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DESCRIPCION
Anticuerpos ANTI-IL-33 y usos de los mismos
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a anticuerpos, y a fragmentos de unién al antigeno de los mismos, que son especificos
para la IL-33 humana.

Antecedentes

La interleucina-33 (IL-33) es un ligando para ST2, un miembro de la superfamilia de receptores de tipo Toll/interleucina-
1 que se asocia con una proteina auxiliar, IL-1RACP (para revisiones, véase, por ejemplo, Kakkar y Lee, Nature
Reviews - Drug Discovery 7(10).827-840 (2008), Schmitz et al., Immunity 23:479-490 (2005); Liew et al, Nature
Reviews - Immunology 10:103-110 (2010); documento US 2010/0260770; documento US 2009/0041718). Tras la
activacién de ST2/IL-1RACcP por IL-33, se activa una cascada de sefializacidén a través de moléculas en direccidén 3’,
tales como MyD88 (factor 88 de diferenciacién mieloide) y TRAF6 (factor 6 asociado al receptor de TNF), lo que
conduce a la activacién de NFkB (factor nuclear kB), entre otros. La sefalizacién de IL-33 se ha implicado como un
factor en una variedad de enfermedades y trastornos. (Liew et al, Nature Reviews - Immunology 10:103-110 (2010)).

El documento WO 2005/079844 describe el uso de antagonistas de IL-33 para tratar ciertos trastornos inflamatorios e
inmunitarios.

Breve sumario de la invencién

La presente divulgacién proporciona anticuerpos que se unen a la interleucina-33 humana ("IL-33"). Los anticuerpos
son Utiles, entre otros, para inhibir la sefializacién mediada por IL-33 y para tratar enfermedades y trastornos causados
por o relacionados con la actividad y/o sefializacién de IL-33.

En la presente invencidn, se proporciona un anticuerpo monoclonal humano completamente aislado o un fragmento
de unién al antigeno del mismo que se une especificamente a la interleucina 33 (IL-33) humana, en donde el anticuerpo
o fragmento de unién al antigeno comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 274 y una regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 282. La invencién se define mediante las reivindicaciones adjuntas. Cualquier otra realizacién definida
en el presente documento es meramente ilustrativa. Cualquier referencia en la descripcién a métodos de tratamiento
se refiere a compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencidén para su uso en un
método de tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o diagnéstico).

Los anticuerpos de la invencién pueden ser de longitud completa (por ejemplo, un anticuerpo 1I9G1 o 1IgG4) o pueden
comprender Unicamente una parte de unién al antigeno (por ejemplo, un fragmento Fab, F(ab’): o scFv) y pueden
modificarse para afectar a la funcionalidad, por ejemplo, para eliminar las funciones efectoras residuales (Reddy et al.,
2000, J. Immunol. 164:1925-1933).

En la invencién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana son anticuerpos
monoclonales completamente humanos aislados.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, inhiben o atendan la sefializacién mediada por IL-33.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, bloquean la interaccién de IL-33 y ST2.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, bloquean la interaccidén de IL-33 y ST2 con un valor de Clso inferior a aproximadamente 10 nM o
bloquean més de aproximadamente el 50 % de la interaccién de IL-33 y ST2 medida en un ensayo de unién de
receptor/ligando in vitro a 25 °C.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, no bloquean o solo bloquean parcialmente la interaccién de IL-33 y ST2.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, se unen a la IL-33 humana con una constante de equilibrio de disociaciéon de unién (Kp) inferior a
aproximadamente 1 nM medida en un ensayo de resonancia de plasmén superficial a 37 °C.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, se unen a la IL-33 humana con una semivida disociativa (t¥2) superior a aproximadamente 8 minutos,
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medida en un ensayo de resonancia de plasmén superficial a 37 °C.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, inhiben la desgranulaciéon mediada por IL-33 de los basdéfilos humanos.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, inhiben la desgranulacién mediada por IL-33 de los baséfilos humanos con una Clso inferior a
aproximadamente 600 pM, medida en una prueba de activacién de basdfilos in vitro (BAT, Basophil Activation Test).

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, inhiben la produccién de IFN-gamma mediada por IL-33 a partir de PBMC (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) humanas.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, inhiben la produccion de IFN-gamma mediada por IL-33 a partir de PBMC humanas con una Clsp
inferior a aproximadamente 25 nM, medida en un ensayo de produccién de IFN-gamma de PBMC in vitro.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, inhiben la produccion de IFN-gamma mediada por IL-33 a partir de PBMC humanas con una Clsp
inferior a aproximadamente 3 nM, medida en un ensayo de produccidén de IFN-gamma de PBMC in vitro.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, inhiben la produccion de IFN-gamma mediada por IL-33 a partir de PBMC humanas con una Clsp
inferior a aproximadamente 0,5 nM, medida en un ensayo de producciéon de IFN-gamma de PBMC in vitro.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o sus fragmentos de
unién al antigeno, reducen la frecuencia de los linfocitos T CD4+, eosinéfilos y células ILC2 en los pulmones cuando
se administran a un modelo animal de inflamacién pulmonar inducida por alérgenos.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o a sus fragmentos de
unién al antigeno, reducen el nivel de IL-4 e IL-5 en los pulmones cuando se administran a un modelo animal de
inflamacién pulmonar inducida por alérgenos.

