receptor de IL-1, en un diagrama de lazo de un receptor de IL-1 unido a IL-1 ra (Schreuder et al.,
1997, Nature 386:194-200). Los residuos del receptor de IL-1 que definen la unién de la clase mas potente de
anticuerpos se ilustran en gris. Estos anticuerpos han demostrado una potencia superior y, por tanto, estos epitopos
definen sitios de unién para anticuerpos de una clase superior. Los sitios de unién de 15C4 y 27F2 son solapantes,
pero no idénticos, determinado por el andlisis mutacional de los 15 sitios diferentes dentro del IL-1 R1 descrito
anteriormente, Los sitios se representan en la Figura 17 como las barras numeradas encima de la secuencia de la
proteina. Los sitios de interaccion criticos parecen estar dentro de las mutaciones en los siitos 1 (LSDIA; SEC ID N°
41) 2, (VIDE; SEC ID N° 42), 4, (YSV) Y 10 (TCFA; SEC ID N° 43). Los sitios de unién de 15C4 y 27F2 estan
comrendidos dentro de los sitios 1 y 2, ya que la sustitucion de los residuos de rata para los residuos humanos en
cualquiera de los sitios anula la unién. 27F2 difiere de 15C4 en que los cambios en el sitio 4 anulan completamente
su unién, mientras que la unién de a15C4 se reduce pero no se elimina completamente. La mutacion 10 también
reduce la union de 15C4, pero 27F2 no tienen ninguna interaccién obvia con este sitio. El examen de la estructura
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cristalina revela que estos residuos definen una cara del tercer dominio que esta orientada hacia el espacio ocupado
por el ligando unido (Figuras 20 y 21) (Vigers et al., 1997, Nature 386:190-194).

La segunda clase de anticuerpos identificados, representados por 10H7, no requiere el tercer dominio de unién vy, al
contrartio que la clase preferida, inhibe la unién del IL-1 ra. Esta clase es activa en bioensayos, pero es menos
potente que la clase preferida.

En contraste con la fuerte inhibiciéon de los bioensayos de IL-1 con la clase preferida de anticuerpos, 24E12 es un
inhibidor ineficaz en bioensayos. El anticuerpo 24E12 inhibe la unién de IL-1 RAcP con IL-1 unida IL-1R. El epitopo
para esta clase de anticuerpos, definido por los mutantes 12, 13, 14 and 15, esta proximal al dominio
transmembrana de IL-1R1 y esta en una regiéon no implicada directamente en IL-1 o en la unién del IL-1 ra (Figura
22).

Ejemplo 6

Clonacion de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo anti-IL1-R1

Clonacioén de la cadena ligera del MAb 15C4 anti-IL1-R1

Las cadenas ligeras de diez hibridomas que expresan los anticuerpos monoclonales de unién a alL1-RI, 15C4, 27F2,
y 26F5, se clonaron el el vector de expresion de células de mamifero pDSRa19 (véase la publicacién de solicitud
internacional n® WO 90/14363. La construccion del plasmido que codifica la cadena ligera kappa de 15C4 se
describe explicitamente en el presente documento; la clonacién de la otra especie de cadena ligera se realizé
usando procedimientos similares. La regién variable de la cadena ligera kappa de alL-1 R1 15C4 se obtuvo usando
amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de la primera hebra del ADNc preparado del ARN total
del hibridoma all_1-RI de 15C4 preparado usando el reactivo TRIzol® (Invitrogen). La primera hebra de ADNc se
sintetizé usando un cebador aleatorio con un adaptador de extensiéon 5'- GGC CGG ATA GGC CTC CAN NNN NNT
-3'; SEC ID N° 44) y un 5 RACE (amplificacién rapida de los extremos del ADNc) se realizé usando el kit
GeneRacer™ (Invitrogen). Para la cadena ligera completa, el cebador directo fue el cebador anidado GeneRacer™
(5' GGA CAC TGA CAT GGA CTG AAG GAG TA -3'; SEC ID N° 45) y el cebador inverso fue 5- GGG GTC AGG
CTG GAA CTG AGG -3' (SEC ID N° 46). Los productos de RACE se clonaron en pCR4-TOPO (Invitrogen) y se
determinaron las secuencias de ADN. La secuencia del ADN consenso de la cadena kappa de 15C4 se us6 para
disefiar cebadores para la amplificacién por PCR del anticuerpo de longitud completo. El cebador de PCR de la
cadena kappa 5’ codificé el extremo amino de la secuencia sefial y un sitio para la enzima de restriccion Xbal y una
secuenia Kozak optimizada ((5- CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC CAT GTC GCC ATC ACA ACT CAT TGG G -
3'; SEC ID N° 47). El cebador 3’ codificé el extremo carboxilo y el codén de terminacion, asi como el sitio de
restriccion Sa/l (5'- CTT GTC GAC TCA ACA CTC TCC CCT GTT GAA GCT C -3; SEC ID N° 48).

cebador de la cadena kappa 5'alL-1 R1 15C4 (SEC ID N° 47):
5’- CAG CAG AAG CTT.CTA GAC CAC CAT GTC GCC ATC ACA ACT
Xbal Kozak M S P S Q L
CATTGGG-3
I G (SEC ID N°:49)

cebador de la cadena kappa 3'alL-1 R1 15C4 (SEC ID N° 48):

5°- CTT GTC GAC TCA ACACTCTCCCCT GTTGAAGCTC-3
Salf * C E G R N F S (SECIDN:50)

El clon de la cadena kappa de longitud completa de alL-1 R1 15C4 se obtuvo usando el clon pCR4:15C4 cadena
kappa mediante amplificacion con PCR con los ceabdores de la cadena kappa de 15C4 de alL-1 R1 5'y 3'. La
reaccion de PCR generé un producto de 733 pares de bases que codifican los 233 residuos de aminoacidos (incluida
la secuencia sefial de la cadena kappa de 19 aminoacidos) de la region variable de la cadena kappa de alL-1 R1
15C4. El producto de la amplificacion con PCR se purificaron usando un kit de purificacion QlAquick PCR (Qiagen
N° de catalogo 28104), se cortd con Xba\ and Sal/l, se aislé en gel y se purificé usando un kit de extraccion QlAquick
Gel (Qiagen n° de catalogo 28704). Este fragmento de PCR que contiene la cadena kappa completa aE-1 R1 15C4
se ligoé después en el vector de expresion de mamiferos pDSRal 9. El clon de expresion de la cadena kappa de 15C4
se secuencié para confirmar que codificaba el mismo péptido que se identificé en el hibridoma 15C4. El vector de
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expresion final, pDSRa19:15C4 IgG1, cadena kappa, tiene 5468 paresde bases y contiene las siete regiones
funcionales que se describen en la Tabla 6.

Tabla 6

Numero de pares de bases del plasmido

2 a 881 Una sefial de poliadenilacion/terminacion de la transcripcion de la subunidad a de la hormona
glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res,
11:6873-82; Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027  |Un minigen de dihidrofolato reductasa (DHFR) de raton que contiene el promotor de DHFR
endégeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de
poliadenilacion/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem.
257:5143-7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 |Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen
de replicacion del plasmido en E. coli (Numero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292 [Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacién (Takebe et al., 1988,
Mol. Cell Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 [Un elemento potenciador de la traduccién del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 |Intrdn de SV40 16S, 19S, sefiales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama and
Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 5468 |EI ADNc de IgG1, cadena ligera de 15C4, entre los sitios Xbal y Sa/l

Construccion de pDSR19:higG1CH

Se construyé un plasmido de expresion pDSRa19:region variable de rata/regiéon constante humana IgG1 (rVh/hCh1)
MAb como resultado de una unién de tres piezas del producto de la PCR de la regién variable de anticuerpos de rata
terminada con Xba\ and BsmB, la region constante de IgG1 humana (dominios CH1, hinge, CH2 and CH3) derivada
por escision con Sa/l y aislamiento en gel del fragmento de SsmBI and Sa/l del plasmido lineal pDSRal 9:higG1 CH
(extremos H/'nc/l 11 y SsmBl) y un pDSRal 9 linealizado con extremos Xba\ y Sa/l (véase la solicitud de patente
provisional de EE.UU. de propiedad conjunta y pendiente de tramitacion n°® 60/370,407, presentada el 5 de abril de
2002, "Human Anti-OPGL Neutralizing Antibodies As Selective OPGL Pathway Inhibitors,". El vector de expresion
final, pDSRal 9:regién variable de rata/Region constante humana IgG1 (rVh/hCh1), tiente 6158 paresde bases y
contiene las siete regiones funcionales que se describen en la Tabla 7.

Tabla 7

Numero de pares de bases del plasmido

2 a 881 Una sefial de poliadenilacion/terminacion de la transcripcion de la subunidad a de la hormona
glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82;
Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027 Un minigen de dihidrofolato reductasa (DHFR) de ratén que contiene el promotor de DHFR
endégeno de ratéon, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de
poliadenilacidon/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143-7;
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 [Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen de
replicacion del plasmido en E. coli (Nimero de registro en Genbank J01749)

3949 2 4292  [Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988, Mol. Cell
Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)
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Numero de pares de bases del plasmido

2 a 4565 Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983, Proc. Natl|
Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 [Intron de SV40 16S, 19S, sefales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama and Berg,
1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 6158 |[El ADNc de la cadena pesada de hVh/hCh1 , entre los sitios Xbal y Sa/l La secuenca de este

fragmento de la cadea pesada, mas adelante (SEC ID N° 51) con lassecuencias de los sitios de
restriccion subrayados:
AXbal
TCTAG ACCACCATGG ACATCAGGCT CAGCTTAGTT TTCCTTGTCC
TTTTCATAAA AGGTGTCCAG TGTGAGGTAG AACTGGTGGA
GTCTGGGGGC GGCTTAGTAC AACCTGGAAG GTCCATGACA
CTCTCCTGTG CAGCCTCGGG ATTCACTTTC AGAACCTATG GCATGGCCTG
| GGTCCGCCAG GCCCCAACGA AGGGTCTGGA GTGGGTCTCA

TCAATTACTG CTAGTGGTGG TACCACCTAC TATCGAGACT CCGTGAAGGG
CCGCTTCACT ATTTTTAGGG ATAATGCAAA AAGTACCCTA TACCTGCAGA
TGGACAGTCC GAGGTCTGAG GACACGGCCA CTTATTTICTG TACATCAATT

BsmBl1

TCGGAATACT GGGGCCACGG AGTCATGGTC ACCGTCICTA
OTGCCTCCACCAAGGGCCCA TCGGTCTTCC CCCTGGCACC CTCCTCCAAG
AGCACCTCTGGGGGCACAGC GGCCCTGGGC TGCCTGGTCA AGGACTACTT
CCCCGAACCG GTGACGGTGT CGTGGAACTC AGGCGCCCTG
ACCAGCGGCG TGCACACCTT CCCGGCTGTC CTACAGTCCT CAGGACTCTA
CTCCCTCAGC AGCGTGGTGACCGTGCCCTC CAGCAGCTTG GGCACCCAGA
CCTACATCTG CAACGTGAATCACAAGCCCA GCAACACCAA
GGTGGACAAG AAAGTTGAGC CCAAATCTTG TGACAAAACT
CACACATGCC CACCGTGCCC AGCACCTGAA CTCCTGGGGG
GACCGTCAGT CTTCCTCTTC CCCCCAAAAC CCAAGGACAC CCTCATGATC
TCCCGGACCC CTGAGGTCAC ATGCGTGGTG GTGGACGTGA
GCCACGAAGACCCTGAGGTC AAGTTCAACT GGTACGTGGA
CGGCGTGGAG GTGCATAATG CCAAGACAAA GCCGCGGGAG
GAGCAGTACA ACAGCACGTA CCGTGTGGTC AGCGTCCTCA
CCGTCCTGCA CCAGGACTGG CTGAATGGCA
AGGAGTACAAGTGCAAGGTC TCCAACAAAG CCCTCCCAGC
CCCCATCGAG AAAACCATCTCCAAAGCCAA AGGGCAGCCC
CGAGAACCAC AGGTGTACAC CCTGCCCCCA TCCCGGGATG
AGCTGACCAA GAACCAGGTC AGCCTGACCT GCCTGGTCAA
AGGCTTCTAT CCCAGCGACA TCGCCGTGGA GTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAA CTACAAGACC ACGCCTCCCG
TGCTGGACTC CGACGGCTCC TTCTTCCTCT ATAGCAAGCT CACCGTGGAC
AAGAGCAGGT GGCAGCAGGG GAACGTCTTC TCATGCTCCG
TGATGCATGA GGCTCTGCAC AACCACTACA CGCAGAAGAG
CCTCTCCCTG TCTCCGGGTA

Sall
AATGATAAGT CGAC

El plasmido lineal pDSRa19:higG1CH se prepard digiriendo el plasmido pDSR19:region variable de rata/region
constante humana IgG1 con las enzimas de restriccion Xbal y BsmBI para eliminar la region variable de rata y
purificar usando el kit de extraccion QIAquick Gel Extraction kit. El plasmido lineal pDSRa19:higG1CH que contiene
el dominio de la region constante de IgG14 humana de 1kpb se us6 para aceptar el hibridoma derivado de las
regiones variables del anticuerpo anti-IL-1R1.

Clonacién de la cadena pesada del MAb 15C4 anti-IL1-R1

Las cadenas pesadas de diez hibridomas que expresan los anticuerpos monoclonales de unién a alL1-RI, 15C4,
27F2, y 26F5, se clonaron el el vector de expresion de células de mamifero pDSRa19. La construccion del plasmido
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que codifica la cadena pesada de 15C4 se describe explicitamente; la clonacion de la otra especie de cadena
pesada se realizdé usando procedimientos similares. La regién variable de la cadena pesada de alL-1 R1 15C4 se
obtuvo usando procedimientos de amplificacion por PCR de la primera hebra del ADNc preparado del ARN total del
hibridoma all_1-RI de 15C4 preparado usando el reactivo TRIzol®. La primera hebra de ADNc se sintetizé usando
un cebador aleatorio con un adaptador de extensién 5'- GGC CGG ATA GGC CTC CAN NNN NNT -3'; SEC ID N°
44) y un 5' RACE (amplificacion rapida de los extremis del ADNc) se realizé usando el kit GeneRacer™. Para la
cadena pesada de longitud parcial, el cebador directo fue el cebador anidado GeneRacer™ (5' GGA CAC TGA CAT
GGA CTG AAG GAG TA -3'; SEC ID N° 45) y el cebador inverso fue 5'- TGA GGA CGC TGA CCA CAC G -3' (SEC
ID N° 52). Los productos de RACE se clonaron en pCR4-TOPO y se determinaron las secuencias de ADN. La
secuencia del ADN consenso de la regién variable de la cadena pesada de 15C4 se usé para disefiar cebadores
para la amplificacion por PCR de la region variable de la cadena pesada. El cebador de PCR de la cadena pesada 5’
codifico el extremo amino de la secuencia sefial y un sitio para la enzima de restricciéon Xbal y una secuenia Kozak
optimizada (5'-CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC CAT GGG GTC AAC CGC CAT CCT CG- 3'; SEC ID N° 53). El
cebador 3’ codificéd el extremo carboxilo de la regién variable, incluida un sitio para BsmB en la hebra sentido natural
(5'-GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTG ACC AGG GTT CC-3'; SEC ID N° 54).

cebador de la cadena pesada 5'alL-1 R1 15C4 (SEC ID N° 53):

5’- CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC C ATG GGG TCA ACC GCC
Xbal Kozak M G S T A

ATC CTCG -3’
I L (SEC ID N°:55)

cebador de la cadena pesada de 3'alL-1 R1 15C4 (SEC ID N° 54):

5'- GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTG ACC AGG GTT CC-3°
T S A S S V T V L T G (SECIDN:56)
BsinBI

Construccion del clon de expresion de la cadena pesada de 1gG1 anti-IL1-R1

El clon de la cadena pesada de longitud completa de alL-1 R1 15C4 se obtuvo del clon pCR4:15C4 cadena pesada
mediante amplificacion con PCR con los ceabdores de la cadena peada de 15C4 de alL-1 R1 5'y 3'. La reaccion de
PCR generé un producto de 442 pares de bases que codifican los 137 residuos de aminoacidos (incluida la
secuencia sefial de la cadena pesada de 19 aminoacidos) de la region variable de la cadena pesada de alL-1 R1
15C4. El producto de la PCR se purificé usando un kit de purificacion QIAquick PCR y después se digirié con Xbal
and SsmBl, se aislo en gel y se purificé usando un kit de extracién en gel QlAquick. Este fragmento que contiente la
region variable de la cadena pesada de alL-1 R1 15C4 completa se ligd después en el vector de expresion en
mamiferos pDSRal 9:higG1CH. El clon de expresion de IgG1 cadena pesada de 15C4 se secuencié su ADN para
confirmar que codificadba el mismo péptido de la region variable de la cadena pesada que se identifico en el
hibridoma 15C4. El vector de expresion final, pDSRa19:15C4 IgG1, cadena pesada, tenia 6173 paresde bases y
contenia las siete regiones funcionales que se describen en la Tabla 8.

Tabla 8

Numero de pares de bases del plasmido

2 a 881 Una sefial de poliadenilacién/terminacion de la transcripcion de la subunidad a de la hormona
glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82;
Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027 Un minigen de dihidrofolato reductasa (DHFR) de ratén que contiene el promotor de DHFR
endégeno de ratéon, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de
poliadenilacidon/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143-7;
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)
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Numero de pares de bases del plasmido

2031 a 3947 [Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen de
replicacion del plasmido en E. coli (Nimero de registro en Genbank J01749)

3949 2 4292  [Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988, Mol. Cell
Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 |Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983, Proc. Natl,
Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 [Intron de SV40 16S, 19S, sefales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama and Berg,
1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 6173 |[El ADNc de IgG1, cadena pesada de 15C4, entre los sitios Xbal y Sall

Construccion de pDSR19:higG2CH

Se construyd un plasmido de expresidon pDSR1a9:region variable humana/regiéon constante humana IgG2
((hVh/hCh2) Mab como resultado de una unién de tres piezas del producto de PCR de la region variable del
anticuerpo humano digerido con Xba\ y BsmBI, un gel aisl6 la regién constante de IgG2 humana digerida con BsmBI
y BsmB (dominios CH2, bisagra, CH2 y CH3).

y un producto pDSRal 9 linealizado. El vector de expresion final, pDSRal 9:regién variable humana/region constante
humana IgG1 (hVh/hCh2) (véase la solicitud de patente provisional de EE.UU. de propiedad conjunta y pendiente de
tramitacion n° 60/370,407, presentada €5 5 de abril de 2002, "Human Anti-OPGL Neutralizing Antibodies As
Selective OPGL Pathway Inhibitors"), tienen 6164 pares dde bases y contiene las 7 regiones funcionales descritas
en la tabla 9.

Tabla 9

Numero de pares de bases del plasmido

?a881 |Una sefal de poliadenilacion/terminacion de la transcripcion de la subunidad a de la hormona
glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Numero
de registro en Genbank X00004)

882 aUn minigen de dihidrofolato reductasa (DHFR) de raton que contiene el promotor de DHFR enddgeno de|
2027 raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de poliadenilacion/terminacion de Ig
transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell
19:355-64; Setzeret al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143-7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260:2307-

14)
2031 alSecuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen de
3947 replicacion del plasmido en E. coli (Nimero de registro en Genbank J01749)
3949 aUn promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol.

4292 8:466-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983, Proc. Natl. Acad,
4565 Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

Q

4574 Intrén de SV40 16S, 19S, sefales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama and Berg, 1983.
4730 Mol. Cell Biol. 3:280-9; Numero de registro en Genbank J02400)

Q

Q

4755 El ADNc de la cadena pesada de hVh/hCh2 , entre los sitios Xbal y Sa/l La secuenca de este fragmento
6164 de la cadea pesada, mas adelante (SEC ID N° 57) con los sitios de restriccion subrayados. Xbal
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Numero de pares de bases del plasmido

TCTAGA CCACCATGGA CATGAGGGTC CCCGCTCAGC TCCTGGGGCT
CCTGCTATTG TGGTTGAGAG GTGCCAGATG TGAGGTCCAG
CTGGTGCAGTCTGGGGGAGG CTTGGTACAT CCTGGGGGGT CCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGGCTCTGGAT TCACCTTCAG TGGCCATGCT TTGCACTGGG
TTCGCCAGGCTCCAGGAAAA GGTCTGGAGT GGGTATCAGG TATTGGTACT
CATGGTGGGACATACTATGC AGACTCCGTG AAGGGCCGAT TCACCATCTC
CAGAGACAATGCCAAGAACT CCTTGTTTCT TCAAATGAAC AGCCTGAGCG
CCGAGGACATGGCTGTGTAT TACTGTACAA GAAGAAACTG

BsmB1
GGGACAATTT GACTACTGGGGCCAGGGAAC CCTGGTCACC GTCTCTAGTG
CCTCCACCAA GGGCCCATCGGTCTITCCCCC TGGCGCCCTG CTCCAGGAGC
ACCTCCGAGA GCACAGCGGCCCTGGGCTGC CTGGTCAAGG ACTACTTCCC
CGAACCGGTG ACGGTGTCGTGGAACTCAGG CGCTCTGACC
AGCGGCGTGC ACACCTTCCC AGCTGTCCTACAGTCCTCAG GACTCTACTC
CCTCAGCAGC GTGGTGACCG TGCCCTCCAGCAACTTCGGC ACCCAGACCT
ACACCTGCAA CGTAGATCAC AAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGACA GTTGAGCGCA AATGTTGTGT
CGAGTGCCCACCGTGCCCAG CACCACCTGT GGCAGGACCG TCAGTCTTCC
TCTTCCCCCCAAAACCCAAG GACACCCTCA TGATCTCCCG GACCCCTGAG
GTCACGTGCGTGGTGGTGGA CGTGAGCCAC GAAGACCCCG
AGGTCCAGTT CAACTGGTACGTGGACGGCG TGGAGGTGCA
TAATGCCAAG ACAAAGCCAC GGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTG TGGTCAGCGT CCTCACCGTT GTGCACCAGGACTGGCTGAA
CGGCAAGGAG TACAAGTGCA AGGTCTCCAA
CAAAGGCCTCCCAGCCCCCA TCGAGAAAAC CATCTCCAAA
ACCAAAGGGC AGCCCCGAGAACCACAGGTG TACACCCTGC
CCCCATCCCG GGAGGAGATG ACCAAGAACCAGGTCAGCCT
GACCTGCCTG GTCAAAGGCT TCTACCCCAG CGACATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGG GCAGCCGGAG AACAACTACA
AGACCACACCTCCCATGCTG GACTCCGACG GCTCCTTCTT CCTCTACAGC
AAGCTCACCGTGGACAAGAG CAGGTGGCAG CAGGGGAACG
TCTTCTCATG CTCCGTGATGCATGAGGCTC TGCACAACCA CTACACGCAG Sall

AAGAGCCTCT CCCTGTCTCCGGGTAAATGA TAAGTCGAC

El plasmido lineal pDSRal 9:higG4CH se prepar6 digiriendo el plasmido pDSR19:regiéon variable humana/regién
constante humana IgG2 con las enzimas de restriccion Xbal y BsmBI para eliminar la regién variable humana y
purificar usando el kit de extraccion QlAquick Gel Extraction kit. El plasmido lineal pDSRal 9:higG2CH que contiene
el dominio de la regiéon constante de IgG2 humana de 1kpb se us6 para aceptar el hibridoma derivado de las
regiones variables del anticuerpo anti-IL-1R1.

Construccion del clon de expresion de la cadena pesada de IgG2 anti-IL1-RI

El fragmento de la regién variable de la cadena pesada de alL-1 R1 15C4, descrito anteriormente, se ligd en el
vector de expresion en mamiferos pDSRal 9:higG2CH. El clon de expresion de IgG2 cadena pesada de 15C4 se
secuencié su ADN para confirmar que codificadba el mismo péptido de la regién variable de la cadena pesada que
se identifico en el hibridoma 15C4. El vector de expresion final, pDSRal 9:15C4 IgG2, cadena pesada, tenia 6161
paresde bases y contenia las siete regiones funcionales que se describen en la Tabla 10.
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Tabla 10

Numero de pares de bases del plasmido

2 a 881 Una sefial de poliadenilacion/terminacion de la transcripcién de la subunidad a de la hormona
glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res,
11:6873-82; Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027  [Un minigen de dihidrofolato reductasa (DHFR) de ratén que contiene el promotor de DHFR

endégeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de
poliadenilacion/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem.
257:5143-7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 |Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen

de replicacion del plasmido en E. coli (Numero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292 [Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacién (Takebe et al., 1988,

Mol. Cell Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 [Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983,

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 |Intrén de SV40 16S, 19S, sefiales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama and

Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:2809; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 6161 [The 15C4 heavy chain IgG2 cDNA between the Xba\ and Sa/l sites

Construcciéon de pDSR19:higG4CH

Se construyé un plasmido de expresion pDSRal9:regiéon variable humana/regidon constante humana IgG4
((hVh/hCh4) Mab como resultado de una unién de tres piezas del producto de PCR de la region variable del
anticuerpo humano digerido con Xba\ y BsmBI, un gel aisl6 la regién constante de IgG4 humana digerida con BsmBI
y Sail (dominios CH2, bisagra, CH2 y CH3) y un pDSRal 9 linealizado. El vector de expresion final, pDSRal 9:regién
variable humana/regiéon constante humana IgG4 (hVh/hCh4) (véase la solicitud de patente provisional de EE.UU. de
propiedad conjunta y pendiente de tramitacién n® 60/370,407, presentada €5 5 de abril de 2002, "Human Anti-OPGL
Neutralizing Antibodies As Selective OPGL Pathway Inhibitors"), tienen 6167 pares de bases y contiene las 7
regiones funcionales descritas en la tabla 11.

Tabla 11

Numero de pares de bases del plasmido

2 a 881

Una sefal de poliadenilacion/terminacion de la transcripcién de la subunidad a de la hormona
glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82;
Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027

Un minigen de dihidrofolato reductasa (DHFR) de raton que contiene el promotor de DHFR
endogeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefales de|
poliadenilaciéon/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143-7;
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947

Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen de|
replicacion del plasmido en E. coli (Nimero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292

Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacion (Takebe et al., 1988, Mol. Cell
Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565

Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983, Proc. Natl|
Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730

Intron de SV40 16S, 19S, sefiales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama and Berg,
1983. Mol. Cell Biol. 3:2809; Numero de registro en Genbank J02400)
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Numero de pares de bases del plasmido

4755 a 6167

El ADNc de la cadena pesada de hVh/hCh4 , entre los sitios Xbal y Sall
fragmento de la cadea pesada, mas adelante (SEC ID N° 58) con los sitios de restriccion|
subrayados:

Xbal -
TCT AGACCACCAT GGACATGAGG GTCCCCGCTC AGCTCCTGGG
GCTCCTGCTA TTGTGGTTGA GAGGTGCCAG ATGTGAGGTC
CAGCTGGTGCAGTCTGGGGG AGGCTTGGTA CATCCTGGGG
GGTCCCTGAG ACTCTCCTGTGCAGGCTCTG GATTCACCTT CAGTGGCCAT
GCTTTGCACT GGGTTCGCCAGGCTCCAGGA AAAGGTCTGG AGTGGGTATC
AGGTATTGGT ACTCATGGTGGGACATACTA TGCAGACTCC GTGAAGGGCC
GATTCACCAT CTCCAGAGACAATGCCAAGA ACTCCTTGTT TCTTCAAATG
AACAGCCTGA GCGCCGAGGACATGGCTGTG TATTACTGTA
CAAGAAGAAA CTGGGGACAA TTTGACTACTGGGGCCAGGG

BsmB1

AACCCTGGTC ACCGTCTCTA GTGCCAGCAC CAAGGGGCCATCCGTICTTCC

CCCTGOGUGLL CIGUTUCCAGO AGCACCTCCG
AGAGCACAGCCGCCCTGGGL TGCCTGGTCA AGGACTACTT
CCCCGAACCG GTGACGGTGTCGTGGAACTC AGGCGCCCTG
ACCAGCGGCG TGCACACCTT CCCGGCTGTCCTACAGTCCT CAGGACTCTA
CTCCCTCAGC AGCGTGGTGA CCGTGCCCTCCAGCAGCTTG GGCACGAAGA
CCTACACCTG CAACGTAGAT CACAAGCCCAGCAACACCAA
GGTGGACAAG AGAGTTGAGT CCAAATATGG TCCCCCATGCCCATCATGCC
CAGCACCTGA GTTCCTGGGG GGACCATCAG TCTTCCTGTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CTCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCACGTGCGTGGT
GGTGGACGTG AGCCAGGAAG ACCCCGAGGT
CCAGTTCAACTGGTACGTGG ATGGCGTGGA GGTGCATAAT
GCCAAGACAA AGCCGCGGGAGGAGCAGTTC AACAGCACGT
ACCGTGTGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGCACCAGGACTG GCTGAACGGC
AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCAACAAAGGCCTCCCGT
CCTCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA
AAGGGCAGCCCCGAGAGCCA CAGGTGTACA CCCTGCCCCC
ATCCCAGGAG GAGATGACCAAGAACCAGGT CAGCCTGACC
TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA CCCCAGCGACATCGCCGTGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA
ACTACAAGACCACGCCTCCC GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC
TACAGCAGGCTAACCGTGGA CAAGAGCAGG TGGCAGGAGG
GGAATGTCTIT CTCATGCTCCGTGATGCATG AGGCTCTGCA CAACCACTAC
Sall
ACACAGAAGA GCCTCTCCCTGTCTCTGGGT AAATGATAAG TCGAC

El plasmido lineal pDSRal 9:hilgG4CH se prepar6 digiriendo el plasmido pDSR19:regién variable humana/regiéon
constante humana IgG4 con las enzimas de restriccion Xbal y BsmBI para eliminar la region variable humana y
purificar usando el kit de extraccion QlAquick Gel Extraction kit. El plasmido lineal pDSRal 9:higG4CH que contiene
el dominio de la regiéon constante de IgG4 humana de 1kpb se usd para aceptar el hibridoma derivado de las

regiones variables del anticuerpo anti-IL-1R1.

El fragmento de la regién variable de la cadena pesada de alL-1 R1 15C4, descrito anteriormente, se ligd en el
vector de expresion en mamiferos pDSRal 9:higG4CH. El clon de expresion de IgG4 cadena pesada de 15C4 se
secuencio su ADN para confirmar que codificaba el mismo péptido de la regién variable de la cadena pesada que se
identificé en el hibridoma 15C4. El vector de expresion final, pDSRal 9:15C4 IgG4, cadena pesada, tenia 6164

paresde bases y contenia las siete regiones funcionales que se describen en la Tabla 12.
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Tabla 12

Numero de pares de bases del plasmido

2 a 881 Una sefial de poliadenilacion/terminacion de la transcripcién de la subunidad a de la hormona
glicoproteica de la hipdfisis bovina (a-FSH) (Goodwin et al., 1983, Nucleic Acids Res,
11:6873-82; Numero de registro en Genbank X00004)

882 a 2027  |Un minigen de dihidrofolato reductasa (DHFR) de raton que contiene el promotor de DHFR
endégeno de raton, las secuencias de codificacion de ADNc y las sefiales de
poliadenilacion/terminacion de la transcripcion (Gasser et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19: 355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem.
257:5143-7; McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260: 2307-14)

2031 a 3947 |Secuencias de pBR322 que contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina y el origen|
de replicacion del plasmido en E. coli (NUmero de registro en Genbank J01749)

3949 a 4292 [Un promotor temprano de SV40, potenciador y origen de replicacién (Takebe et al., 1988,
Mol. Cell Biol. 8: 466:-72; Numero de registro en Genbank J02400)

4299 a 4565 |Un elemento potenciador de la traduccion del dominio LTR de HTLV-1 (Seiki et al., 1983,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Numero de registro en Genbank J02029)

4574 a 4730 |Intrén de SV40 16S, 19S, sefiales de corte y empalme de donante/aceptor (Okayama and
Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:2809; Numero de registro en Genbank J02400)

4755 a 6164 |EI ADNc de IgG2, cadena pesada de 15C4, entre los sitios Xbal y Sa/l

Ejemplo 7

Expresion de anticuerpos anti-IL-1 R1 en células de ovario de hamster chino (CHO)

Los anticuerpos anti-IL-1 R1 recombinantes se generan en células de ovario de hamster chino, especificamente
CHO AM-1/D, como se divulga en la patente de EE.UU. n° . 6,210,924. En resument, las secuencias de ADN que
codifican las cadenas pesada o ligera completas de cada anticuerpo anti-IL-1 R1 de la invencion se clonan en
vectores de expresion. Las células CHO AM-1/D se co-transfeccionan con un vector de expresion capaz de exresar
una cadena pesada completa y un vector de expresion que expresa la cadena ligera completa del anticuerpo anti-IL-
1 R1 adecuado. Por ejemplo, para generar el anticuerpo 26F5, las células se co-transfeccionan con un vector capaz
de expresar una cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la SEC ID
N° 38 y un vector capaz de expresar una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos
como se expone en la SEC ID N° 20, la SEC ID N° 22 o la SEC ID N° 24. Para generar el el anticuerpo 27F2, las
células se co-transfeccionan con un vector capaz de expresar una cadena ligera completa que comprende la
secuencia de aminoacidos como se expone en la SEC ID N° 38; y un vector capaz de expresar una cadena pesada
completa que comprende la secuencia de aminoacidos que se expone en la SEC ID N°ID N° 26, la SEC ID N° 28 o
la SEC ID N° 30. Para generar el el anticuerpo 15C4, las células se co-transfeccionan con un vector capaz de
expresar una cadena ligera completa que comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la SEC ID N°
40; y un vector capaz de expresar una cadena pesada completa que comprende la secuencia de aminoacidos que
se expone en la SEC ID N°ID N° 32, la SEC ID N° 34 o la SEC ID N° 36. En la Tabla 13 se resumen las cadenas
ligera y pesada completas para los diversos anticuerpos de IL-1 R1. La designacion ".../IgG_" describe la secuencia
de la regién constante del anticuerpo concreto.