En una realizacién, los anticuerpos que se unen especificamente a la interleucina-33 humana, o los fragmentos de
unién al antigeno de la misma, cuando se administran a un modelo animal de inflamacién pulmonar inducida por
alérgenos, producen una reduccidén de al menos 4 veces los niveles de IL-4 y/o una reduccién de al menos 5 veces
en los niveles de IL-5 en comparacién con los animales expuestos a alérgenos que reciben un anticuerpo de control
de isotipo.

La presente divulgacién proporciona anticuerpos, o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, que comprenden
una regién variable de cadena pesada (HCVR) que tiene una secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274,290y 308 o
una secuencia sustancialmente similar a las mismas, que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia.

La presente divulgacion también proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo que
comprende una regién variable de cadena ligera (LCVR) que tiene una secuencia de aminoéacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282,
298 y 316 o una secuencia sustancialmente similar a las mismas, que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia.

La presente divulgacién también proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que
comprende un par de secuencias de HCVR y LCVR (HCVR/LCVR) seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218,
226/234, 242/250, 258/266, 290/298 y 308/316. En la invencidn, el anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno del
mismo comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 274 y una LCVR que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 282.

La presente divulgacion también proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo que
comprende un dominio CDR3 de cadena pesada (HCDR3, regién determinante de complementariedad de cadena
pesada 3, Heavy Chain Complementarity Determining Region 3) que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216,
232, 248, 264, 280, 296 y 314 o una secuencia sustancialmente similar a las mismas, que tiene al menos un 90 %, al
menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia; y un dominio CDR3 de cadena
ligera (LCDR3, Regién determinante de complementariedad de cadena ligera 3, Light Chain Complementarity
Determining Region 3) que tiene una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983 609 T3

16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272, 288, 304 y 322 o una secuencia
sustancialmente similar a las mismas, que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos
un 99 % de identidad de secuencia.

en determinados casos, el anticuerpo o la parte de unién al antigeno de un anticuerpo comprende un par de secuencias
de aminoacidos de HCDR3/LCDR3 seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8/16, 24/32, 40/48, 56/64,
72/80, 88/96, 104/112, 120/128, 136/144, 152/160, 168/176, 184/192, 200/208, 216/224, 232/240, 248/256, 264/272,
280/288, 296/304 y 314/322.

La presente divulgacién también proporciona un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende ademas un
dominio CDR1 de cadena pesada (HCDR1) que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 292 y 310
0 uUna secuencia sustancialmente similar a las mismas, que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia; un dominio CDR2 de cadena pesada (HCDR2) que tiene una
secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134,
150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 278, 294 y 312 o una secuencia sustancialmente similar a las mismas, que
tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia; un
dominio CDR1 de cadena ligera (LCDR1) que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268, 284, 300 y 318,
0 uUna secuencia sustancialmente similar a las mismas, que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia; y un dominio CDR2 de cadena ligera (LCDR2, Regidn
determinante de complementariedad de cadena ligera 2, Light Chain Complementarity Determining Region 2) que
tiene una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110,
126, 142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270, 286, 302 y 320 o una secuencia sustancialmente similar a las
mismas, que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de
secuencia.

Ciertos ejemplos de anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno no limitantes de la divulgacidén comprenden
dominios HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3, respectivamente, que tienen las secuencia de
aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 4-6-8-12-14-16 (por ejemplo, H1IM9559N); 20-22-
24-28-30-32 (por ejemplo, H1M9566N); 36-38-40-44-46-48 (por ejemplo, H1M9568N);, 52-54-56-60-62-64 (por
ejemplo, HAH9629P); 68-70-72-76-78-80 (por ejemplo, H4AH9633P); 84-86-88-92-94-96 (por ejemplo, H4H9640P);
100-102-104-108-110-112 (por ejemplo, H4H9659P); 116-118-120-124-126-128 (por ejemplo, H4H9660P); 132-134-
136-140-142-144 (por ejemplo, H4H9662P); 148-150-152-156-158-160 (por ejemplo, H4H9663P); 164-166-168-172-
174-176 (por ejemplo, H4H9664P); 180-182-184-188-190-192 (por ejemplo, H4H9665P); 196-198-200-204-206-208
(por ejemplo, H4H9666P), 212-214-216-220-222-224 (por ejemplo, H4H9667P), 228-230-232-236-238-240 (por
ejemplo, H4H9670P); 244-246-248-252-254-256 (por ejemplo, H4H967 1P); 260-262-264-268-270-272 (por ejemplo,
H4H9672P); 276-278-280-284-286-288 (por ejemplo, H4H9675P), 292-294-296-300-302-304 (por ejemplo,
H4H9676P); y 310-312-314-318-320-322 (H1M9565N).