Tabla 13
IAnticuerpo Region variable de la cadena pesada + regién constantelCadena pesada completa
de la cadena pesada
26F5/1gG1 (nucledtido) SEC ID N°9 +SEC ID N° 1 SEC ID N° 19
26F5/IgG1 (aminoacido) |SEC ID N° 10 +SEC ID N° 2 SEC ID N° 20
P6F5/1gG2 (nucledtido) SEC IDN°9 +SEC IDN° 5 SEC ID N° 21
26F5/IgG2 (aminoacido) |SEC ID N° 10 +SEC ID N° 6 SEC ID N° 22
26F5/IgG4 (nucledtido) SEC IDN°9 +SEC ID N° 7 SEC ID N° 23
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IAnticuerpo Region variable de la cadena pesada + regién constantelCadena pesada completa
de la cadena pesada
26F5/IgG4 (aminoacido) |SEC ID N° 10 +SEC ID N° 8 SEC ID N° 24
27F2/IgG1 (nucledtido) SEC ID N° 13 +SEC ID N° 1 SEC ID N° 25
27F2/IgG1 (aminoacido) |SEC ID N° 14 +SEC ID N° 2 SEC ID N° 26
27F2/IgG2 (nucledtido) SEC IDN° 13 +SEC ID N° 5 SEC ID N° 27
27F2/IgG2 (aminoacido) |SEC ID N° 14 +SEC ID N° 6 SEC ID N° 28
27F2/IgG4 (nucledtido) SEC IDN° 13 +SECIDN°7 SEC ID N° 29
27F2/IlgG4 (aminoacido) |SEC ID N° 14 +SEC ID N° 8 SEC ID N° 30
15C4/IgG1 (nucledtido) SEC ID N° 15 +SEC ID N° 1 SEC ID N° 31
15C4/lgG1 (aminoacido) |SEC ID N° 16 +SEC ID N° 2 SEC ID N° 32
15C4/gG2 (nucledtido) SEC IDN° 15 +SEC ID N° 5 SEC ID N° 33
15C4/lgG2 (aminoacido) |SEC ID N° 16 +SEC ID N° 6 SEC ID N° 34
15C4/lgG4 (nucledtido) SEC IDN°15+ SECIDN° 7 SEC ID N° 35
15C4/lgG4 (aminoacido) [SEC ID N° 16 + SEQIDNO:8 SEC ID N° 36
IAnticuerpo Region variable de la cadena ligera + region constante delCadena ligera completa
la cadena ligera

26F5/27F2 (nucledtido)  |SEC ID N° 11 + SEC ID N°3 SEC ID N°37
P6F5/27F2 (aminoacido) |SEC ID N°12 + SEC ID N° 4 SEC ID N°38
15C4 (nucledtido) SEC ID N°17 + SEC ID N° 3 SEC ID N° 39
15C4 (aminodcido) SEC ID N°18 + SEC ID N° 4 SEC ID N° 40

La expresion estable de anticuerpos anti-IL-1 R1 se consigue contransfeccionado células CHO AM-1/D deficientes
en dihidrofolato reductasa (DHFR) con los vectores de expresion. Las transfecciones se llevan a cabo usando
técnicas estandar (coprecipitacién en fosfato célcico) y seleccion de DHFR. Las colonias transfeccionadas se aislan
y cultivan hasta confluencia en placas de 24 pocillos. Los anticuerpos producidos por las células transfeccionadas se
analizan para determinar su plegamiento adecuado y la actividad neutralizante Se seleccionan los clones
hiperproductores de anticuerpos anti-IL.-1 R1 adecuadamente plegados de los isotipos IgG1, IgG2, e IgG4 y los
anticuerpos se purifican como se describe mas adelante.

Ejemplo 8

Produccion de anticuerpo anti-IL-1 R1

Los anticuerpos anti-IL-1 R1 se producen mediante expresion en una linea clonal de células CHO. Para cada ciclo
de produccidn, las células de un solo vial se descongelan en medios de cultivo celular sin suero. Las células se
cultivan inicialmente en un matraz T y se expanden en serie a través de una serie de matraces giratorios hsta que se
ha generado suficiente indculo para sembrar un biorreactor de 20 I. Tras cultivar durante 5-10 dias, el cultivo se usa
después para inocular un biorreactor de 300 I. Tras cultivar durante 5-10 dias adicionales, el cultivo se usa para
inocular un biorreactor de 2000 I. La produccion se lleva a cabo en un biorreactor de 2000 | usando un cultivo
discontinuo en el que se afiade un alimento nutriente que contiene componentes de medio concentrado para
mantener el crecimiento celular y la viabilidad del cultivo. La producciéon dura aproximadamente dos semanas,
durante las cuales las células producen anticuerpo anti-IL1-R1 de forma constitutiva y lo secretan al medio de cultivo
celular.

El reactor de produccién esta controlado a un pH y temperatuda fjados y a un nivel de oxigeno disuelto. El Ph se
controla con gas diéxido de carbono y con la adicion de carbonato sédico; el oxigeno disuelto se controla con flujos
de aire, nitrégeno y oxigeno.

Al final de la produccidn, el caldo celular se introduce en una centrifuga de apliamiento de discos y el sobrenadante
del cultivo se separa de las células. El concentrado se aclara después a través de un filtro en profundidad, seguido
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de un filtro de 0,2 mm. El medio acondicionado aclarado se concentra después mediante ultrafiltracion de flujo
tangencial. EI medio acondicionado se concentra por 15-30. El medio acondicionado concentrado resultante se
procesa mediante purificacién o se congela para purificacion posterior.

Ejemplo 9

Mapeo del epitopo usando proteinas de fusion con avidina

Para generar proteinas de fusiéon con avidina, el ADNc que codifica avidina de pollo (con secuencia sefial endégena)
se unio con el extremo 5 de ADNc que codifican los dominios extracelulares maduros de IL-1 R1 humanos o de
cinomolgos condensados a una secuencia marcadora FLAG en el extremo 3'. Los genes de fusién marcados con
FLAG se ensamblaron en un vector pALTERMAX usando técnicas moleculares convencionales. La secuencia de
aminoacidos de la proteina de fusiéon IL-1R1 humana-avidina se muestra en la Figura 23 (SEC ID N° 59). La
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion IL-1R1 de cinomolgos-avidina se muestra en la Figura 24 (SEC
ID N° 60). Un panel de proteinas cynolL-1R1-FLAG-avidina en las que los aminoacids humanos s ehabian sustiudio
para los residuos correspondientes de cinomolgos se generd usando el sistema de mutagénesis Altered Sites I
Mammalian In Vitro Mutagenesis System (Promega Corp.). Las mutaciones se ilustran en la figura 24.

Los plasmidos que codifican las proteinas mutantes y silvestres avidina-cynolL-1 R asi como la proteina avidina-
hulL-1 RI-FLAG se transfeccionaron de forma transitoria en células 293T usando el reactivo de transfeccion
Cytofectine (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los transfectantes simulados se usaron como controles negativos. La unién
del anticuerpo monoclonal (MAb) anti-hulL-1 RI a estas proteinas se evalué mediante transferencia Western y
ensayos de unién con perlas usando medio acondicionado (CM) recogido de las células transfeccionadas.

Para el analisis de transferencia Western, el CM se diluyd 1:3 en tampén de muestra de SDS no reductor, se llevo a
ebullicién durante 5-10 minutos y se cargdé en geles de Tris al 10 %-glicina. Tras SDS-PAGE y transferencia
Western, las membranas se bloquearon cn BSA al 3 %/ovoalbimina al 1 % en PBS/Tween-20 al 0,1% (PBST) y se
tifiern con los Mab anti-hulL-1 RI. Para la deteccién secundaria se us6 un anticuerpo IgG- Fc-H RP anti-humano de
cabra (Pierce Chemical Co.) diluido a 1:15.000 en PBST. La deteccion de anti-FLAG se us6 para normalizar la carga
de proteinas. La captura de imagenes y la densitometria se realizaro usnado un sistema de imagenes digital
FluorChem 8000 (Alpha Innotech Corp.). Las intensidades de la sefial para los MAb anti-hulL-1 Rl se normalizaron
frente a los valores para el anticuerpo nti-FLAG para contar la variacién de la carga de proteinas. La union del
anticuerpo se expresién como un porcentaje de la unién al IL-1 R1 humano-avidina-FLAG.

Los resultados de la transferencia Western se muestran en la Figura 25A. La Figura 25B muestra el andlisis
densitométrico de un conjunto duplicado de experimentos de transferencia de tipo Western. Los residuos humanos
criticos para la unién del anticuerpo sin aquéllos que restablecen la sefal cuando se sustituyen en cyno-IL-1 R1. En
general, las mutaciones 1y 2 (ilustradas en la Figura 25), solas o en combinacion, restablecieorn la uniéon a muchos
de los anticuerpos (15C4/IgG2, 5B8, 1C2, 24H2, 16E9, 26E4 y 20G1) mientras que las mutaciones 10.1 and 10.2 no
lo hicieron. Ninguno de estos anticuerpos se encontré que era el cynolL-1 R1 silvestre. Dos anticuerpos (27F2 and
19C8) se unieron de forma consistente a las proteinas mutantes, asi como a cynolL-1 R1 silvestre. Esto sugiri6 que
el epitopo 4 (residuos Y279-V281 de cynolL-1 R1), identificado en las proteinas paralogas de rata/humanas y que no
variaba en cynolL-1 R1 de cinomolgo era el epitopo dominante para estos anticuerpos. El epitopo 4 esté en negrita y
subrayado en la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 24.

En los ensayos de union multiplexados basados en perias, las proteinas de fusidon de avidina se capturaron mediante
incubacion del CM con perlas fluorescentes revestidas con biotina, un conjunto de perlas por proteina de perfusion
(Beadlyte Multi-Biotin 10plex Bead Kit; Upstate Biotechnologies). Las perlas se lavaron y combinaron en PBST y se
alicuotaron en los pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo con filtro (Millipore Corp.). Los anticuerpos (anti-hulL-
1 Rl o anti-FLAG MADb) se afadieron a 25 ng/ml y se incubaron durante 1 hora. Las perlas se lavaron de nuevo y una
mezcla de anticuerpo IgG anti-ratéon conjugada con ficoertirina e 1IgG ((Fab'); anti-humana se us6 para detectar la
unién del anticuerpo. Tras 1 hora de incubacién, las perlas se lavaron y resuspendieron en PBST. Las intenstidades
medias de fluorescencia (IMF) se midieron usando un Luminex 100 (Luminex Corp). Los datos se normalizaron
usando los valores de IMF para la union de Mab Anti-FLAG para representar la variacién en la carga proteica. La
union del anticuerpo se expred como un porcentaje de la unién al IL-1 R1 humano-avidina-FLAG (Figura 26). El
patréon de unién de los anticuerpos anti-IL- 1R1 a las proteinas avidina-cynolLl R1 -FLAG mutadas con residuos
humanos, asi como las proteinas de IL-1 R1 silvestres humanas y de cinomolgos fue consistente con el analisis de
inmunotransferencia en la Figura 25.
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ser Lys

95

Thr
110

Ala

Phe Glu

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Phe

60

120

180

240

300

360

417



10

15

atggaagccc
gaaattgtgt
ckctectgea
ggccaggete
aggttcagtyg
gaagatttty

ggagggacca

cagctcagct
tgacacagte
gggccagtca
ccaggctect
gcagtgggte
cagtttatta

aggtggagat

ES 2 384

tetetteete
tecagecace
gagtgttage
catctatgat
tgggacagac
ctgtecageag

caaa

379 T3

ctgctactet
ctgtctttgt
agctacttag
gcatccaaca
ttcactctca

cgtagcaact

<210> 12

<211> 128

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12

Met ¢ilu Ala Pro Ala Glo Leu Leu Phe Leau

Asp Thr Thr Gly dlu Ile Val Leu Thr Gln
20 25

Leu Ser Pro Gly Glu Arxrg Ala Thr Leu Ser
3s 490

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
50 55

Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Asn Axrg
65 70

Arg Phe Ser @ly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
85 20

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr
100 108

Asn Trp Pro Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly
11s 120

<210> 13

<211> 417

<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<400> 13

56

gagctcccaga
ctecagggga
cctggtacea
gggccactgg
ccatcagcag

gaccteeget

Leu Leu Leu Trp Leu Pro

Ser Pro Ala Thr Leu Ser

Cys Arg Ala Ser Gln Ser

45

Lys Pro Gly Glm Ala Pro

60

Ala Thr Gly Ile Pro Ala

75

Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Tyr Cys Gin Gln Arg Ser

Thr Lys Val Glu Ile Lys

taccaccgga
aagagecace
acagaaacct
cateccagec
cctagagecet

cactttegge

15

80

25

110

125

&0

120

180

240

300

360

304



10

15

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagtgt
ggcaaggggoc
ggctecgtga
caaatgaaca

tttgactggt

ggctgagctg
tggagtctag
ctggattcac
tggagtgggt
ggggcegatt
gcckgagage

tattatttga

ES 2384379 T3

ggttttecte
gggaggcgtg
cttecagtaac
ggcagctata
caccatctce
cgaggacacyg

gtattgaggc

gttgetettt
gtecagectyg
tatggcatac
tggaatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt

cagggaaccec

<210> 14
<211>139

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Glu Fhe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu
1 S 10

Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu fer
20 25

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
35 40

Ser aAsn Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln
50 55

Glu Trp Val Ala Alz Ile Txp Asn Asp Gly
&5 70

Gly Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser
8s S0

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg
100 105

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Axrg Tyr Phe Asp
115 120

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
130 135

<210> 15

<211> 411

<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<400> 15

57

taagaggtgt
ggaggtcect
actgggtccg
gagaaaataa
ccaagaacac
actgtgegag

tagtcaccgt

Val Ala Leu Leu Arg Gly

Gly Gly Gly val val Gln

Val Ser Gly Phe Thr FPhe

45

Ala Pro Gly Lys Gly Leu

60

Glu Asn Lys His His Ala

758

Arg Asp Aen Ser Lys Asn

Ala Qlu Asp Thr Ala Val

Trp Leu Leu Phe Glu Tyr

ccagtgteag
gagactetcee
cRaggctoca
acaccatgca
gctgtatctg
aggacgatat

ctctagt

30

80

24

110

125

Ser

60

120

180

249

200

360

417



10

15

atggggtcaa
gtgecagetga
tgtaagggtt
gggaaaggee
ccgtectteco
cagtggagca

ctegactact

cegecatcoet
tgecagtctgg
ctggatacag
tggagtggat
aaggceaggt
gcetgaaggo

ttgactactg

<210> 16
<211> 137
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Met
1l

Val
Pro

Ser

Glu
65

Pro

Ala

Tyr

Gln

<210> 17
<211> 378
<212> ADN

Gly

Gly

Phe
50

Trp

Ser

Thr

Phe

Gly
130

Ser

Ala

Glu

3as

His

Met

Phe

Cys
115

Thr

<213> Homo Sapiens

<400> 17

Thr
Glu
20

Ser

Gly

Gln
Leu
100

Ala

Leu

ES 2384379 T3

cgeeccteoete
agcagaggtg
ctttteootte
ggggatcatc
caccatctea

ctcggacacce

gggecaggga

Ala Ile Leu

Val Glo

Leu Lys Ile

Tle Ala

55

Ile Ile

70

His

Gly Gln Val

85

Gln

Gln

val
135

ctggetgtte
aaaaagcccg
cactggatcg
catceeggtg
gecgacaact
gccatgtatt

accectggtea

tccaaggagt
gggagtctet
cctggatgey
cctetgatac
ccaacagege
tergtgegag

cegtototag

ctgtgecgag
gaagatctce
ecagatgeee
cagatacagce
cacctacety
acaaagggaa

t

Leu

Trp

Ser

Val

Ala

Met

Ser

40

val

Pro

Thr

Ser

Glu

120

Ser

58

Leu

Gln
25

Cys

Arg

Gly

Ile
Leu
108

Leu

Ser

Ley
10

Leu Ala

Ser Gly Ala

Lys Gly Ser

Gln Met Pro

60
Ala Ser
75

Asp

Ser Ala

90

Asp
Ser

Lys

Asp Tyr Fhe

val Leu

Glu val
30

Gly Tyr
45

Gly Lys

Thr Arg

Asn Ser

Asp Thr
110

Aap Tyr
125

Gln
15
Lys

Ser

Gly

Asn
85

Ala

Trp

Gly

Lys

Phe

Leu

Ser
8o

Ser

Met

Gly

60

120

180

240

300

360

411



10

15

atgtegecat
attgtgetga
acctgecggyg
cagtctccaa
ttcagtggca
gatgetgecay

accaaggtgg

cacaactcat
ctecagtetee
ccagtcagag
agcteccteat
gtggatctgg
cgtattactg

agatcaaa

ES 2384379 T3

tgagtttctg
agactttecag
cattggtagt
caagtatget
gacagattte

tcateagagt

ctgectctggag
teotgegacte
agcttacact
tecccagtect
aceetcacea

agtagtttac

<210> 18

<211> 126

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 18

ttccagecte
caaaggagaa
ggtaccagea
tctcaggggt
tcaatagect

ctcetcacttt

caggggtgaa

agtcaccaktc
gaaaccagat
cccetegagg
ggaagctgaa

cggcggaygyy

Met Ser Pro Ber

1

Ser Arg Gly Glu

20

Thr Pro Lys Glu

35

Gly Ser Ser Leu

50

Leu Leu Ile Lys

65

Phe Ser Gly Ser

Leu Glu Ala Glu

Leu Pro Leu

Gln

Ile

Lys

His

Gly
85

Asp

100

Thr

Leu Ile Gly

Val Lau Thr

Val Thr ‘Ile

40

Trp Tyr Gln
85

Ala Ser Gln
70
Ser Gly Thr

Ala Ala RAla

Phe Gly Gly

Fhe

Gln
25

Gln

Ser

Asp

Tyr

Gly

Leu Leu
10

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

Fhe Ser
75

Phe Thr
[0

Tyr Cys

105

Thr Lys

Leu

Asp

Ala

60

Gly

Leu

His

Val

Trp Val

Phe Gln
30

Ser Gln
45

Gln Ber
Val Pro

Ile

Gln Ser

Glu Ile

Pro

15

Ser

Ser

Pro

Ser

Asn

95

Ser

110

Lys

Ala

Val

Ile

Lys

Arg

Ser

Sexr

118 120

<210>19

<211> 1407

<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<400> 19

59

125

60

120

180

240

00

360

378



atggagtttyg
gtgcagetgg
tgtgcagcgt
ggcaagggac
cactcegtga
caaatgaaca
ttegactgge
tccaccaagg
acagcggccec
aactcaggcg
ctctactecce
atctgcaacy
tecttgtgaca
tcagtcttce
gtcacatgcyg
gtggacggcyg
acgtacegtyg
tacaagtgca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtgag
gactoegacy
caggggaacyg

dagagectet

ggetgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgagt
ggggccgatt
gccogagagce
tattatttga
gcccatcocggt
tgggctgcct
cectgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tettececce
tggtggtgga
tggaggtgea
tggtcagegt
aggtctccaa
ageccecgaga
aggteagect
agagcaatgg
getecttott
tctteteatg

ccetgtetec

ES 2384379 T3

ggtcttecte
gggaggegtg
cttcagcaac
ggcaggeatt
caccatctee
cgaggacacg
gttctggagce
cttecececty
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgty
gcecagcaac
atgecccaccg
aaaacccaag
cgtgagecoac
taatgccaayg
cctcacegte
caaagccete
accacaggtg
gacctgectg
geagecggay
cctetatage
cteecgtgatg

gggtaaa

gttgctettt
gteeagectg
tatggeatge
tggaatgaty
agagacaatt
gctgtgtatkt
cagggaaccc
gcaeccteck
tacttccecg
accttccegg
coctecagea
accaaggtygg
tgccecageac
gacaccctea
gaagaccctg
acaaagccege
ctgcaccagq
ccagecgeca
tacaceetge
gtcaaagget
aacaactaca
aagctcaceg

catgaggcte

<210> 20

<211> 469

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20

60

taagagatgt
ggaggtecct
actgggtceg
gaattaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tggtecaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtectaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatectceccg
aggtcaagtt
gggaggagea
agtggectgaa
tcgagaaaac
coecateecg
tctatcecag
agaccacgcec
tggacaagayg

tgcacaacea

ccagtgtcag
gagactctec
ccaggeteca
ataceatgca
gotgtatetg
agcacggtct
ctetagtgcc
ctctgggggce
ggtgtegtyg
gtccteagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccy
gaccecctgag
caactggtacg
gtacaacagc
tggcaagaag
catctcecaaa
ggatgagctg
cgacategee
tcecgtgetg
caggtggeag

etacacgeag

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407



Met

Val

Pro

Ser

Glu

65

His

Thr

Pro

145

Thr

Pro

Thr

Asn

225

Ser

Leu

Glu
Gln
aly
Asn

S0

TIp
Ser

Leu

Gly
130

Ser

Val
Ala

val

210.

His

Cys

Gly

Met

Phe

Cys

Arg

35

Tyr

Val

val

Cys

115

Gln

Val

Ala

Ser

val

l9s

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile
275

Gly
Gln
20

Ser

Gly

Ala

Leu
100
Ala
Gly
Phe

Leu

Trp
180
Letu
BSer
Pro
Lys
Pro

260

Ser

ES 2384379 T3

Leu

Val

Leu

Met

Gly

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

Gly

168

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

245

Ser

Axg

Ser

Gln

Arg

His

Ile

70

Met

Ala

Lau

Leu
150

Cys

Ser

Sar

Ser

Asn

230

His

Val

Thr

Trp

Leu

Lau

55

Phe

Asn

Axg

Val

135

Ala

Leu

Gly

Ser

val

Val

Ser

40

Val

Asn

Thr

Ser

Ser

120

Thr

Pro

val

Ala

Gly
200

Leu Gly

215

Thr

Thr

Phe

Pro

Lys

Leu

Glu
280

61

Phe

Glu
25

Cys

Arg

Asp

Ile

Pro

105

Phe

val

Ser

Lys

Leu

185

Leu

val

Pro

Phe

265

val

Leu Val
10

Ser Gly

Ala Ala

@Gln ala

Gly Ile
75

Ser Arg
90

Arg Ala

Asp Trp
Ser Ser

Ser Lys
155

Asp Tyr
170

Thr Ser

Tyr Ser
Gln Thr

Asp Lys
235

Pro Cys
250

Pro Pxo

Thr Cys

Ala
Gly
Ser
Pro
60

Asn
Asp
Glu
Leu
Ala
140
Ser

Phe

Gly

220

Lys

Pro

Lys

Val

Leu

Leu

Gly Val

aly

45

Gly

Lys

Asn

Asp

Leu

125

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

205

Ile

Val

Ala

Pro

Val
285

30

Phe

Lya

Sar

Thr

110

Phe

Thr

Ser

Glu

His

190

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

270

Val

Arg
15

vVal
Thr
Cly
His
Lys
a5

Ala
Glu
Lys
Gly
Pro
175
Thr
val
Asn
Pro
Glu
258

hsp

Asp

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
50

Asn
val
Phe
Gly
Gly
160
val
Phe
val
val
Lye
240

Leu

Thr

val .



ES 2384379 T3

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asp Trp Tyr Val Asp Gly Val
280 295 300

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
305 310 ’ 318 320

Thr Tyr Arg Val Vval Ser Val Leu Thr Val Ley His Gln Asp Trp Leu
325 330 - 338

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
340 345 50

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys ARlx Lys Gly @ln Pro Arg Glu Pro
ass 369 365

Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln
37¢ 378 380

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
385 3920 395 400

val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
408 410 415

Proe Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
420 425 430

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
435 440 445

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
4506 458 460

Leu Ber Pro Gly Lys
465

<210> 21

<211> 1395

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 21

62



atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagegt
ggcaagggogce
cactcogtga
caaatgaaca
ttcgactggce
tccaccaagg

acagcggece

aactcaggcey
ctctactcee
acctgcaacyg
tgttgtgteg
ttccooecaa
gtggtggacg
gaggtgeata
atcagegtee
gtctecaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgage
tecttetteo
ttcteatget

ctgtetecyy

ggctgagetg

tggagtctgg

-etggattcac

tggagtgggt
ggggecgatt
gcccgagage
tattatttga
gcecateggt

tgggctgect

ctctgaccag
tcagcagegt
tagatcacaa
agtgeccace
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgttgt
aaggectcce
cacaggtgta
cctgectggt
ageccggagaa
tctacagcaa
cegtgatgcea

gtaaa

ES 2384379 T3

ggtcttccte
gggaggcgtg
cttcagcaac
ggcaggcatt
caccatctece
cgaggacacg
gttctggggc
cttceecctyg

ggtcaaggac

cggegtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
gtgcccagea
caccctcatg
agaccecgag
aaagccacgg
gcaccaggac
ageeeeeate
caccctgeee
caaaggctte
caactacaag
gctcaccgtg

tgaggctetyg

gttgctettt
gtccagcctyg
tatggcatge
tggaatgatg
agagacaatt
gctgtgtact
cagggaaccc
gegecctget

tacttcecoecyg

acctteccag
ccetecagea
accaaggtgg
ccacctgtag
atcteccgga
gtccagttea
gaggaécagt
tggctgaacg
gagaaaacca
ccatccoggg
taccecageyg
accacacctc
gacaagagca

¢acaaccact

<210> 22

<211> 465

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22

63

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaattaataa
ccaagaacac
actgtgegag
tggtcacegt
ccaggagcoac

aaccggtgac

ctgtectaca
actteggcac
acaagacagt
caggacegtc
cecectgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta
tcteocaaaac
aggagatgac
acatecgeegt
ccatgctgga
ggtggcagea

acacgcagaa

gccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcea
ataccatgca
getgtatetg
agcacggtct
ctctagtgee
ctecgagage

ggtgtcgtgy

gtcctcagga
ceagacctac
tgagcgcaaa
agtecttecte
cacgtgcgtg
ggacggcgtg
gttccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
c¢tecgacgge
ggggaacgtc

gageetetee

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

g00

560

1020

1c80

1140

1200

1260

1320

1380

1398



Met

Val

Pro

Ser

Glu

&5

His

Glu

aln

Gly

Asn
S0

Trp

Ser

Leu

Phe

Cys

Arg

is

val

val

Gly Leu
5

Gln Vval
20

Ser Leu

Gly Met

Ala Gly

Arg Gly

as

Leu Gln
100

ES 2384379 T3

Ser

Gln

Arg

His

Ile

70

Arg

Met

Trp

Leu

Leu

S5

Trp

Phe

val

Val

Ser

40

Val

Ser

64

Phe
Glu

25

cys

Asp

Ile

105

Leu val
10

Ser Gly

hAla Ala

Gln Ala

Gly Ile
75

Ser Arg
90

Arg Ala

Ala

aly

Ser

Pro

80

Asn

ABp

Glu

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys

Asn

Rep

Lau

val
30

Phe

Lys

Ser

Thr
110

Arg
15

val
Thr
Gly
His
Lys

95

Ala

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
80

Asn_

val



Tyr

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

225

Cys

Ser

Pro
Ala
308

Val

Thr

" Leu

Cys
38s

Ser

Asp

Tyr
Gly
130

Ser

Val
Ala
val
210
His
Cys
Val
Thr
Glu
280
Lys
ser
Lys
Ile
Pro
370
Leu

Asn

Ser

Cys

115

Gln

Vval

Ala

Ser

val

155

Pro

Lys

val

Phe

Pro

278

Val

Thr

val

Cys

Ser

358

Pro

Val

Gly

Asp

Ala

aly

Phe

Leu

Trp
180
Leu
Ser
Pro
Glu
Len
260
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
340
Lys
Ser
Lys

Gln

Gly
420

Arg Ala

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys
245
Phe
Val
Phe
Pro
Thr

325

val

Arg
Gly
Pro

405

Ser

Leu

Leu
150

Cys
Ser
Ser
Asn
Agn
230
Pro
Pro
Thr
Asn
310
Val
Ser
Lys
olu
Phe
390

Glu

Phe

ES 2384379 T3

val

135

Ala

Leu

Gly

Ser

Phe

215

Thr

Pro

Pro

Cys

Trp

295

Glu

Val

Agn

Gly

Glu

37s

Asgn

Phe

Ser

120

Thx

Pro

Val

Ala

Gly

200

Gly

Lys

Cys

Lys

Val
280

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

360

Met

Pro

han

Leu

Phe Asp Trp

Val

Cys

Lys

Leu

185

Leu

Thr

val

Bro

Pro

265

Vval

Val

Gln

Gln

Gly

345

Pro

Thr

Ser

Tyr

425

65

Ser
Ser
Asp

170

Thr

Gln
Asp
ala
250
Lys
Val
ASPp
Phe
Asp

330

Ley

Lys
Asp
Lye
410

Ser

Ser

155

Tyr

Ser

Ser

Lys

235

Pro

Asp

Asp

3ly

Asn

315

Pro

Glu

Asn

Ile

395

Thr

Lys

Leu

ala

140

Ser

Phe

Gly

Leu

220

Thr

Pro

Thr

val

val

300

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

380

Ala

Leu

Leu
125
Seyx
Thr
Pro
val
Ser
205
Thr
Val
Val
Leu
Sar

285

Glu

ABND
Pro
Gln
365
val

val

Pro

Phe

Thx

Ser

Glu

His

190

Ser

cys

Glu

aAla

Met

270

Hie

val

Phe

Gly

Ile

350

Val

Ser

Glu

Pro

val
430

Glu
Lys
Glu
Pro
175
Thx
val
Aen
Arg
Gly
255
Ile
Glu
Hie
Arg
Lys

335

Glu

Tyr

Leu

Met
415

Asp

Phe

Gly

Ser

160

val

Phe

val

val

Lys

240

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

320

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

400

Leu

Lys



ser Arg Trp Gln Glan Gly Aen Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

435

ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

450

Lys
465

<210> 23
<211> 1398
5 <212> ADN
<213> homo sapiens

<400> 23

atggagttty
atgcagetgg
tgtgcagegt
ggcaaggggc
cacteegtga
caaatgaaca
ttcgactgg&
agcaccaagg
acageegecc
aacteaggey
ctotactcec
acctgcaacyg
tatggtccece
¢ctgttecece
gtggtagtyy
gtggaggtgc
gtggtcageg
aaggtectcea
cagececgay
caggteages
gagagecaatg
ggctcecttet

gtetteoteat

ggctgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
ggggccgatt
gccocgagage
tattatttga
ggceatccegt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tagatcacaa
catgcccate
caasacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
teckcacegt
acaaaggect
agecacaggt
tgacctgeet
ggcagoeogga
tcetctacag

gcteegtgak

tecctgtete tgggtaaa

ES 2384379 T3

440

455

ggtcttcete
gagaggegtg
cttcagcaac
ggcaggcatt
caccatckge
cgaggacacg
gttctggggce
cttocecceoctg
ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgaccgty
gcecagecaae
atgcccagea
agacactcete
ggaagaccoee

gacaaagcceg

-cetgeoaccag

ceegecctee
gtacacectg
ggtoaaagge
gaacaactac
caggctaace

gecatgagget

gttgctcttt
gtccagectyg
tatggcatge
tggaatgatyg
agagacaatt
goctgtgtatt
cagggaacee
gecgeoctget
tactteceey
accttcoeegy
ceeteccagea
accaaggtgg
cctgagtteo
atgatctcec
gaggtcecagt
cgggaggagc
gacktggetga
atcgagaaaa
cececateec
ttotaceeea
aagaccacge
gtgracaaga

ctgcacaacce

66

145

450

taagaggtgt
ggaggteect
actygggtecg
gaattaataa
ccaagaacac
actgtgcgay
tggtcaccgt
Tcaggagcac
aaccggtgac
ctgtectaca
gcttygggeac
acaagagagt
tggggggacc
ggacccctya
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ceateteocaa
aggaggagat
gogacateoge
cteoegtget
gcaggtggea

actacacaca

ccagtgtcag
gagactcteo
ccaggctcoea
ataccatgca
gctgtatctg
agcacggtct
ctetagtgee
ctocogagage
ggtgtegtag
gteoteagga
gaagacctac
tgagtccaaa
atcagtotte
ggtcacgtge
cgtggatgge
cacgtaccgt
gtacaagtge
agccaaagsg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactcegac
ggaggggaat

gaagagecte

60
120
lao
240
300
380
420
4890
540
600
660_
720
780
B840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1358



<210> 24

<211> 466

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

ES 2384379 T3

67



ES 2384379 T3

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly
val Gln Cys Gln Val Glan Leu val Glu Ser Gly 6ly Gly Val Val @lmn
20 25 g
Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Rla Ser Gly Phe Thr Phe
Ser Asn Tyr Gly Met His Trp Val Arg Glm Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ala Gly Ile Trp Asn Asp Gly Ile Asn Lys Tyr His Ala
&5 70 75 O 80

His Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
BS 90 95

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Pro Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 1106

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Arg Ser Phe Asp Trp Leu Leu Phe Glu Phe
115 120 125

Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
130 135 140

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser
145 150 155 160

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
168§ 170 175

Thx Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
180 185 150

Pro -Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val val
188 200 208

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val
210 215 220

Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val @Glu Ser Lys
228 230 238 240

Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Glu Gly Gly
245 250 255

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thxr Leu Met Ile

68



Ser
Asp
Asn
305
val
Glu
Lys
Thr
Thr
385
Glu
Leu
Lys
Glu
Gly

465

<210> 25
<211> 1407
<212> ADN

Arg

Pro

250

Ala

val

YK

Thr

Leu
70

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

450

Lye

Thr
275
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
355

Pro

Leu

Ser

435

Leun

<213> Homo Sapiens

<400> 25

260

Pro

val

val

Cys
340
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
420

Trp

His

Glu

Gln

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gin

405

Gly

Gln

Asn

ES 2384379 T3

val
Fhe
Pro
310
Thr
val
hAla
Gln
Gly
380
Pro
Ser

Glu

His

Thr Cys
280

Asn Trp
295

Arg Glu
Val Leu
Ser Asn
Lys Gly

360

Glu Glu
a7s

Phe Tyr
Glu Asn
Phe Phe
Gly Asn

440

Tyr Thr
455

69

265

Val

Tyr

Qlu

His

Lys

345

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

425

Val

Gln

val

Val

Gln

3ln

330

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr
410

Phe

Lys

val

RAsp

fhe

315

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

395

Lys

Ser

Ser

Ser

Asp
Gly
300

Asn

Pro

Glu

Asn

380

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
460

Val

285

val

Ser

Leu

Serx

Pro

365

Gln

aAla

Thr

Leu

Ser

445

Sexr

270

Ser

Glu

Asn

Serxr

350

Gln

val

Val

Pro

Thr

430

Val

Leu

Gln

Val

Gly
338
Ile
val
Ser
Glu
Pro
415
Val

Met

Ber

Glu
His
Arg
320

Lys

Glu

Leu

Trp
400
Val
Asp

His

Leu



atggagtttg
gtgcagetgy
tgtgcagtgt
ggcaaégggc
ggetecgtga
caaatgaaca

tttgactggt

tccaccaagg

acagcggecc

aactcaggeg
¢tetactece
atctgeaacg
tecttgtgaca
tecagtettec
gtcacatgeg
gtggacggeg
acgtacecgtg
tacaagtgea
gecaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactecgacg

caggggaacg

aagagectckt

ggctgagetyg
tggagietgg
ctggattcac
tggagtggge
ggggcegatt
gectgagage

tattatttga

gccecateggt
tgggcetgect
cectgaceag
tcagecagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tetteeceee
tggtggrgga
tggaggtgca
tggteagegt
aggtetocaa
agcccegaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccttett
tetteteaty

ccetgtetee

ES 2 384

ggttttccte
gggaggegty
cttcagtaac
ggcagetata
caccatctee
cgaggacacg

gtattgggge

ctteececectg
ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgacegtg
gcccagecaac
atgececacey
aaaacccaag
cgtgagecae
taatgccaag
coteacegte
caaagcecte
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cetctatage
ctecgtgatg

gggtaaa

379 T3

gttgctettt
gtecagectyg
tatggcatgc
tggaatgatg
agagacaatt
geegtgtatt

cagggaacee

geacecktcet
tacttcecey
acctteeegqg
ecctecagea
accaaggtgg
tgcecagecac
gacaccctca
gaagacectyg
acaaagccge
ctgcaccagy
ccageeecea
tacaccctge
gtcaaaggcet
aacaactaca
aagcteaceyg

catgaggete

<210> 26

<211> 469

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 26

70

taagaggtgt
ggaggtccet
actgggtcecg
gagaaaataa
ccaagaacac
actgtgcgay

tggtcaccgt

ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gettgggeoac
acaagaaagt
ctgaactect
tgatcteceey
aggteaagtt
gggaggagca
actggcectgaa
tegagaaaac
cecccateccg
tctateococag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

ccagtgtcag
gagactctce
ccaggctcca
acacecatgca
gctgtatctg
aggacgatat

c¢tctagtgcce

ctctggggge:

ggtgtcgtgg
gtcetcagga
ccagacctag
tgagcocaaa
ggggggaccg
gacecctgag
caactygtac
gtacaacagc
tggoaaggag
catctocaaa
ggatgagecty
cgacatcgec
teceegtgety
caggtggeag

ctacacgcag

60
1290
is0
240
300
380

420

480
540
600
660
720
780
849
200
260
1020
108¢
1140
1200
1260
1320
1380

1407



Met
Val
Pro
Serx
Glu

65

Gly

ES 2384379 T3

Glu Phe Gly Leu Ser
5

Gln Cys Gln Val Gln
20

Gly Arg Ser Leu Arg
35

Asn Tyr Gly Met His
S0

Trp val Ala Ala Ile
70

Ser Val Arg Gly Arg
85

Leu
Leu

Trp
55

Phe

Val Phe

Val Glu
- 25

Ser Cyas

40

Val Arg

Asn Asp

Thr Ile

71

Leu
10

Ser
Ala
Gln

Gly

Ber
a0

Val Ala

Gly Gly

Val Ser

Ala Pro
[-11]