En un caso relacionado, la divulgaciéon incluye un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno de un anticuerpo,
que se une especificamente a IL-33, en donde el anticuerpo o fragmento comprende los dominios CDR (Regiones
determinantes de complementariedad, Complementarity Determining Regions) de cadena pesada y ligera contenidos
dentro de las secuencias de regién variable de cadena pesada y ligera (HCVR/LCVR) seleccionadas del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186,
194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298 y 308/316. Los métodos y las técnicas para identificar
las CDR dentro de las secuencias de aminoacidos de HCVR y LCVR son bien conocidos en la técnica, y pueden
usarse para identificar las CDR dentro de las secuencias de aminoacidos de HCVR y/o LCVR especificas desveladas
en el presente documento. Las convenciones ilustrativas que pueden usarse para identificar los limites de las CDR
incluyen, por ejemplo, la definicién de Kabat, la definicién de Chothia y la definicion de AbM. En términos generales,
la definicién de Kabat se basa en la variabilidad de secuencia, la definicién de Chothia se basa en la ubicacién de las
regiones de bucles estructurales y la definicién de AbM es un compendio entre las estrategias de Kabat y Chothia.
Véanse, por ejemplo, Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest", National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani et al., J. Mol. Biol. 273:927-948 (1997); y Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
86:9268-9272 (1989). También estan disponibles bases de datos publicas para identificar las secuencias de CDR
dentro de un anticuerpo.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona moléculas de acido nucleico que codifican anticuerpos anti-IL-33 o
fragmentos de unién al antigeno de los mismos. Los vectores de expresion recombinante que portan los &cidos
nucleicos de la divulgacién, y células hospedadoras en que se han introducido dichos vectores, también estan
abarcados por la divulgacién, asi como métodos de produccién de los anticuerpos mediante el cultivo de las células
hospedadoras en condiciones que permiten la produccién de los anticuerpos y la recuperacién de los anticuerpos
producidos. La invencidn proporciona una molécula aislada de acido nucleico que codifica el anticuerpo o el fragmento
de unién al antigeno de la invencién. La invencién también proporciona vectores de expresiéon recombinantes que
portan los acidos nucleicos de la invencién, y células hospedadoras en las que se han introducido dichos vectores.
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En un caso, la divulgacién proporciona un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una HCVR codificada
por una secuencia de 4cido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, 17, 33, 49, 65, 81, 97,
113, 129, 145, 161, 177, 193, 209, 225, 241, 257, 273, 289 y 307, 0 una secuencia sustancialmente idéntica que tiene
al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de homologia de la misma.

La presente divulgacion también proporciona un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una LCVR
codificada por una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 25, 41, 57,
73, 89, 105, 121, 137, 153, 169, 185, 201, 217, 233, 249, 265, 281, 297 y 315, o una secuencia sustancialmente
idéntica que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de homologia de la
misma.

La presente divulgacién también proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo que
comprende un dominio HCDR3 codificado por una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEQ ID NO: 7, 23, 39, 55, 71, 87, 103, 119, 135, 151, 167, 183, 199, 215, 231, 247, 263, 279, 295 y 313, 0 una
secuencia sustancialmente idéntica que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un
99 % de homologia de la misma; y un dominio LCDR3 codificado por una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 15, 31, 47, 63, 79, 95, 111, 127, 143, 159, 175, 191, 207, 223, 239, 255, 271,
287, 303 y 321, o una secuencia sustancialmente idéntica que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos
un 98 % o al menos un 99 % de homologia de la misma.

La presente divulgacién también proporciona un anticuerpo o fragmento del mismo que ademas comprende un dominio
HCDR1 codificado por una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 3, 19,
35, 51, 67, 83, 99, 115, 131, 147, 163, 179, 195, 211, 227, 243, 259, 275, 291 y 309, 0 una secuencia sustancialmente
idéntica que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de homologia de la
misma; un dominio HCDR2 codificado por una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 5, 21, 37, 53, 69, 85, 101, 117, 133, 149, 165, 181, 197, 213, 229, 245, 261, 277, 293 y 311, o una
secuencia sustancialmente idéntica que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un
99 % de homologia de la misma; un dominio LCDR1 codificado por una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11, 27, 43, 59, 75, 91, 107, 123, 139, 155, 171, 187, 203, 219, 235, 251, 267,
283, 299 y 317, o una secuencia sustancialmente idéntica que tiene al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos
un 98 % o al menos un 99 % de homologia de la misma; y un dominio LCDR2 codificado por una secuencia de
nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 13, 29, 45, 61, 77, 93, 109, 125, 141, 157, 173,
189, 205, 221, 237, 253, 269, 285, 301 y 319, o una secuencia sustancialmente idéntica que tiene al menos un 90 %,
al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de homologia de la misma.

De acuerdo con determinados casos, el anticuerpo o fragmento del mismo comprende las secuencias CDR de cadena
pesada y ligera codificadas por las secuencias de acido nucleico de las SEQ ID NO: 1 y 9 (por ejemplo, H1M9559N),
17 y 25 (por ejemplo, H1M9566N), 33 y 41 (por ejemplo, H1M9568N), 49 y 57 (por ejemplo, H4H9629P), 65 y 73 (por
ejemplo, H4H9633P), 81 y 89 (por ejemplo, H4H9640P), 97 y 105 (por ejemplo, HAH9659P), 113 y 121 (por ejemplo,
H4H9660P), 129 y 137 (por ejemplo, H4H9662P), 145 y 153 (por ejemplo, H4H9663P), 161 y 169 (por ejemplo,
H4H9664P), 177 y 185 (por ejemplo, H4H9665P), 193 y 201 (por ejemplo, H4H9666P), 209 y 217 (por ejemplo,
H4H9667P), 225 y 233 (por ejemplo, H4H9670P), 241 y 249 (por ejemplo, H4H9671P), 257 y 265 (por ejemplo,
H4H9672P), 273 y 281 (por ejemplo, H4H9675P), 289 y 297 (por ejemplo, H4H9676P) o 307 y 315 (H1 M9565N).

La presente invencién incluye anticuerpos anti-IL-33 que tienen un patrén de glucosilacion modificado. En algunas
aplicaciones, puede ser Util la modificacién para retirar sitios de glucosilacién no deseados o un anticuerpo que carezca
de un resto de fucosa presente en la cadena de oligosacarido, por ejemplo, para aumentar la funcidén de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC, Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity) (véase, Shield et al., (2002) JBC
277:26733). En otras aplicaciones, se puede realizar la modificacién de la galactosilacién para modificar |a citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC, Complement Dependent Cytotoxicity).

En otro aspecto, la divulgacién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo humano
recombinante o un fragmento del mismo, que se une especificamente a IL-33 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En un aspecto relacionado, la divulgacién proporciona una composicién que es una combinacién de un
anticuerpo anti-IL-33 y un segundo agente terapéutico. En un caso, el segundo agente terapéutico es cualquier agente
que se combine de forma ventajosa con un anticuerpo anti-IL-33. Los agentes ilustrativos que se pueden combinar de
forma ventajosa con un anticuerpo anti-IL-33 incluyen, sin limitacién, otros agentes que inhiben la actividad I1L-33
(incluyendo otros anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, inhibidores peptidicos, antagonistas
de molécula pequefia, etc.) y/o agentes, que no se unen directamente a IL-33, sino que, sin embargo, interfieren con
el bloqueo o la atenuacidn de la sefializacién mediada por IL-33. En un caso, el segundo agente terapéutico puede
seleccionarse del grupo que consiste en un antiinflamatorio no esteroideo (AINE), un corticoesteroide, un dilatador
bronquial, un antihistaminico, epinefrina, un descongestionante, un antagonista de la linfopoyetina del estroma timico
(TSLP, Thymic Stromal Lymphopoietin), un antagonista de IL-13, un antagonista de IL-4, un antagonista dual de IL-
4/IL-13, un antagonista de IL-5, un antagonista de IL-6, antagonista de IL-12/23, un antagonista de IL-22, un
antagonista de IL-25, un antagonista de IL-17, un antagonista de IL-31, un inhibidor oral de PDE4 y otro antagonista
de IL-33 o un anticuerpo diferente contra IL-33.
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en determinados casos, el antagonista de la citocina puede ser un inhibidor de molécula pequefia (sintético o de origen
natural) o una proteina (por ejemplo, un anticuerpo) que interactla con la propia citocina, o con un receptor de la
citocina, o con un complejo que comprende tanto la citocina como su/s receptor/es (por ejemplo, un anticuerpo contra
IL-4 o IL-6, o un anticuerpo contra el receptor de IL-4 o IL-8). Terapias de combinacién adicionales y formulaciones
combinadas que incluyen los anticuerpos anti-IL-33 se desvelan en otra parte del presente documento.

En otro aspecto més, la divulgacién proporciona métodos terapéuticos para inhibir la actividad IL-33 usando un
anticuerpo anti-IL-33 o una parte de unién al antigeno de un anticuerpo de la divulgacién, en donde los métodos
terapéuticos comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica que
comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo de la divulgacién. El trastorno tratado es
cualquier enfermedad o afeccién que se mejore, mitigue, inhiba o prevenga mediante la eliminacién, inhibicién o
reduccién de la actividad o sefializacién de IL-33. Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos anti-IL-33 pueden
funcionar para bloquear la interaccién entre IL-33 y una pareja de unién de IL-33 (por ejemplo, un componente del
receptor de IL-33) o inhibir de otro modo la actividad de sefalizacién de IL-33.

En un caso, la divulgacién proporciona un método de tratamiento de una enfermedad o un trastorno inflamatorio, o de
al menos un sintoma asociado con la enfermedad o el trastorno inflamatorio, comprendiendo el método administrar un
anticuerpo que se une especificamente a IL-33 o un fragmento de unién al antigeno del mismo, o una composicién
farmacéutica que comprende un anticuerpo que se une especificamente a IL-33 o un fragmento de unién al antigeno
del mismo, a un paciente que lo necesite, en donde la enfermedad o el trastorno inflamatorio se alivia, o se reduce su
gravedad, duracién o frecuencia de aparicién, o al menos un sintoma asociado con la enfermedad o el trastorno
inflamatorio se alivia, 0 se reduce su gravedad, duracién o frecuencia de aparicién.

En un caso, la enfermedad o afeccidn inflamatoria se selecciona del grupo que consiste en asma, dermatitis atépica,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, artritis, rinitis
alérgica, esofagitis eosinofilica y psoriasis.

En un caso, la divulgacién proporciona un método de tratamiento de un paciente que demuestra sensibilidad a un
alérgeno, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo o un fragmento de unién al
antigeno del mismo que se une especificamente a IL-33, 0 una composicién farmacéutica que comprende un
anticuerpo que se une especificamente a IL-33 o0 a un fragmento de unién al antigeno del mismo, a un paciente que
lo necesite, en donde el paciente demuestra una sensibilidad reducida, o una reaccién alérgica disminuida contra el
alérgeno, o no experimenta ninguna sensibilidad o reaccion alérgica, ni una respuesta anafilactica al alérgeno tras la
administracién del anticuerpo o de una composicién que comprende el anticuerpo.

En un caso, la divulgacion proporciona la administraciéon de una cantidad eficaz de un segundo agente terapéutico util
para aliviar la enfermedad o el trastorno inflamatorio, o al menos un sintoma de la enfermedad o del trastorno
inflamatorio, o para disminuir una respuesta alérgica a un alérgeno. Como se ha indicado anteriormente, el segundo
agente terapéutico puede seleccionarse del grupo que consiste en un antiinflamatorio no esteroideo (AINE), un
corticoesteroide, un dilatador bronquial, un antihistaminico, epinefrina, un descongestionante, un antagonista de la
linfopoyetina del estroma timico (TSLP, Thymic Stromal Lymphopoietin), un antagonista de IL-13, un antagonista de
IL-4, un antagonista de IL-5, un antagonista de IL-6, un antagonista de IL-25, un antagonista de IL-17 y otro antagonista
de IL-33 o un anticuerpo diferente a IL-33.