Glu Asn
75

Arg Asp

Leu Leu

Gly Val
a0

Gly FPhe
45
A1y Lys

Lys His

Asn Ser

Arg Gly
15

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

His Ala

80

Lys Asn
95



Thr

Trp

Pro
145

Asn

228

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu
305

Pro

Gln

Val
ass

Leu

TYX

Gly

130

Ser

Ala

val

Ala

Val

210

His

Cys

Gly

Met

Hie

290

Val

Gly
Ile
val

370

Ser

Tyr

Cye

118

Gln

val

Ala

Ser

val

195

Pro

Lys

Aop

Gly

Ile

275

Glu

His

Arg

Lys

Glu
355

Tyr

Leu

Val Glu Trp

Leu

100

Ala

Gly

Phe

Leu

10

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

260

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

340

Lys

Thr

Thr

Glu

Gln

Arg

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

245

Ser

Pro

Ala

val

325

Thr

Leu

Cys

Ser
405

ES 2384379 T3

Met

Gly

Leu

Leu
150

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

230

His

val

Gla

Lys
310

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

3920

Asn

Asn
Arg
val
135
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu

215

Thr

Phe
Pro
Yal
295
Thr
val
cys
Ser
Pro
375

Val

Gly

Ser

Tyr

120

Thr

Pro

val

Ala

Gly

200

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

280

Lys

Lys

Ley

Lys

Lys

360

Ser

Lys

Gln

72

Leu
105
Phe
Val
Ser
Lys
Leu
185
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
265
val

Phe

Pro

val

Ala

Gly

Pro

Arg

Asp

Ser

Ser

hsp

170

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

256

Pro

Thr

Asn

val
330

Ser

-345 -

Lys

hsp

Pha

Glu
410

Ala

Trp

Ser

Lys

155

Ser

Ser

Thr

Lys

235

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

31s

Leu

Asn

Gly

Glu

395

ASn

Glu

Leu

Ala

140

Ser

Phe

Gly

Leu

220

Lys

Pro

Lys

Val

300

Glu

His

Lys

Gln

Leu

380

Pro

Asn

Agp
Leu
125

Serx

Pro

val

Ser

205

Ile

Val

Ala

Pro

val

285

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

365

Thr

Serxr

Tyr

Thr

110

Phe

Thr

Ser

Glu

His

190

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

270

val

Asp

Asp

Leu

350

Lys

Asp

Lys

Ala

Glu

Lys

Gly

Pro

175

Val

Asn

Pro

Glu

255

Asp

Asp

Gly

Trp
335
Pro
Glu
Asn

Ile

Thr
415

val

Qly

Gly

160

val

Phe

val

Val

Lys

240

Leu

Thr

val

Val

Ser

320

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

400

Thr



ES 2384379 T3

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
420 425 430

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
435 440 445

Val Met His Glu Ala Leu His Asn Hie Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
450 455 460

Leu Ser Pro Gly Lys
465

<210> 27

<211> 1395

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

73



10

atggagttcg
gtgcagetgg
tgtgcagtge
ggcaaggggc
ggcteegtga
caaatgaaca
tttgactagt
tccaccaagy
acagcggeee
aactcaggey
ctctacteece
acctgcaacg
tgttgtgteg
tteccccccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagegtec
gtctccaaca
ccocgagaac
gtcagectga

agcaatgygge

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
ggggecgatt
gcctgagage
tattatttga
gcccatcggt
tgagctgcect
ctctgaccag
tcagcagegt
tagatcacaa
agtgcecace
aacccaagga
tgagecacga
atgccaagac
tcaccgtegt
aaggcctcee
cacaggtgta
cctgectggt

agccggagaa

ES 2384379 T3

ggttttecte
gggaggegty
cttcagtaac
ggcagetata
caccatetece
cgaggacacy
gtattggggce
cttecececty
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
goccageaac
gtgeccagea
caccctcatg
agacccegag
aaagccacgg
gcaccaggac
agcccccate
caceetgecce
caaaggcttc

caacktacaag

gttgetettt
gteccagectg
tatggcatge
tggaatgatg
agagacaatt
gctgtgtate
cagggaaccce
gcygcoctget
tacttceeoeg
accttcccag
cectccagea
accaaggtgg
ccacctgtgg
atctecegga
gtceagttea
gaggagcagt
tggctgaacg
gagaaaacca
ccatecceggg
taccccageg

accacaccte

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggteceg
gagaaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tggteacegt
ccaggageac
aaceggtgac
ctgtectaca
actteggecac
acaagacagt
caggaccgtce
cecoctgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta
tctccaaaac
aggagatgac
acatcgeege

ccatgectgga

ccagtgtcag
gagactectcec
ccaggctceca
acaccatgca
gctgtatceg
aggacgatat
ctctagtécc
ctcegagage
ggtgtegtgg
gtcecteagga
ccagacctac
tgagcgeaaa
agtcttecte
cacgtgegtg
ggacggcgtg
gttcegtgtyg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggay

ctccgacgge

tcetieottec tcetacagcaa getcaccgtg gacaagagea ggtggcagca ggggaacgte

ttcteatget ccocgtgatgeoa tgaggcoctctg cacaaccact acacgcagaa gagectctce

ctgtetcegg gtaaa

<210> 28

<211> 465

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 28

74

&0
120
18¢
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
800
960

1020
1080
1140
1200
1269
1320
1380

1395



ES 2384379 T3

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

Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val val Gln
20 25 30

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe
Ser Asn Tyr Gly Met His Trp Val Arg Glon Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ala Ala Ile Trp Asn Asp Gly Glu Asn Lys His His Ala
65 70 75 80

Gly Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lysg Asn
85 80 95

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 108 110 .

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg Tyr Phe Rsp Trp Leu Leu Phe Glu Tyr
115 120 125

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
130 138 140

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser
145 " 180 155 1€0

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
185 170 175

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
180 18% 190

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
195 200 205

Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gla Thr Tyr Thr Cys Asn Val
210 215 220

Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys
225 230 235 240

75



Cys

Ser

Arg

Pro

Ala
345

val

Leu

Cys
385

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
465

<210> 29
<211> 1398
<212> ADN

Cys

val

Thr

Glu

290

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

0

Leu

Ser

Arg

Leu
450

Val

EBhe

Pro

275

Val

Thr

val

Cys

Ser

ass

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

435

His

<213> Homo sapiens

<400> 29

Glu

Leu

260

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

340

Lye

Ser

Lys

Gln

Gly

420

Gln

ES 2384379 T3

Cys
245
Phe
val
Phe
Pro
Thr
325
Val
Thr
Arg
Gly
Pro
408
Ser

Gln

His

Pro Pro

Pro Bro

Thr Cys

Asn Trp
295

Arg Glu
310

Val val

Ser Asn

Lys Gly

Glu Glu
a7s

Phe Tyr
390

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr
455

Lys

val

280

Glu

His

Lys

Gln

360

Met

Pro

Asn

Leu

Val

440

Gln

76

Pro

268

Val

val

Gln

Gln

Gly

345

Pro

Thr

Ser

Tyr

425

Phe

Lys

Ala
250
Lys
val
Asp
Phe
Asp

330

Leu

Lys
Asp
Lys
410
Ser

Ser

Ser

Pre

ABp

Asp

Gly

ABn

315

Trp

Pro

Glu

Ile
395
Thx
Lys

Cys

Leu

Pro

Thr

val

val

300

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

380

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
460

val ala
Leu Met
270

Ser His
285

Glu Val

Thr Phe

Asn Gly

Pro Ile
350

Gln Val
365

val Ser

val Glu

Pro Pro

Thr Val
430

Val Met
445

Leu Ser

Gly

255

Ile

Glu

His

Arg

Lys

335

Glu

Trp
Met
415
Asp

His

Pro

Pro

Ser

Asp

Asn

val

320

Glu

Lya

Thr

Glu
400

Leu

Lys

Glu

Gly



atggagtttg
gtgcagetgg
tgtgcagtgt
ggcaaggggc

ggctcogtga

caaatgaaca
cttgactggt
agcaccaagg
acageccgoec
aactcaégcg
ctctackteec
acctgcaacy
tatggtcecceo
ctgtteocece
gtgatggtgg
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtctecca
cagcceegag
caggtcagee
gagagcaatg
ggctoctiet
gtotteteat

tcecctgtete

<210> 30
<211> 466
<212> PRT

ggctgagetg
Eggagtctgy
ctggattcac
tggagtaggt

ggggeegatt

gcctgagage
tattatttga
ggccateegt
tgggetgect
ccctgaccag
tcagcagcegt
tagatcacaa
catgcccate
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctecacegt
acaaaggect
agccacaqggt
tgacctgeccet
ggcagccgga
tcctoctacag
getecgtgak

tgggtaaa

<213> Homo sapiens

<400> 30

ES 2384379 T3

ggttttecte
gggaggcegty
cttcagtaac
ggcagctata

caccatctee

cgaggacacg
gtattgggge
cttceceetyg
ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgaccgtyg
goccageaac
atgcccagca
ggacactcte
ggaagaccco
gacaaagccyg
cctgcaccag
ccegtectee
gtacaccetg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caggctaacc

gcatgaggcet

gttgetettt
gteccagectyg
tatggeatge
tggaatgatg

agagacaatt

gctgtgtatt
cagggaaccc
gegecctgot
tacttceceg
accttccegyg
cectecagea
accaaggtgg
cctgagttece
atgatctece
gaggtccagt
cgggaggagc
gactagctga
atcgagaaaa
cceecatcee
ttctacccea
aagaccacgce
gtgracaaga

ctgcacaacc

77

taagaggtgt
ggaggtecect
actgggteccg
gagaaaztaa

ccaagaacac

actgtgogag
tagtcaccgt
ccaggagcac
aaccggtaac
ctgtecctaca
gecttgggeac
acaagagagt
tggggggacc
ggaccectga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
aggaggagat
gcgacatcge
ctoccecgtget
gcaggtggea

actacacaca

ccagtgteag
gagactctce
ccaggctcca
acaccatgca

gctgtatcotg

aggacgatat
ctctagtgee
ctccgagage
ggtgtegtgy
gtcctecagga
gaagacctac
tgagtccaaa
atcagtcete
ggtcacgtgc
cgtggatggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgace
ggaggggaat

gaagagecte

60

120

180

240

300

360

420

< 480

540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1386

1398



Met

Val

Pro

Ser

Glu

ES 2384379 T3

Glu -Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe:
5

Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu
20 25

Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys
35 40

Asn Tyr Gly Met His Trp Val Arg
S0 55

Trp Val Ala Ala Ile Trp Asn Asp

78

Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly
10 15

Ser Gly Gly Gly Val Vval Gln
30

Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe
45

Gln Ala Pro Gly Lys Gly Len
60

Gly Glu Asn Lys His His Ala



65

Gly

ivr

145

Thr

Pro

aAsp

225

Bro

Ser

asp

Asn

05

- val

Glu

Lys

Thr

Thr

Ser

Leu

Gly
130
Ser
Ala
val
Ala
Val
210
Hism

Gly

Ser

Pro
290

Ala

Val

Thr

Leu
370

Cys

val

cys

115

Gln

val

Ala

Ser

Val

185

Pro

Lye

Pro

val

Thr

275

Glu

Ly

Ser

Lys

tle

358

Pro

Leu

Arg

Leu

100

Ala

Gly

Phe

Leu

180

Leu

Ser

Preoc

Pro

Phe

260

Pro

Val

Val

Cys
3490
Sex

Pro

Val

Gly
85
Gln

Arg

Pro

Gly

165

Gln

Ser

Ser

Cys
245
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
325
Lys
Lys

Ser

Lys

ES 2384379 T3

70

Arg
Met
Gly
Leu

Leu
150

Cys
Ser
Ser
Ser
Agn
230
Pro
Phe
Val
Fhe
Pro
319
val
Ala

Gln

Gly

Phe Thr
Asn Ser
Arg Tyr

120

val Thr
135

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala

Ser Gly
200

Leu Gly
215

Thr Lys

Ser Cys

Pro Pro

280

Asn Trp
295

Arg Glu

Val Leu

Ser Asn

Lya Gly
360

Glu Glu
375

Phe Tyr

Ile

Leu

105

Phe

val

cys

Lys

Leu

185

Leu

Thr

val

Pro

Lys

265

val

Glu

His

Lys

345

Gln

Met

Pro

79

Ser

20

Asp

Ser

Ser

Rsp
170

Lys

Ala
250
Pro
Val
val
Gln
Gln
330
Gly
Pro

Thr

Ser

75

Arg

Ala

Trp

Ser

Arg

155

Ser

Ser

Lys

235

Pro

Lys

val

Asp

Phea

31s

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

Leu

Ala

140

Ser

Phe

Aly

Leu

220

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

aoo

Agn

Trp

Glu

Asn
380

Ile

Asn

Azp

Leu

125

Ser

Pro

val

Ser

205

Thr

val

phe

Thr

Val

285

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

365

Gln

Ala

Ser

110

Phe

Ser

Glu

His

19¢

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

27¢

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

350

Gln

Vval

val

Lys
95

Ala
Glu
Lys
Glu
Pro
175

Thr

Val

Ser

Gly

255

Met

Gln

Val

Yr

Gly
335
Ile
Val

Ser

Glu

80

Asn

val

Gly
Ser
160
Val
Phe
Val
Val
Lys
240
Gly -
Ile
Glu
His
Arg
320

Lys

Glu

Leu

Trp



ES 2384379 T3

385 as0 395 400

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
405 410 415

Leu Agsp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp
420 425 430

Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn val Phe Ser Cys Ser Val Met His
435 440 445

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lyes Ser lLeu Ser Leu Ser Leu
450 455 480

Gly Lys
465

<210> 31

<211> 1401

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 31

80



atggggtcaa
gtgcagctga
tgtaaaggtt
gggaaaggcc
ccgtecttee
cagtggagca
ctegactact
aagggecccat
gececctgaget
ggcgeccetga
teectcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttecetcttee
tgcgtgatgg
ggcgtggagyg
cgtgtggtea
tgcaaggtet

gggcagcecc

aaccaggtea
tgggagagea
gacggctect
aacgtcttet

ctctecetgt

<210> 32
<211> 467
<212> PRT

ccgecatect
tgcagtctgg
ctggatacag
tggagtggat
aaggccaggt
gcctgaaggce
ttgactacty
cagtecteee
gcctggtcaa
ccagcggegt
goegiggtagac
acaagcccag
acacatgcea
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgtectcae
ccaacaaagc

gagaaccaca

gectgacetyg
atggqcagee
tcttecteta
catgecteegt

ctecgggtaa

<213> Homo sapiens

<400> 32

ES 2384379 T3

cgoceteote
agcagaggty
ctttteeotte
ggggatcatc
caccatctca
ctocggacace
gggccaggga
gctggeacee
ggactacttc
gcacacctte
cgtgececctee
caécaccaag
accgtgccea
caaggacace
ccacgaagac
caagacaaag
cgteoetgeac
cecteoccagee

ggtgtacace

ectggtcaaa
ggagaacaac
tagcaagctc
gatgcatgag

a

ctggetgtte
aaaaagceccyg
cactggatcg
catoctggtyg
gecegacaact
gccatgtatt
acectggtca
tcckccaaga
cccgaaccgyd
ccggetgtec
agcagettgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatct
cetgaggtea
ccgcgggagg
caggactggce
cccategaga

ctgeceecat

ggcttctate
tacaagqacca
accgtggaca

gacteotgeaca

81

tecaaggagt
gggagtctet
cctgggtgey
cctctgatac
ccaacagege
tckgtgcgag
cegtetetag
gcacctctgg
tgacggtgte
tacagtecte
gcacccagac
aagttgagce
tectgggggg
cucggaccee
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatcete

cccgggatga

¢cagcgacat
cgeectceoegt
agagcaggtg

accactacac

ctgtgceegag
gaagatctcc
ccagatgece
cagatacagc
cacctacctyg
écaaagggaa
tgeetecace
gggcacageg
gtggaactca
aggactctac
ctacatetge
caaatecttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa

gctgaccaag

cgeccgtagag
gctggactoe
gcagcagggy

gcagaagage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

180

840

900

960

1020

10890

11406

1200

1260

1320

1380

1401



Met

Val

Pro

Ser

Glu

€5

Pro

Ala

Tyr

Gln

val

145

Ser

val

Pro

Gly

Cys

Gly

Fhe
50

Txp

Ser

Thr

Phe

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
210

Ber
Ala
Glu
35

His
Met

FPhe

Cys
i1s

Thr

Pro

Gly

Gln
185

Ser

Thr
Glu
20

Ser
Trp
Gly
Gln
Leu
100
Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
180