En un aspecto relacionado, la divulgacién proporciona un anticuerpo anti-IL-33 de la divulgacién, o un fragmento de
unién al antigeno del mismo, o una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo para usar en el tratamiento de una enfermedad o un trastorno relacionado con o causado por la
actividad IL-33 en un paciente. En un caso, la enfermedad o el trastorno relacionado con o causado por la actividad
de IL-33 en un paciente es una enfermedad o un trastorno inflamatorio, en donde la enfermedad o el trastorno
inflamatorio se selecciona del grupo que consiste en asma, dermatitis atépica, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, artritis, rinitis alérgica, esofagitis eosinofilica y
psoriasis.

La presente divulgacién también incluye el uso de un anticuerpo anti-IL-33 o una parte de unién al antigeno de un
anticuerpo de la divulgacion en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o un trastorno
relacionado o causado por la actividad de IL-33 en un paciente. En un caso, la enfermedad o el trastorno relacionado
con o causado por la actividad de IL-33 en un paciente es una enfermedad o un trastorno inflamatorio, en donde la
enfermedad o el trastorno inflamatorio se selecciona del grupo que consiste en asma, dermatitis atpica, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, artritis, rinitis alérgica,
esofagitis eosinofilica y psoriasis.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Competitividad cruzada entre anticuerpos anti-IL-33 por la IL-33 humana
Figura 2. Competitividad cruzada entre anticuerpos anti-IL-33 por la IL-33 de mono recombinante
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Descripcion detallada

Antes de describir la presente invencion, debe entenderse que la presente invencién no se limita a métodos ni
condiciones experimentales particulares descritos, ya que dichos métodos y condiciones pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia usada en el presente documento Unicamente tiene el fin de describir realizaciones
particulares y no se pretende que sea limitante, ya que el alcance de la presente invencién estara limitado Unicamente
por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende habitualmente un experto habitual en la materia a la que pertenece la
presente invenciéon. Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente", cuando se usa en
referencia a un valor numérico indicado particular, significa que el valor puede variar con respecto al valor indicado en
no méas de un 1 %. Por ejemplo, como se usa en el presente documento, la expresién "aproximadamente 100" incluye
99 y 101, y todos los valores intermedios (por ejemplo, 99,1; 99,2; 99,3; 99,4, etc.).

Aunque puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento en
la practica o la prueba de la presente invencién, a continuacién, se describen los métodos y materiales preferidos.

Definiciones

Las expresiones "interleucina 33", "IL-33" y similares, como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina
IL-33 humana como la obtenida de, por ejemplo, R & D Systems, catalogo n.° 3625-IL-010/CF. Todas las referencias
a proteinas, los polipéptidos y los fragmentos de proteinas en el presente documento pretenden referirse a la version
humana de la respectiva proteina, polipéptido o fragmento de proteina a menos que se especifique explicitamente que
procede de una especie no humana (por ejemplo, "IL-33 de ratén" "IL-33 de mono", etc.).

Como se usa en el presente documento, "un anticuerpo que se une a IL-33" o un "anticuerpo anti-IL-33" incluye
anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos, que se unen a un fragmento soluble de una proteina
IL-33. Las moléculas de IL-33 solubles incluyen proteinas IL-33 naturales, asi como variantes de proteinas IL-33
recombinantes tales como, por ejemplo, Construcciones de IL-33 monoméricas y diméricas.

El término "anticuerpo”, como se usa en el presente documento, significa cualquier molécula o complejo molecular de
unién al antigeno que comprende al menos una regién determinante de complementariedad (CDR) que se une
especificamente a o interacciona con un antigeno particular (por ejemplo, IL-33). El término "anticuerpo” incluye
moléculas de inmunoglobulina que comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, asi como multimeros de las mismas (por ejemplo, IgM).
Cada cadena pesada comprende una regién variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como
HCVR o VH) y una regién constante de cadena pesada. La regién constante de cadena pesada comprende tres
dominios, Cu1, Cu2 y Cu3. Cada cadena ligera comprende una regidn variable de cadena ligera (abreviada en el
presente documento como LCVR o VL) y una regién constante de cadena ligera. La regién constante de cadena ligera
comprende un dominio (CL1). Las regiones Vn y VL pueden subdividirse ademas en regiones de hipervariabilidad,
denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estdn més
conservadas, denominadas regiones marco (FR, FRame-work). Cada Vu y VL esta compuesta por tres CDR y cuatro
FR, dispuestos desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR?2,
FR3, CDR3, FRA4. Los FR del anticuerpo anti-IL-33 (o parte de unién al antigeno del mismo) pueden ser idénticos a
las secuencias de la linea germinal humana, o pueden modificarse de manera natural o artificial. Una secuencia
consenso de aminoacidos se puede definir basandose en un analisis paralelo de dos 0 mas CDR.

El término "anticuerpo"”, como se usa en el presente documento, también incluye fragmentos de unién al antigeno de
moléculas de anticuerpo completas. Las expresiones "parte de unidén al antigeno" de un anticuerpo, "fragmento de
unién al antigeno" de un anticuerpo y similares, como se usa en el presente documento, incluye cualquier polipéptido
o glucoproteina de origen natural, que se puede obtener de manera enzimatica, sintético o modificado genéticamente
que se una especificamente a un antigeno para formar un complejo. Los fragmentos de unién al antigeno de un
anticuerpo pueden obtenerse, por ejemplo, de moléculas de anticuerpo completas, usando cualquier técnica
convencional adecuada tal como digestidn proteolitica o técnicas de ingenieria genética recombinante que implican la
manipulacién y expresion de ADN que codifica dominios variables, y opcionalmente constantes, de anticuerpo. Dicho
ADN se conoce y/o se puede adquirir facilmente de, por ejemplo, fuentes comerciales, bibliotecas de ADN (incluyendo,
por ejemplo, fagotecas de anticuerpos), o puede sintetizarse. EI ADN puede secuenciarse y manipularse quimicamente
o usando técnicas de biologia molecular, por ejemplo, para disponer uno o mas dominios variables y/o constantes en
una configuracién adecuada, o para introducir codones, crear restos de cisteina, modificar, afiadir o suprimir
aminoacidos, etc.

Los ejemplos no limitantes de fragmentos de unién al antigeno incluyen: (i) fragmentos Fab; (ii) fragmentos F(ab’)z;
(i) fragmentos Fd; (iv) fragmentos Fv; (v) moléculas Fv de cadena sencilla (scFv); (vi) fragmentos dAb; y (vii) unidades
de reconocimiento minimo que consisten en los restos de aminoécidos que imitan la regién hipervariable de un
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anticuerpo (por ejemplo, una regién determinante de complementariedad (CDR) aislada, tal como un péptido CDR3)
o un péptido FR3-CDR3-FR4 restringido. Otras moléculas modificadas por ingenieria genética, tales como anticuerpos
especificos de dominio, anticuerpos de un solo dominio, anticuerpos de dominio suprimido, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos injertados con CDR, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, minicuerpos, nanocuerpos (por ejemplo,
nanocuerpos monovalentes, nanocuerpos bivalentes, etc.), agentes inmunofarmacéuticos modulares pequefios
(SMIP, Small Modular ImmunoPharmaceuticals) y dominios IgNAR variables de tiburén, también se abarcan dentro
de la expresién "fragmento de unién al antigeno", como se usa en el presente documento.

Un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo normalmente comprendera al menos un dominio variable. El
dominio variable puede ser de cualquier tamafio o composicién de aminoacidos y generalmente comprendera al menos
una CDR que esta adyacente a o en fase con una o0 més secuencias marco. En fragmentos de unién al antigeno que
tienen un dominio Vu asociado con un dominio Vi, los dominios Vi y VL pueden situarse uno con respecto al otro en
cualquier disposicién adecuada. Por ejemplo, la regién variable puede ser dimérica y contener los dimeros Vu-Vu, Vi-
Vi o Vi-VL. Como alternativa, el fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo puede contener un dominio Vi o Vi
monomérico.

En ciertas realizaciones, un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo puede contener al menos un dominio
variable unido covalentemente a al menos un dominio constante. Las configuraciones ilustrativas no limitantes de
dominios variables y constantes que pueden encontrarse dentro de un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo
de la presente invencién incluyen: (i) Vu-Cn1; (i) Vu-Cu2; (iii) Vr-Cr3; (iv) Vr-Cu1-Ch2; (V) Vu-Cr1-CH2-Ch3; (Vi) Vu-
CH2-Cu3; (vii) Vr-Ci; (viii) VL-Cr1; (ix) VL-CH2; (X) VL-CH3; (Xi) VL-Cr1-CH2; (Xii) VL-CH1-CH2-Ch3; (Xiii) VL-CH2-CH3; ¥y
(xiv) Vi-CL. En cualquier configuracién de dominios variables y constantes, incluyendo cualquiera de las
configuraciones ilustrativas enumeradas anteriormente, los dominios variables y constantes pueden estar unidos
directamente entre si o pueden estar unidos mediante una regién bisagra o conectora completa o parcial. Una region
bisagra puede consistir en al menos 2 (por ejemplo, 5, 10, 15, 20, 40, 60 o0 mas) aminoacidos que dan como resultado
una unién flexible o semiflexible entre dominios variables y/o constantes adyacentes en una Unica molécula
polipeptidica. Por otra parte, un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo de la presente invencién puede
comprender un homodimero o heterodimero (u otro multimero) de cualquiera de las configuraciones de dominio
variable y constante enumeradas anteriormente en asociacién no covalente entre si y/o con uno o mas dominios Vu o
Vi monoméricos (por ejemplo, mediante uno o mas enlaces disulfuro).

Como ocurre con las moléculas de anticuerpo completas, los fragmentos de unién al antigeno pueden ser
monoespecificos o multiespecificos (por ejemplo, biespecificos). Un fragmento de unién al antigeno multiespecifico
de un anticuerpo normalmente comprendera al menos dos dominios variables diferentes, en donde cada dominio
variable puede unirse especificamente con un antigeno distinto o con un epitopo diferente en el mismo antigeno.
Cualquier formato de anticuerpo multiespecifico, incluyendo los formatos de anticuerpo biespecifico ilustrativos
desvelados en el presente documento, puede adaptarse para usar en el contexto de un fragmento de unién al antigeno
de un anticuerpo de la presente invencién usando técnicas rutinarias disponibles en la técnica.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden funcionar mediante citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC) o citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC). "Citotoxicidad dependiente del
complemento" (CDC) se refiere a la lisis de células que expresan antigeno por un anticuerpo de la invencién en
presencia del complemento. "Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos” (ADCC) se refiere a una
reaccién mediada por células, en la que células citotdxicas no especificas que expresan receptores de Fc (FcR) (por
ejemplo, linfocitos citoliticos naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) reconocen el anticuerpo unido en una célula
diana, conduciendo asi a la lisis de la célula diana. La CDC y la ADCC pueden medirse usando ensayos que son bien
conocidos y que estan disponibles en la técnica. (Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 5500.362 y
5.821.337, y Clynes et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.) 95:652-656). La regién constante de un anticuerpo
es importante en la capacidad de un anticuerpo de fijar el complemento y mediar la citotoxicidad dependiente de
células. Por tanto, el isotipo de un anticuerpo puede seleccionarse basandose en si se desea que el anticuerpo medie
la citotoxicidad.