Ser

Ser

ES 2384379 T3

Val

Leu

Ile

1le

Gly

85

Gln

Arg

Val

Ala

Leu

165

Gly

Eex

Leu

Ile

Gln

Lys

Ala

Ile

70

Gln

Gln

Pro
150
val
Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

Ile

Trp

=13

His

Val

Ala

Met

Ser

40

val

Pro

Thr

Ser Ser

Arg
val
135
Ser
Lys
Leu

Leu

Thx
215

Glu

120

Ser

Ser

Asp

Thr

200

Gln

82

Leu
Gln
25

Cys

Gly
Ile
Leu
105
Leu

Ser

Lys

Ser
185

Ser

Thr

Leu Leu
19

Ser Gly

Lys Gly

Gln Met

Ala Ser

75

Sar Ala
20

Lys Ala

Asp Tyr

Ala Ser

Ser Thr

155
Phe Pro
170
Gly val

Leu Ser

Tyr Ile

Ala

Ser

Pro

€0

Asp

Asp

Serxr

Phe

Thr

1490

Ser

Glu

His

Ser

Cys
220

Val

Glu

Asp
Asp
125
Lys
Gly
Pro
Thr
val

208

Asn

Leu
val

30

Lys

Ser

Thr

1190

Gly

Gly

val

Phe

190

val

Val

Gln
15
Lys

Ser

Gly

Asn
211

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asn

Gly

Lys

Phe

Leu

Ser

Bo

Ser

Met

Gly

Ser

Ala

150 -

Val

Ala

Val

His



ES 2384379 T3

Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Sexr Cys
225 230 23% 240

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
245 250 255

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
260 265 270

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Vval Val Val Asp Val Ser His
275 280 245

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu Val
23990 2385 300

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Aan Ser Thr Tyr
305 - 310 318 320

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Rsn Gly
325 3o 338

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
340 345 350

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
3iss 360 iss

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser
370 375 380

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser 2Asp Ile Ala val Glu
385 390 395 400

Txp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val
420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Glm Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
438 440 445

Hig Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Lys
465 -
<210> 33
<211> 1389
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 33

83



al:ggg gtc aa
gtgcagcetga

tgtaagggtt

gggaaaggece
ccgtocttee
cagtggagea
ctcgactact
aagggeccat
geceectggget
ggegetetga
teocctcagea
aacgtagate
gtcgagtgcee
ccaaaaccca
gacgtgagece
cataatgcea
gtcctcaccg
aacaaaggce
gaaccacagy
ctgacctgeo
gyggcagcegyg
ttectetaca
tgetcegtga

ccgggtaaa

ccgececatect
tgecagtcotgg

ctggatacag

tggagtggat
aaggccaggt
gecctgaagge
ttgactactg
cggtettecoe
gectggteaa
ccageggegt
gegtggtgac
acaagcccag
caccgtgecce
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccageeece
tgtacaccct
tggtcaaagy
agaacaacta
gcaagcteac

tgcatgagge

ES 2384379 T3

cgcectecte

agcagagatg

cttttoctte

ggagatecate
caccatectca
cteggacacce
gggccaggga
cetggegecc
ggactactte
gcacacctte
cgtgeccteco
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
gagactggctg
catcgagaaa
gceccccakee
ettetaceec
caagaccaca
cgtggacaag

tctgeacaac

ctggetgtte
aaaaageceg

cactggatcg

catectggty
gccgacaact
gececatgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagetgtee
agcaacttcy
gtggacaaga
gtggeaggac
cggaccectg
ttcaactgyt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatcteca
cgggaggaga
agcgacatcg
ccteccatkge
agcaggtgge

cactacacgc

1

<210> 34

<211> 463

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 34

84

tecaaggagt ctgtgecgag

gggagtectet gaagatctee

cctgggtgeg ceagatgecce

cctetgatac
ccaacagcege
tctgtgegag
ccgtctetag
gcacctcocga
tgacggtgtce
tacagtecte
gcacccagac
cagttgageg
cgtcagteth
aggtcacgtg
acgtggacgyg
gcacattecg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactcega
agcaggggaa

agaagagect

cagatacagc
cacctaccty
acaaagggaa
tgcetcocace
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctge
caaatgttgt
cetettecee
cgcggtagty
cgtggaggtyg
tgtggtcage
caaggtctee
gcageeecga
ccaggtcage
ggagagcaat
cggctoctte
cgtcttetea

ctccctgtet

B0

12¢0

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1igé

1189



ES 2384379 T3

Met Gly Ser Thr Ala Tle Leu Ala Leu Leu Leu Ala Val Leu Gln Gly
1 S io 15

Val Cys Ala Glu Val Gln Leu Met Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Glu Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe
35 40 45

85



Ser
Glu
65

Pro

Gln

Val

145

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

225

Val

Phea

Pro

Val

305

Val

Cys

Ser

Phe
50

Trp
Ser
Thr
Phe
Aly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Pro
Glu
Leu
Glu
Gln
290
Lys
Leu

Lys

Lys

His

Met

Phe

Cys
118
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
155
Ser
Ser
Cys
Fhe
val
275

Phe

Pro

val

as8s

Trp
Gly
an
Leu

100

Ala

Leu

Cys
Ser
180
Ser
Asn
hsn
Pro
Pro
260
Thr
Asn
Arg
Val
Ser

340

Lys

Ile
Ile
Gly
85

Gln
Arg
Val
Ala
Leu
165
Gly

Sey

Phe

Pro
245

Pro
Cys
Trp
Giu
Val
325

Asn

Gly

Ala
Ile
70

Gln
Trp
Gln
Thr
Pro
150
val
Ala
Giy
Gly
Lyse
230
Lys

Val

Glu
310

His

Lys

¢ln

ES 2384379 T3

Trp
55

His
Vval
Ser

Arg

val
135

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

215

val

Pro

Pro

Val

val

295

Gln

Gln

Gly

Pro

Val

Pro

Thr

Ser

Glu

120

Ser

Ser

Asp

Thr

200

Gln

Asp

Ala

Lys

Val

280

Asp

Phe

Asp

Leu

360

Arg
Gly
Ile
Leu
105
Leu
Ser
Arg
Tyr
Ser
185
Ser
Thr
Lys
Pro
Asp
265
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro

345

Glu

86

Gln

Ala

Ser

S0

Lys

Asp

Ala

Ser

Phe

17¢

Gly

Leu

Thr
Pro
250
Thr
val
Val
Ser
Len
a3o

Ala

Pro

Met

Ser

75

Ala

Ala

Ser

158

Pro

val

Ser

Val

235

Val

Leu

Ser

Glu

Thr

als

Asn

Pro

Gln

Pro

&0

RAsp

Asp

Ser

Phe

Thr

140

Ser

Clu

His

Ser

Cys
220
Glu

Ala

Met

val
300
Phe
aly

Ile

val

Gly

Thr

Asn

Asp

Asp

125

Lys

Glu

Pro

Thr

vVal

205

Asn

Arg

Gly

Ile

Glu

285

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
365

Lys
Arg
Ser
Thr
11¢
Gly
Ser
val
Phe
190
Val
Val
Lys
Pro
Ser
279
Asp
Asn
\I?al
Glu
Lysa

350

Thr

Gly

Tyr
Asn
9s

Ala

Trp

Pro

Thr

175

Pro

Thr

Asp

Cys

Ser

255

Arg

Pro

Ala

Val

338

Thyr

Leu

Leu
Ser
a0

Ser
Met
Gly
Ser
Ala
160
val
Ala

val

His

Cys
240
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
320
Lys

Ile

Pro



Prc Sex
370

Val Lys
i8s

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln

His Asn
450

<210> 35
<211> 1392
<212> ADN

Arg Glu Glu

Gly Phe Ty:z
Fro Glu Asn
405

Ser Phe Phe
420

Gln Gly Asn
438

His Tyr Thr

<213> Homo sapiens

<400> 35

Met

Pro

390

hAsn

Leu

Val

Gln

ES 2384379 T3

Thr
a7s

Ser

Phe

Lys=
455

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

440

Ser

Asn

Ile

Thr

Lys
425

87

Gln

Ala

Thr

410

Leu

Ser

Ser

val

val

398

Pro

Val

Leu

Ser

380

Glu

Pro

val

Met

Ser
460

Leu

Mec

Asp

His

445

Pro

Thr Cys

Glu Ser

Leu ASp
415

Lys Ser
430

Glu Ala

Gly Lys

Leu
Asn
400
Ser

Ary

Leu



atggggtcaa
gtgcagectga
tgtaagggtt
gggaaaggce
cegtectteco
cagtggagea
ctcgactact
aaggggcecat
gceectggget
ggcacectga
tcecctcagea
aacgtagate
cccceatgcc
ccocccaaaac
gtagacgtga
gtgcataatg
agcgtectea

tccaacaaag

cgagagccac
agcctgacet
aatgggcage
ttcttcctet
tcatgctecg

tctetgggta

ccgeecateet
tgcagtctgyg
ctggatacag
tggagtggat
aaggccaggt
gectgaagge
ttgactactg
ccgtettece
gectggtcaa
ccagoggegt
gcegtggtgac
acaagcccag
cateatgece
ccaaggacac
gccaggaaga
ccaagacaaa
ccgtectgcea

gecectcocegte

aggtgtacac
gecctggtcaa
cggagaacaa
acagcaggcet
tgakgcatga

aa

ES 2384379 T3

egeeoecteoete
agcagaggtg
cttttectte
ggggatcate
caccatctea
ctcggacacc
gggccaggga
cctggegece
ggactactte
gcacacctte
cgtgeccectec
caacaccaag
agcacctgag
tctcatgate
ccecgaggte
gccgegggag
ccaggactgg

ctccatcgag

cctgeedeca
aggcttctac
ctacaagace
aaccgtgrac

ggectetgcae

ctggetgtte
aaaaageceg
cactggateg
catcctggtyg
gccgacaact
geccatgtate
accctggtea
tgcteocagga
cccgaaccgy
ceggetgtee
agcagcttgg
gtggacaaga
ttcctggggé
teceggacec
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca

aaaaccakct

tcccaggagg
cccagcgaca
acgecteeeg
aagagcaggt

aaccactaca

<210> 36

<211> 464

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 36

88

tcecaaggagt
gggagtctet
cctaggtgey
cctctgatac
ccaacagecge
tctgtgcgag
cegtetoctag
gcaccteega
tgacggtgtc
tacagtccte
gcacgaagac
gagttgagte
gaccatcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa

ccadagccaa

agatgaccaa
tegeoegtgga
tgetggacte

ggcaggaggy

cacagaagag

ctgtgecegag
gaagatctce
ccagatgecee
cagatacage
cacctacctg
acaaagggaa
tgccageace
gagcacagcc
gtagaactca
aggactctac
ctacacctge
caaatatggt
éttcctgttc
gtgcgtggtyg
tggcgtggayg
ccgtgtggte
gtgcaaggtc

agggcagcce

gaaccaggtce
gtgggagagce
cgacggckce
gaatgtctte

cctetococtyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1392



Met

val

Pro

Ser

Glu

65

Pro

Ala

Gln

val

14§

aAla

Ser

val

Pro

aly

Cys

Gly

Phe
B0

Trp

Ser

Thr

Phe

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Sear

Ser
Ala
Glu
35

His

Met

Phe

Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln

138

Ser

Thr Ala
5

Glu val
20

Sexr Leu

Trp Ile

Gly Ile

Gln Gly
85

Leu Gln
100

Ala Arg
Leu Val
Leu-Ala
Cys Leu

165

Ser Gly
180

Ser Ber

Ser Leu

Ile

Gln

Lys

Ala

Ile

70

Gln

Gln

Thr

150

Val

Ala

Gly

Gly

ES 2384379 T3

Leu

Leu

Ile

55

His

Val

Ser

Arg

val
135

. CYB.

Lys

Leu

Leu

Met
Ser
40

val

Ser

Glu

120

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr
200

Leu

Gln
25

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Leu

Ser

Arg

Tyr

Ser

185

Ser

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Ala
Sexr
- 1i}

Lys
Azp
Ala
Ser
Phe
170

Gly

Leu

Leu

Gly

Gly

Met

Ser

75

Ala

Ala

Tyr

Ser

Thr

155

Pro

Val

Ser

Lys Thr Tyr Thr

89

Ala

Ala

Ser

Pro

B0

ABp

Asp

Ser

Phe

Thr
140

Ser

Glu

His

Ser

val
Glu
Gly
45

Gly
Thr
Asn
Aap
Asp
125
Lys
Glu
Pro
Thr
Val

205

Asn

Leu

val
30

Tyr

Lysa

Axrg

Ser

Thr

110

Gly

‘Ser

Val

Phe

150

Val

val

Glin
15
Lys

Ser

Gly

Asn
95

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asp

Gly

Lys

Phe

Leu

Ser

80

Ser

Met

Gly

Ser

Ala

160

val

Ala

Vval

His



Lys

225

Pro

val

Thr

Glu

Lys

305

Ser

Lys

lle

Pro

Leu

385

Asn

Ser

Arg

Leu

210

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

290

Thr

Val

Cye

Ser

Pro

370

Val

aly

Asp

Trp

His
450

<210> 37
<211> 705

<212> ADN

Ser

Leu
dlu
275
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
35%
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

435

Asn

Asn

Pro

Phe

260

Val

Phe

Pro

Thr

val

340

Ala

Gln

Gly

Pro

Ber

420

Glu

His

<213> Homo Sapiens

<400> 37

Thr
8er
245

Pro

Asn

Arg

val

325

Ser

Lys

Glu

Phe

aln

405

Pha

Gly

Tyr

Lys

230

Cys

Pro

Cys

Trp

Qlu

310

Leu

Asn

Gly

Glu

390

Asn

Phe

Asn

Thr

ES 2384379 T3

218

val

Pro

Lys

val

Tyr

295

Glu

His

Lya

Glno

Met

375

Pro

Asn

Leu

val

Gln
455

Asp
Ala
Pro
Val
280
val
Gln
Gln
Gly
PYo
360

Thr

Ser

Tyr

Phe
440

Lys

Lys

Pro

Lys

265

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

345

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

425

Ser

Ser

90

Arg

Glu

250

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

330

Pro

Glu

Asn

Ile

410

Arg

Cys

Val

23%

Phe

Thr

Val

val

Sex

iis

Leu

Ser

Fro

Gln

Ala

395

Thr

Leu

Ser

Ser

2240

Glu

Glu

Leu

Ser

Glu

o0

Thr

Asn

Ser

Gln

val

3so

Val

Pro

Val

Leu
460

Serx

Gly

Met

Gln

285

Val

Gly

Ile

val

365

Ser

Glu

Pro

Val

Met

445

Ser

Lys

Gly

Ile

270

Glu

His

Ary

Lys

Glu

350

Leu

Val
Asp
430

His

Leu

Pro

258

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

335

Lys

Glu
Leu
415
Lys

Glu

Gly

Gly
240

Ser

Pro

Ala

Val
320

Tyr

Thr

Len

Ser
400
hsp
Ser

Ala

Lys
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atggaagccc cagctecaget teotettocte ctgetactet ggctcocccaga taccaccdda 60
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt c¢bccagggga aagagcecaco 120
ctctoctgeoa gggecagtca gagtgttage agectacttag cctggtacca acagaaacct 180
ggccaggete cecaggctccet catctatgat gcocatccaaca gggccactgg catcccageco 240
aggttecagtg gcagtgggte tgggacagac ttcactctca ccatcageag cctagagect kYU
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggectceget cactritegge 360
ggagggacca agdtggagat caaacgaact gtggectgecac catctgtett catcticecg 420
ccatctgatyg agcagttgaa atctggaack gectetgttg tgtgcetget gaataacttc‘ 480
tatcccagag aggccaaagt acagtggaag gtggataacg ccctccaatc gggtaactec S40
caggagagtg tcacagagca ggacagcaag gacagcacct acagcctcag cagcaccctg 600
acgctgageca aagcagacta cgagaaacac aaagtctacg cctgcgaagt cacccatceag 660
ggectgaget cgcecegtcac aaagagettc aacaggggag agtgt 705