En determinados aspectos de la divulgacién, los anticuerpos anti-IL-33 son anticuerpos humanos. En la invencién, el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humano completamente aislado o un fragmento de unién al antigeno del
mismo. La expresioén "anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que
tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos pueden incluir restos de aminoécido no codificados por secuencias de inmunoglobulinas de la
linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o
por mutacién somatica in vivo), por ejemplo, en las CDR y, en particular, CDR3. Sin embargo, la expresién "anticuerpo
humano", como se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las CDR procedentes de
la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como de un ratén, se han injertado en secuencias marco humanas.

Los anticuerpos pueden, en algunos casos, ser anticuerpos humanos recombinantes. La expresidn "anticuerpo
humano recombinante", como se usa en el presente documento, pretende incluir todos los anticuerpos humanos que
se preparan, se expresan, se crean o se aislan por medios recombinantes, tales como anticuerpos expresados usando
un vector de expresién recombinante introducido por transfeccién en una célula hospedadora (descrito en més detalle
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posteriormente), anticuerpos aislados de una biblioteca combinatoria de anticuerpos humanos, recombinante (descrita
més adelante), anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratdn) que es transgénico para genes de
inmunoglobulina humana (véase, por ejemplo, Taylor et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) o anticuerpos
preparados, se expresan, se crean o se aislan mediante cualquier otro medio que implique el corte y empalme de
secuencias génicas de inmunoglobulina humana en otras secuencias de ADN. Dichos anticuerpos humanos
recombinantes tienen regiones variables y constantes procedentes de secuencias de inmunoglobulina de la linea
germinal humana. En determinados casos, sin embargo, dichos anticuerpos humanos recombinantes se someten a
mutagénesis in vitro (0, cuando se usa un animal transgénico para secuencias de Ig humana, mutagénesis somatica
in vivo) y, por tanto, las secuencias de aminoacidos de las regiones Vu y VL de los anticuerpos recombinantes son
secuencias que, aunque proceden de, y estan relacionadas con, secuencias de Vu y VL de linea germinal humana, no
pueden existir de forma natural dentro del repertorio de la linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Los anticuerpos humanos pueden existir en dos formas que estan asociadas con la heterogeneidad de bisagra. En
una forma, una molécula de inmunoglobulina comprende una construccién de cuatro cadenas estable de
aproximadamente 150-160 kDa en la que los dimeros se mantienen juntos por un enlace disulfuro intercatenario de la
cadena pesada. En una segunda forma, los dimeros no estan unidos mediante enlaces disulfuro intercatenarios y se
forma una molécula de aproximadamente 75-80 kDa compuesta de una cadena ligera y pesada acopladas
covalentemente (semianticuerpo). Estas formas han sido extremadamente dificiles de separar, incluso después de
purificacién por afinidad.

La frecuencia de aparicién de la segunda forma en diversos isotipos de IgG intacta se debe a, pero sin limitacién,
diferencias estructurales asociadas con el isotipo de la regién bisagra del anticuerpo. Una sustitucién de un Unico
aminoacido en la regién bisagra de la bisagra de |IgG4 humana puede reducir significativamente la aparicién de la
segunda forma (Angal et al. (1993) Molecular Immunology 30:105) hasta los niveles normalmente observados usando
una bisagra de 19gG1 humana. La presente invencién engloba anticuerpos que tienen una o mas mutaciones en la
bisagra, Cn2 0 Ch3, que pueden ser deseables, por ejemplo, en la produccion, para mejorar el rendimiento de la forma
de anticuerpo deseada.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos aislados. Un "anticuerpo aislado", como se usa en el presente documento,
significa un anticuerpo que se ha identificado y separado y/o recuperado de al menos un componente de su entorno
natural. Por ejemplo, un anticuerpo que se ha separado o retirado de al menos un componente de un organismo, o de
un tejido o célula en la que existe de forma natural o se produce de forma natural el anticuerpo, es un "anticuerpo
aislado". Un anticuerpo aislado también incluye un anticuerpo in situ dentro de una célula recombinante. Los
anticuerpos aislados son anticuerpos que se han sometido a al menos una etapa de purificaciéon o aislamiento. Un
anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o agentes quimicos.

La presente divulgacién incluye anticuerpos neutralizantes y/o bloqueantes anti-IL-33. Un anticuerpo "neutralizante" o
"bloqueante”, como se usa en el presente documento, pretende hacer referencia a un anticuerpo cuya unién a IL-33:
(i) interfiere con la interaccién entre IL-33 o un fragmento de IL-33 y un componente del receptor de IL-33 (por ejemplo,
ST2, IL-1 RACP, etc.); efo (ii) produce la inhibicién de al menos una funcién biolégica de IL-33. La inhibicién causada
por un anticuerpo neutralizante o bloqueante de IL-33 no tiene que ser completa siempre que sea detectable usando
un ensayo apropiado. En los ejemplos de trabajo del presente documento, se describen ensayos ilustrativos para
detectar la inhibicién de IL-33.