<210> 38

<211> 235

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

91



Met

Asp

Leu

Val

Arg
€5

Arg
Gln

145

Ser

Thr-

Lys

Pro
235

<210> 39
<211> 699
<212> ADN

Glu

Thr

Ser

Ser

50

Leu

Phe

Leu

Thr
130
Leu

Pro

Gly

YL

Eis
210

val

Ala

Thr

Pro

35

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

115

Val

Lys

Aan

Ser
195

Lys

<213> Homo Sapiens

<400> 39

Pro

Gly

Gly

Ile

Gly

Pro

100

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser
180

Leu

ES 2384379 T3

Glu

Glu

Leu

Ser
85

Glu
Leu
Ala
Gly
Ala

165

Gln

Ser

Gln

Ile

Arg

Ala

Asp

70

Gly

Asp

Pro
Thxr
150

Lys

Glu

Ser

Val Tyr Ala

Lys

Ser

Phe
230

Leu Leu Phe
Val Leu Thr
25

Ala Thr Leu
40

Trp Tyr Gln
55

Ala Ser Asn

Sear Gly Thr

Phe Ala Val
105

Phe Gly Gly
©120

Ser Val Phe
138

Ala Ser val

Val Glo Trp

Ser val Thr
185

Thr Leu Thr
200

Cys Glu Vval
215

Asn Arg Gly

92

Leu Leu

10

Gln Ser

Ser Cys

Gla Lys

Arg Ala
75

Asp Phe

Gly Thr
Ile pPhe
Val Cys

155

Lys Val
170

Glu Gln

Leu Ser

Thr His

Giu Cys
235

Leu

Pro

Arg

Pro

60

Thr

Thr

Lys
Pra
140
Leu

Asp

Asp

Lye

Gln
220

Leu

Ala

Ala

4%

Gly

Gly

Leu

Gln

Val

125

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala
205

Gly

Trp Leu
15

Thy Leu
30

Ser Gln
Gln Ala
Ile Pro

Thr Ile
95

Gln Arg
110

Glu Ile
Ser Asp
Asn Asn
Ala Leu

175
Lys Asp
190

Asp Tyr

Leu Ser

Pro
Ser
Sex
Pro
Aa
80

Ser
Ser
Lys
Glu
Phe
160

Gln

Ser

Glu

Ser
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atgtegoccecat cacaactcat tgggtttctg ctgctckggg ttocagecte caggggtgaa 60
attgtgctga ctecagtetee agactttcag teotgtgacte caaaggagaa agtcaccate 120
acctgeccggy ccagtcagag cattggtagt agettacact ggtaccagea gaaaccagat 180
cagtctccaa agectecocteat caagtatger tcoccagtect tctcaggggt ccectegagg 240
ttcagtggca gtggatctgg gacagatttc accctcacca teaatagcet ggaagetgaa 300
gatgctgeag cgtattactg tcatcagagt agtagtttac ctctcacttt cggeggagog I 360
accaaggtgg agatcaaacg aactgtggct gcaccatctg tcttecatctt cccgocatct 420
gatgagcagt tgaaatctyg aactgectet gttgtgtgec tgetgaataa ctictatecce 480
agagaggcca aagtacagtg gaaggtggat aacgccctee aatcegggtaa ctoccaggag 540
agtgtcacay agcaggacag caaggacage acctacagce tcagcagcac cctgacgetg 600
agcaaagcayg actacgagaa acacaaagtc tacgcctgcg aagtcaccca tcagageety 650
agctegeceeg tcacaaagaq cttcaacagg ggagagtgt 698

<210> 40

<211> 233

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

93



10

15

Met

Ser

Thx

Gly

Leu
65

Phe
Leuy
Leu
Val
Lys
145

Arg

Ser

Lys

Thr
225

Ser

Pro

Ser
50

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Serx

Leu

Val

210

Lys

<210> 41
<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 41

<210> 42
<211>4
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 42

Pro
dly
Lys
35

Ser

Ile

Gly

Ala

Leu

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser
185

Tyr

Ser

Ser

Glu

20

Glu

Leu

Lys

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

dlu

180

Ser

Ala

Fhe

Gln

Ile

Lys

His

aly
85

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Thr

Cys

Asn

Leu

Val

Val

Ala

70

Ser

Ala

Gly

Val

Ser

150

Gln

val

Leu

Glu

Arg
230

ES 2384379 T3

Ile

Leu

Tyr
55

Ser

aly

Ala

Gly

Phe

138

Val

Trp

Thx

val
215

Gly

aly
Thr
Ile

40

aln
Gln
Thr
Ala
Gly
120
Ile
Val
Lys

Glu

Leu
200

Glu

Phe
Gln

25

Gln

Ser

Asp

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

val

Gln

i8s

Ser

His

Cys

Leu
190

Ser

Cys

Lys

Phe

Phe
a0

TyT

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Arg

Pro

Ser
75

Thr

Val

Pro

Leu

158

Asn

Sex

Ala

Gly

Leu

Asp

Ala

Asp

60

Gly

Leu

His

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Leu Ser Asp Ile Ala

1

94

5

Phe
Ser
45

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

205

Ser

Val
Gln
30

aln

Ser

Pro

Ile

Ser

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Serx

15¢

Glu

Ser

Pro
15
Ser

Ser

Pro

Ser
Asn
85

Ser

Arg

Gln

Ser
175

Lys

Pro

Ala

val

Ile

Lys

80

Ser

Ser

Leny
Pro
160
Gly
Tyr

His

Val
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15
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35
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50

55

60
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val Ile Asp Glu
1

<210> 43

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Thr Cys Phe Ala

5

<210> 44
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para PCR

<220>

<221> misc_feature
<222> (18).. (23)
<223>nesa,c,tog

<400> 44
ggccggatag gcctccannn nnnt 24

<210> 45
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 45
ggacactgac atggactgaa ggagta 26

<210> 46
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 46
ggacactgac atggactgaa ggagta 26

<210> 47
<211> 46
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 47
cagcagaagc ttctagacca ccatgtcgcc atcacaactc attggg

<210> 48

<211> 34
<212> ADN

95

46
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<213> artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 48
cttgtcgact caacactctc ccctgttgaa gete 34

<210> 49
<211>8
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencias de aminoacidos codificada por cebador 5' de kappa anti-IL-1R 15C4

<400> 49

Met Ser Pro Ser Gln Leu Ile Gly
1 S

20

25

30

35

<210> 50
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> secuencias de aminoacidos codificada por cebador 3' de kappa anti-IL-1R 15C4

<400> 50

<210> 51

<211> 1409

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

Cys Glu Gly Arg Asn Phe Ser

1

96

5



10

15

tctagaccac
tccagtgtga
tgacactete
gccaggeoed
cctactateg
ccckatacct
caatttecgga
geccateoggt
tgggetgect

cectgaceag

tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttcecceece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctcecaa
agccccgaga
aggtcagect
agagcaatgyg
gctceccttott
tettetcaty

ccctgtetee

<210> 52
<211> 19
<212> ADN
<213> artificial

<220>

catggacatc
ggtagaactyg
ctgtgcagec
aacgaagggt
agactccogtg
gcagatggac
atactggage
cttcececectg
ggtcaaggac

cggegtgeac

ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgecccaceg
aaaacccaag
cgtagagccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccckte
accacaggtg
gacctgecty
geagceggayg
cctetatage
ctecgtgatyg

gggtaaatga

ES 2384379 T3

aggcteaget
gtggagtety
tcgggattea
ctggagtggg
aagggceeget
agtccgaggt
cacggagtea
gcaccctcct
tacttcocecg

accttccegqg

ccctocagea
accaaggtgg
tgceccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccge
ctgcaccagy
ccagaececca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaceg
catgaggcte

taagtcgac

<223> cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 52

tgaggacgct gaccacacg 19

<210> 53
<211>44
<212> ADN

tagttttect
guggcggett
ctttecagaac
tctcatcaat
tecactatett
ctgaggacac
tggteaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac

ctatecetaca

geckbtgggeac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctceceg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccceatceeg
tctatccoccag
agaccacgcc
tggacaagayg

tgcacaacca

97

tgtectttee
agtacaacct
ctatggcatg
tactgctagt
tagggataat
ggecacttat
ctctagtgec
ctctgggggc
ggtgtegtgg

gtectcagga

ccagacctac
tgageccaaa
ggggggaccg
éacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgec
tecegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

atasaaggtg
ggaaggtcca
geetgggtec
ggtggtacca
gcaaaaagta
ttecgtacat
tccaccaagg
acagcggcoee
aactcaggcg

etctactece

atctgcaacg
tettgtgaca
tcagtcttee
gtcacatgcg
gtggacggcy
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggce
accaagaacce
gtggagtgag
gacteccgacy

caggggaacg

aagagecctat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

T8¢

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1408
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35
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45

50
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<213> artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 53
cagcagaagc ttctagacca ccatggggtc aaccgecatc ctcg 44

<210> 54
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico para PCR

<400> 54
gtggaggcac tagagacggt gaccagggtt cc 32

<210> 55
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencias de aminoacidos codificada por cebador 5' de cadena pesada de anti-IL-1R 15C4

<400> 55
Met Gly Ser Thr Ala Ile Leu
1 5

<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> secuencias de aminoacidos codificada por cebador 3' de cadena pesada de anti-IL-1R 15C4

<400> 56

Thr Ser Ala Ser Ser Val Thr val Leu Thr Gly
1 5 10

<210> 57

<211> 1415

<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 57

98



tectagaceac
tgagaggtgce
gggggtccct
actgggtteg
gtgggacata
agaactcctt
gkacaagaag
ctagtgcetce
ccgagagcac

tgtegtggaa

cctcaggact
agacctacac
agcgcaaatg
tcttecetckt
cgtgcgtgg;
acggcgtgga
tecgtgtggt
agtgcaaggt
adqggcagoc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggete
ggaacgtctt

gcectctecct

catggacatg
cagatgtgag
gagactctcc
ccaggctcca
ctatgcagac
gtttcttcaa
aaactgggga
caccaagggc
ageggcectg

ctcaggcget

ctactcecte
ctgcaacgta
ttgtgtcgag
ccecccaaaa
ggtggacgtg
ggtgecataat
cagecgtcete
ctécaacaaa
ccgagaacca
cagcctgace
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgetee

gtctecocgagt

ES 2384379 T3

agggtccceg
gtecagetdg
tgtgeagact
ggaaaaggtc
tecegtgaagg
atgaacagcc
caatttgact
ccateggeet
ggctgectgg

ctgaccagcy

agcagegtgg
gatcacaage
tgcccaccgt
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtge
ggcctcccag
caggtgtaca
tacctggtca
cocggagaaca
tacagcaage
gtgatgcatg

aaatgataag

ctcageteoet
tgcagtctgy
ctggattcac
tggagtggat
gccgatteac
tgagcgecga
actggggceea
tcccocectgge
tcaaggacta

gcgtgcacac

tgaccgtgece
ccagcaacac
gcccagcacc
¢ccckcatgat
acceccgagyt
agccacggga
accaggactyg
cccceatega
ccctgecece
aaggcttcta
actacaagac<
tecaccgtgga
aggctectgea

tcgac

<210> 58

<211> 1418

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 58

99

ggggcteetg
gggaggettg
cttecagtgge
atcaggtatt
caktctccaga
ggacatggct
gggaaccctg
gecectgetece
ctteccocgaa

ctteecaget

ctccagcaac
caaggtggac
acctgtggca
¢tceceggace
ceagttcaac
ggagcagtte
gctgaacggce
gaaaaccatc
atccegggag
ccecagcgac
cacacctcee
caagagcagg

caaccactac

ctattgtggt
gtacatectyg
catgetttge
ggtactcatyg
gacaatgcca
gtgtattact
gtecacegtet
aggagcacct
ccggtgacgg

gtectacagt

ttecggeacce
aagacagtityg
ggaccgtcag
cctogaggtca
tggtacgtgy
aacagcacgt
saggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgccgtgyg
atgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

132¢

1380

1415



tectagaccac catggacatg
tgagaggtge cagatgtgag
gagggtecet gagactotec
actgggtteg ccaggcteca
gtgggacata ctatgcagac
agaagtectt gtttettecaa
gtacaagaag aaactgggga
ctagtgecag caccaagggg
ccgagagecac agccgeeoctg
tgtecgtggaa ctcaggegec
cctcaggact ctactcccte
agacctacac ctgcaacgta

agtccaaata tggtocecca

cagtetteet gtteccceea
tcacgtgcgt ggtggtggac
tggatggegt ggaggtgeat
cgtaccgtgt ggtcagcgte
acaagtgca@ ggtctccaac
ccaaagggca gecccgagag
ccaagaacca ggtcagcctg
tagagtggga gagcaatggg
actccgacgg ctecttetto
aggggaakgt cttetcatge

agagectete cetgtcetetyg

ES 2384379 T3

agggteeeeg
gteccagetgy
tgtgcagget
ggaaaaggtc
tecegtgaagg
atgaacagee
caatttgact
ccatcegtet
ggctgeoetgg
ctgaccageg
agcagcgtag
gatcacaage

tgeceatcat

aaacccaagg
gtgagccagy
aatgccaaga
ctcaccgtce
aaaggcetee
ccacaggtgt
acctgectygg
cagccggaga
ctctacagca
teegtgatge

ggtaaatgat

ctoagctect
tgcagtctay
ctggatteac
tggagtgggt
geegatteac
tgagegceyga
actggggccea
teecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgee
ccagcaacac

gcccagcace

acactctcat
aagaccecga
caaagcegey
tgcaccagga
cgtcctecat
acacectgcee
tcaaaggctt
acaactacaa
ggctaacegt
atgaggctet

aagtcgac

<210> 59

<211> 485

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 59

100

ggggctcoetyg
gggaggetty
cttcagtgge
atcaggtatt
catctccaga
ggacatggot
gggaaccety
gecectgetee
cttceecgaa
cttccegget
ctocageage
caaggtggac

tgagttcctg

gatctoccgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggetgaac
cgagaaaacc
cccateccay
ctaccccage
gaccacgcct
ggacaagage

gcacaaccac

ctattgtggt
gtacatcetg
catgetttge
ggtactcatg
gacaatgcea
gtgtattact
gteacecgtet
aggagcacct
ccggtgacgg
gtecctacagt
ttgggcacga
aagagagttg

gggggaccat

acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaay
gaggagatga
gacatecgceg
ccecgtgetag
aggtggcagy

tacacacaga

&80

120

180

240

300

360

420

480

540

600

680

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1418



Met

Ala

Lys

Ser

Ser

65

Asn

Ser

Gly

Asp

Thr
145

val

Leu

Lys
50

Asn

Lys

Glu

Lys

Ile

130

Arg

His

Val

35

Gly

Glu

Ser

Glu
115

Gly

Leu

Ala

hla

20

han

Glu

Ile

Thr
100
val

Asp

Arg

"R

Pro

Asp

Phe

Lys

Gln

85

Thr

Leu

Asp

Thr

Ser

Gly

Leu

Thr

Glu

70

Pro

Val

Lys

Gln
150

ES 2384379 T3

Pro

Leu

Gly

Gly

Ser

Thrx

Phe

Thr

Lys

135

Lyse

Ser

Ser

40

Thr

Pro

Phe

Thr

Met

j20

Ala

Glu

Limu
Ala
25

Asn

Tyr

Leu

Gly

Gly

105

Trp

Thr

Gln

101

Lieu

10

Met

Thr

His

Phe

20

Gln

Leu

hrg

Leu

Leu

Lye

Thxr

Thr

Gly

75

Cys

Leu

val

Leu
155

Leu

Ile
Aa
60

Thy
Val
Phe
Arg
Gly

140

Ala

Leu
Ser
Gly
45

Val
Gln
Asn
Ile
Ser
125

Ile

Ser

Leu
Leu
30

Ala

Trp
Asp
110

Ser

Leu

Ser
15

Thr
val
Ala
Thr
Lys
as

Arg
val

Ile

Leu

Lieu

Gly

Ile
80

Phe
Asn
asn

Phe

Glu
160



Ala

Ala

Lys

Thr

Val

225

Asn

Leu

Phe

Cys
305

Val

Ile

Ile
3es

Glu

His

465

Asp
Asn
Gly
Glu
210
Pro
Ser
Glu
Pro
Lys
290
Lys
Leu
His
ITle
Val
370
Gln
Lys
Asp
Ile
Pro

450

Ile

Lys

Glu

155

Gln

Ala

Ber

Pro

Val

275

Asn

Pro

I1le

Ala

Glu

355

Ser

Leu

Trp

Tyr

Thr
435

Phe

Gln

Cys Lys
165

Ile Asp
180

Tle Thr
Ala Ser

Met val

Tyr Cys
2458

Asn Leu
260

ala Gly
Glu Asn

Leu Leu

Val Met
- 323

Ser Tyr
340

Phe Ile
Pro ala
Ile Cys

405

Tyr Ser
420
Val Leu

Thr Cys

Leu Ile

Glu

Val

Glu
230

Leu

Cys

Asp

Asn

Leu

310

Asn

Thxr

Asn

Asn

390

Ser

val

Asn

Phe

470
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Arg

Arg

Ile
215

Asp

Tyr
Qly
Glu
2958

Rap

Val

Leu
Glu
375
val
Val
Glu
Ile
Ala

455

Pro

Glu
Pro
Lys
200
His
Ser
Ile
Asn
Gly
280
Leu
Asn
Ala
Leu
Glu

E1)

Thr

Ile

Asn
Ser
440

Lys

Val

Glu

Cys
185
Asgp
Gln
Gly
Lys
Ala
265
Leu
Pro
Ile
Glu
Gly
345
Glu
Met
Gly

Asp

Pro
428

Glu.

Asn

102

Lye

170

Pro

Asp

His

His

Ile

250

Gln

val

Lys

His

Lys

30

Lys

Asn

Glu

Gln

Gln

410

Ala

Ile

Thr

Asn

Ile Ile

Leu Asn

Ser Lys

Lys Glu
220

235

Ser Ala

Ala Ile

Cys Pro

Leu Gln
300

Phe Ser
31s

His Arg

Gln Tyr
Lys Pro
Val Asp

380

Leu Ser
395

Asp Agp
Asn Lys
Glu Sex
His Gly

460

Phe Gln
475

Leu

Pro

Thr
205

Lys’

Cys

Lys

Phe

285

Gly

Gly

Pro

Thr

365

Leu

Asp

Pro

Arg

445

Ile

Lys

val
Asn
190
Pro
Leu
Val
Phe
Lys

270

Met

val

Agn

Ile

50

Gly

Ile

Val

4390

Fhe

Asp

Asp

Ser

175

Glu

Val

Trp

val

val

258

Gln

Glu

Lys

Lys

335

Thr

Pro

Ser

Ala

Lieu

415

Ser

Ala

Tyr

Ser

His

Ser

Phe

Arg

240

Glu

Lys

Phe

Asp

Asp

320

Arg

Val

Gln

400

aly

Thr

Lys

Ala

Lys
400
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Asp Asp Asp Asp Lys
485

<210> 60
<211> 485
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> proteina quimérica avidina-IL-1R1 cynomolgus-FLAG

<400> 60
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Met

Ala

Lys

Ser

Ser

65

Asn

Ser

Gly

Thr
145

Ala

Ala

Lys

Thr

val

225

Asn

val

Leu

Trp

Lys

50

Asn

Lys

Glu

Lys

Ile

130

Axg

Asp

Asn

Gly

Glu

210

Bro

Ser

His

val

Thr

35

Gly

Glu

Arg

Ser

Glu

118

Gly

Leu

Lys

Glu

195

Gln

Ala

Ser

aAla

Ala

20

Asn

Glu

Ile

Thr

100

Val

Asp

Cys
Ile
180
Ile

Ala

Lys
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Thr

Pro

Aep

Phe

Lysa

Gln

85

Leu

Asp

Asn
165

Asp

Ser

val

Cys

Ser

Gly

Leu

Glu
70
Pro

val

Lys

Gln
150

Glu

Val

Arg

Glu
230

Leu

Pro

Leu

Gly

Gly

£S

Ser

Phe
Thr
Lys

138

Lys

Arg

Ile
215

Asp

Arg

Leu

Ser

Ser

40

Pro

Phe

Thr

Met

120

Ala

Glu

Glu

Pro

Lys

200

Hisa

Ser

Ile

104

Leu
hla
25

ABN

Leu

Gly

Gly

105

Trp

Thr

Gln

Glu

Cys
1RS
ASn
Gln

Gly

Lys

Leu
10

Arg
Met
Thr
His
Phe
a0

Gln

Leu

Leu

Lys

170

Pro

Asp

His

His

Ila

Lew

Lys

Thr

Thr

Gly

75

Thr

Val

Leu

155

Ile

Leu

Ser

Lye

235

Thr

Leu

Cys

Ile

Ala

&0

Thr

Val

Fhe

Gly
i40
Aa
Ile
Asn
Lys
Lys

220

Ala

Leu
Ser
Gly
45

val
Gln
Asn
Ile
Ser
125
Ile
Ser
Leu
Pro
Thr
205
Lys

Cys

Lys

Leu

Leu

30

Ala

Thr

Asn

Trp

Asp

110

Ser

Asn

val

Asn

120

Pro

Leu

val

Phe

Serx

15

Thr

val

Ala

Thr

Lys

85

val

Ile

Leu

Ser

175

Gln

Ile

val

val

Len

Gly

Asn

‘Thr

Ile

80

Phe

Asn

Aan

Fhe

Glu

160

Ser

Ser

Phe

Arg

240

Glu
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Leu

Phe

Cys
308

val

Ile

Ile
388

Trp

Glu

Leu

His

Tyr
465

Asp
<210> 61

<211>5
<212> PRT

Glu
Pro
Lys
290
Lys
Leu
His
Ile
Val
370
Gln
Lys
Asp
Ile
Pro
450

val

Asp

Pro

Val

275

Asp

Pro

Ile

Ala

Glu

385

Ser

Leu

Trp

Tyr

Thr

435

Phe

Gln

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 61

<210> 62
<211>8
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Asn

280

Ala

Glu

Leu

Val

Sex

340

FPhe

Pro

Xle

420

Val

Thr

Leu

Asp
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245

Leu

Gly

Asn

Leu

Met
325

Tyr

Ile

Ala

Cys

Gly

405

Ser

Leu

Cys

Ile

Lys
485

Asp

Asn

Leu

310

Agn

Thr

Thr

Agn

Asn

390

Ser

Val

Asn

Leu

4790

Tyx

Gly

Glu

295

Asp

val

Tyr

Leu

Glu

375

Val

Phe

Glu

1le

Ala

455

Pro

Asn

Gly

280

Leu

Asn

Ala

Leu

Glu

360

Thr

Thr

Ile

Asn

Ser

440

Arg

val

Ala
2858
Leu
Pro
Ile
Glu
Gly
345
Glu
Ile
Gly
Asp
Pro
425

Glu

Asn

250

Glu

val

Lys

His

Lys

330

Lys

Asn

Glu

Gln

Glu

410

Ala

Thx

Lye

Ala

Leu

Phe

als

Hig

Gln

Lys

Val

Leu

395

Asp

Asn

Glu

His

Phe
478

Asn Tyr Gly Met His

1

105

S

Ile

Pro

Leu

o0

Ser

Arg

Tyr

Pro

Asp

380

Ser

Rsp

Lys

Ser

Gly

460

Gln

Phe

2B5

Gly

aly

Pro

1-3-3

Leu

Asp

Pro

Arg
445

Met

Lys

255

Lys Gln
270

Met Glu

Tyr Lys

Val Lys

Asn Tyr
335

Ile Thr
350

Arg Pro

Gly Ser

Thr Ala

Val Leu
415

Arg Ser
430
Phe Tyr

Asp Ala

Asp Tyr

Arg

Fhe

Asp

Asp

320

Arg

val

Gln

400

Gly

Thr

Lys

Ala

Lys
480
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<400> 62

Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met His
1 s

<210> 63

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

Phe His Trp Ile Ala
1 ] 5

<210> 64

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

Gly Ile Trp Asn Asp Gly Ile Asn Lys Tyr His Ala His Ser Val Arg
1 ] 10 15

Gly

<210> 65

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

Ala Ile Trp Asn Asp Gly Glu Asn Lys His His Ala Gly Ser Val Arg
1 s 10 15

Gly

<210> 66

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

Ile Ile His Pro Gly Ala Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
1 S 10 15

Gly

<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67
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Ala Arg Ser Phe Asp Trp Leu Leu Phe Glu Phe
1 s 10

<210> 68

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

Gly Arg Tyr Phe Asp Trp Leu Leu Phe Glu Tyr
1 5 10

<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

Gln Arg Glu Leu Asp Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210>70

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 8 10

<210> 71

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Ser Ser Leu His
1 5 10

<210> 72

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Asp Ala Sex Asn Arg Ala Thr
1 s

<210>73

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73
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<210> 74
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

<210> 75
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

<210> 76
<211> 111
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Leu

Ser
65

Tyr

Ala

<210> 77
<211> 350
<212> ADN

val

Gln

Gly
50
Thr

Lys

Ala

Ile

Ile

rp
35
Glu

Leu

His

<213> Homo sapiens

<400> 77
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Tyr Ala Ser Gln Ser Pha Ser
1

5

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro Leu Thr

1

5

10

His Gln Ser Ser Ser Leu Pro Leu Thr

1

val

Gln

20

Lys

AsSp

Ile

Pro

Ile
100

Ser
Leu
Trp
Tyr
Thr
éhe
a5

Gln

Pro Ala

Ile Cys

Asn Gly

Tyr Ser

Val Leu
7G

Thr Cys

Leu Ile

5

Asn

Asn

Ser

40

Val

Asn

Phe

108

Glu Thr Met

Val

25

Val

Glu

Ile

Ala

Pro
105

10

Thr

Ile

Asn

Ser

Lys

90

Val

Gly

Rep

Pro

Glu

75

Asn

dlu

Gln

Glu

Ala

50

Ile

Thr

val

Leu

Asp

45

Asn

Glu

Hig

Phe

Asp

Ber

30

Asp

Lys

Sar

aly

Gln
110

Leu Gly
15

Asp Ile

Pro Val

Arg Arg

Arg pPhe
80

Ile Asp
95

Lys
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cctgtgatty
ttgatctgta
gtaattgatg
aacaaaagaa
tataaacatce

cagttaatat

<210> 78
<211> 350
<212> ADN

tgagceoroage
atgteaccgg
aagatgacee
ggagtaccet
catttacctg

atccagtcac

<213> Rattus sp.

<400> 78
cetgtgatta
ctgaktctgca
gaaattgaat
gccaaaagaa
tatcgctate

cggttagtat

<210> 79

<211> 111
<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 79

Pro

1l

Ser

Val

Leu

Val Ile

Thr Ile

Tyr Trp

Ala Glu

tgagecoacg
acgtcacggg
gggacgatce
agtacactct
cygttecatcty

acceagttee

Met
Gln
20

Lys
3s

Asp

50

Tyr
&85

Thr

Thr Leu

Arg Tyr

Ala His

Ile

Pro

100

Val Arg Leu
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taatgagaca
ccagttgagt
agtgctaggg
catcacagtyg
ttttgecaag

taatttceag

gaatgagacg
ccagtccace
aaccctagece
cattacaaca
cttcgttaag

tgacttcaag

Ser Pro

Leu Ile

Trp Asn

Gln
5%

Thr
70

Phe
85

Ile

Arg
Cys
Gly
éhe

Leu

val

atggaagtag
gacattgett
gaagactatt
cttaatatat
aatacacatyg

aagcacatga

atggaagctg
gaccttgtct
gaagactate
cttaacgttt
aacactcata

aattacctca

Asn Glu

val
25

Asn

Ser Glu

40

Leu

Asn Val

Phe Val

Pro
105

TYTr

109

Thr

10

Ile

Glu His

Ser

Lys

20

Val

acttgggate
actggaagtg
acagtgtgga
cggaaattga
gtatagatge

ttggtatatyg

acccaggatc
actggaagtg
agtttttgga
cagaggtcaa
ttctggagac

tegggggcett

Met Glu

Gly Gln

Glu Trp

Ala

Phe

Asp

ccagatacaa
gaatgggteca
aaatectgea
aagtagattt

agcatatate

cacgatacaa
gaatggatcg
acaccctteca
aagccagttt

tgcacacgta

Asp Pro

15

Asp
30

Asp Pro

45

Ser
1]

Pro

Glu val

7%

Asn Thr

Pro Asp

Ala

Lys

His

Phe

Lys

Ser Gln

Ile Leu

95

Lys
110

Lys

Gly

Leu

Ile

Lys

Phe

80

Glu

60
120
180
240
300

aso

60
120
180
240
300

350
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REIVINDICACIONES

1. n anticuerpo humano aislado que se une especificamente al receptor de tipo 1 de la interleucina 1 o a un
fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende:

a. gines estructurales de cadena pesada humana, una regién CDR1 de la cadena pesada, en la que la CDR1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 63; una region CDR2 de la cadena pesada, en la que
la region CDR2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 66; una region CDR3 de la cadena
pesada, en la que la regiéon CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 69; y

b. ines estructurales de cadena ligera humana, una region CDR1 de la cadena ligera, en la que la region CDR1
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 71; una regién CDR2 de la cadena ligera, en la que la
region CDR2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 73; una region CDR3 de la cadena ligera,
en la que la region CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 75.

2. | anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo comprende
una cadena pesada que comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de
aminodacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de aminoacidos que se
expone en la SEC ID N° 16, y una cadena ligera que comprende una region variable de la cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia
de aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 18.

3. I anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que la region
variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEC ID N° 16 y en
la que la region variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la
SEC ID N° 18.

4. | anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende:

a. na cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEC ID N° 40; y
b. na cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEC ID N° 32,
la SEC ID N° 34 o la SEC ID N° 36, en la que el fragmento de unién a antigeno tiene una delecién amino-
terminal o una delecién carboxilo-teminal,

y/o una delecién o sustitucion interna.

5. I anticuerpo de la reivindicacion 4, en el que el fragmento de unién a antigeno de la cadena pesada comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 32, y el fragmento de unién a antigeno de la cadenaligera comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 40.

6. | anticuerpo de la reivindicacion 5, en el que la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos como
se expone en la SEC ID N° 32 y en la que la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos tal como se
expone en la SEC ID N° 40.

7. | anticuerpo de la reivindicacion 4, en el que el fragmento de unién a antigeno de la cadena pesada comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 34, y el fragmento de union a antigeno de la cadena ligera comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 40.

8. | anticuerpo de la reivindicacion 7, en el que la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos como
se expone en la SEC ID N° 34 y en la que la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos tal como se
expone en la SEC ID N° 40.

9. | anticuerpo de la reivindicacion 4, en el que el fragmento de unién a antigeno de la cadena pesada comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 36, y el fragmento de unién a antigeno de la cadena ligera comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 % con la secuencia de
aminoacidos que se expone en la SEC ID N° 40.

10. | anticuerpo de la reivindicacion 9, en el que la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos como

se expone en la SEC ID N° 36 y en la que la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos tal como se
expone en la SEC ID N° 40.
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11. | anticuerpo o el fragmento de union a antigeno del mismo, de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la
cadena pesada comprende una regién variable que comprende la secuencia de aminoacidos EVQLMQSGAE
VKKPGESLKI SCKGSGYSFS FHWIAWVRQM PGKGLEW- MGI IHPGASDTRY SPSFQGQVTI SADNSNSATY
LQWSSLKASD TAMYFCARQR ELDYFDYWGQ GTLVTVSS.

12. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la
cadena ligera comprende una region variable que comprende la secuencia de aminoacidos EIVLTQSPDF
QSVTPKEKVTITCRASQSIG SSLHWYQQKP DQSPKLLIKY ASQSFSGVPS RFSGSGSGTD FTLTINSLEA
EDAAAYYCHQ SSSLPLTFGG GTKVEIK.

13. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la
region variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos EVQLMQSGAE VKKPGESLKI
SCKGSGYSFS FHWIAWVRQM PGKGLEWMGI IHPGASDTRY SPSFQGQVTI SADNSNSATY LQWSSLKASD
TAMYFCARQR ELDYFDYWGQ GTLVTVSS, en el que la region variable de la cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacidos EIVLTQSPDF QSVTPKEKVT ITCRASQSIG SSLHWYQQKP DQSPKLLIKY
ASQSFSGVPS RFSGSGSGTD FTLTINSLEA EDAAAYYCHQ SSSLPLTFGG GTKVEIK.

14. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de
la cadena pesada y la cadena ligera de los anticuerpos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

15. Un vector de expresion que comprende el &cido nucleico de la reivindicacion 14.
16. La célula huésped que contiene el vector de expresion de la reivindicacion 15.

17. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 13, en el que las regiones variables de la cadena pesada y la cadena
ligera estan conectadas por un ligador flexible para formar un anticuerpo de una cadena.

18. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 17, que es un anticuerpo Fv de una cadena.

19. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que es un anticuerpo Fab.
20. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que es un anticuerpo Fab’.
21. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que es un anticuerpo (Fab'),.

22. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo completamente humano.

23. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13y 17 a 21, que es un anticuerpo IgG2.

24. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2, 3, 4, 6, 8, 10, que se une especificamente
al polipéptido de la SEC ID 76.

25. El anticuerpo de la reivindicaciéon 24, que se une especificamente a la secuencia de aminoacidos YSV.

26. Uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 para la preparacién de una
composicion farmacéutica para tratar una enfermedad mediada por la IL-1 en un paciente, en el que la enfermedad
mediada por la IL-1 se selecciona de enfermedades pulmonares, enfermedad pulmonar obstructiva crénica o EPOC,
proteinosis alveolar pulmonar, neuropatia inducida por bleomicina, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica,
fibrosis pulmonar inducida por radiacion, fibrosis quistica, acumulacién de colageno en los pulmones, sindrome de
dificultad respiratoria aguda o SDRA, displasia broncopulmonar o DBP, enfermedades pulmonar obstructivas
cronicas seleccionadas de enfisema, bronquitis crénica, enfermedad pulmonar fibrética crénica, asbestosis,
neumoconiosis del trabajador del carbon, silicosis, neunomia organizadora por bronquiliterans, sarcoidosis pulmonar,
rinitis alérgica, dermatitis de contacto, dermatitis atopica, diabetes, enfermedad intestinal inflamatoria, artritis
reumatoide y asma.

27. Una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25.
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FIG. 1A

Region constante de la cadena pesada de IgG1
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Region constante de la cadena kappa
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FIG. 2A
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FIG. 2B
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FIG. 3A

Region constante de la cadena pesada de IgGG2
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FIG. 4A

Region constante de la cadena pesada de IgG4
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FIG. 4B
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Cadena pesada 26F5
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FIG. 5A
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FIG. 5B
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Cadena kappa 26F5
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FIG. 6A
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FIG. 6B
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Cadena pesada 27F2
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FIG. 7A
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FIG. 7B
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Cadena pesada 15C4
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FIG. 8A
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FIG. 8B
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Cadena kappa 15C4
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FIG. 9A

tgggtttctg
agactttcag
cattggtagt
caagtatgct
gacagatttce
tcatcagagt

ctgctctggg
tctgtgactce
agcttacact
tcccagtcecet
accctcacca
agtagtttac

FIG. 9B
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FIG. 10
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FIG. 11
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% Unién maxima

Competicion de la formacion del
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FIG. 12

complejo IL-1R1/TL-1B3/RAcP
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% Union maxima
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FIG. 13

15C4
Competicion de la formacion del
complejo IL-1R1/IL-1a/RAcP
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on maxima

% Uni
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FIG. 14

Competicion de la union de IL-1p3 e IL.-1ra

all-1R1

125+

2

754

254

IL-1 beta-rutenio IL-1ra-rutenio

Proteina competida

125

C—3Control IgG Hu

mmal Control ligando/antagonista
B850 15C4

26F5

27F2

24E12

10H7



% producciéon maxima de 1L-6

Inhibicion de la produccion de I1.-6 inducida
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FIG. 15A

por I1.-1 en condrocitos humanos primarios
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% produccion de IL-6 control
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FIG. 16

Inhibicion de la produccion de IL-6 inducida

por IL-1 en sangre entera humana
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FIG. 24
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FIG. 25B
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