Los anticuerpos anti-IL-33 desvelados en el presente documento pueden comprender una o mas sustituciones de
aminoécidos, inserciones y/o deleciones en las regiones marco y/o regiones CDR de los dominios variables de la
cadena pesada y ligera en comparacién con las secuencias de la linea germinal correspondientes de las que se
derivaron los anticuerpos. Dichas mutaciones pueden averiguarse faciimente comparando las secuencias de
aminoécidos desveladas en el presente documento con secuencias de la linea germinal disponibles en, por ejemplo,
bases de datos de secuencias de anticuerpos publicas. Los anticuerpos o los fragmentos de unién al antigeno de los
mismos, que se pueden obtener a partir de cualquiera de las secuencias de aminoacidos desveladas en el presente
documento, en donde uno 0 mas aminoacidos dentro de una o més regiones marco y/o CDR estan mutados en el
resto o restos correspondientes de la secuencia de la linea germinal de la que se obtuvo el anticuerpo, o en el resto o
restos correspondientes de otra secuencia de la linea germinal humana, o en una sustitucién de aminoacidos
conservativa del resto o restos de la linea germinal correspondientes (dichos cambios de secuencia se mencionan en
el presente documento colectivamente como "mutaciones de la linea germinal"). Un experto en la materia, partiendo
con las secuencias de la regién variable de cadena pesada y ligera desveladas en el presente documento, puede
producir facilmente numerosos anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno que comprenden una 0 mas mutaciones
de la linea germinal individuales o combinaciones de las mismas. En determinados casos, todos los restos marco y/o
CDR dentro de los dominios Vi y/o VL vuelven a mutar a los restos encontrados en la secuencia de la linea germinal
humana de la que se obtuvo el anticuerpo. En otros casos, Unicamente determinados restos vuelven a mutar a la
secuencia de la linea germinal original, por ejemplo, Unicamente los restos mutados encontrados dentro de los
primeros 8 aminoéacidos de FR1 o dentro de los ultimos 8 aminoéacidos de FR4, o Unicamente los restos mutados
encontrados dentro de CDR1, CDR2 o0 CDR3. En otros casos, uno o mas de los restos marco y/o CDR pueden mutarse
al resto o restos correspondientes de una secuencia de la linea germinal diferente (es decir, una secuencia de la linea
germinal que es diferente de la secuencia de la linea germinal de la que se obtuvo originalmente el anticuerpo).
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Asimismo, los anticuerpos pueden contener cualquier combinaciéon de dos o mas mutaciones de la linea germinal
dentro de las regiones flanqueantes y/o CDR, por ejemplo, en donde determinados restos individuales estan mutados
al resto correspondiente de una secuencia de la linea germinal particular mientras que otros restos determinados que
difieren de la secuencia de la linea germinal original se mantienen o estdn mutados al resto correspondiente de una
secuencia de la linea germinal diferente. Una vez obtenidos, los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno que
contienen una o mas mutaciones de la linea germinal pueden probarse facilmente con respecto a una o mas
propiedades deseadas tales como, mejor especificidad de unién, mayor afinidad de unién, propiedades biolégicas
antagonista o agonistas mejoradas o potenciadas (segln pueda ser el caso), menor inmunogenicidad, etc. Dentro de
la presente divulgacién, se incluyen anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno obtenidos de esta manera general.

La presente divulgacion también incluye anticuerpos anti-IL-33 que comprenden variantes de cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de HCVR, LCVR y/o CDR desveladas en el presente documento que tienen una o més
sustituciones conservativas. Por ejemplo, los anticuerpos anti-IL-33 pueden tener secuencias de aminoacidos de
HCVR, LCVR y/o CDR con, por ejemplo, 10 o menos, 8 o menos, 6 0 menos, 4 o menos, etc. sustituciones
conservativas de aminoacidos en relacién con cualquiera de las secuencias de aminoacidos de HCVR, LCVR y/o CDR
desveladas en el presente documento.

Eltérmino "epitopo” se refiere a un determinante antigénico que interactda con un sitio de unidn al antigeno especifico
en la regidn variable de una molécula de anticuerpo conocida como paratopo. Un Unico antigeno puede tener mas de
un epitopo. Por tanto, diferentes anticuerpos pueden unirse a diferentes areas en un antigeno o puede tener diferentes
efectos bioldégicos. Los epitopos pueden ser conformacionales o lineales. Un epitopo conformacional se produce por
yuxtaposicién espacial de aminoacidos de diferentes segmentos de la cadena de polipéptido lineal. Un epitopo lineal
es aquel producido por restos de aminoacidos adyacentes en una cadena polipeptidica. En determinadas
circunstancias, un epitopo puede incluir restos de sacéridos, grupos fosforilo o grupos sulfonilo en el antigeno.

La expresién "identidad sustancial’ o "sustancialmente idéntico", cuando hace referencia a un acido nucleico o
fragmento del mismo, indica que, cuando se alinea de forma éptima con inserciones o eliminaciones de nucleétidos
apropiadas con otro acido nucleico (o su cadena complementaria), existe identidad de secuencia de nucleétidos en al
menos aproximadamente un 95 % y, més preferentemente, al menos aproximadamente un 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
de las bases nucleotidicas, medida por cualquier algoritmo bien conocido de identidad de secuencias, tal como FASTA,
BLAST o Gap, como se analiza a continuaciéon. Una molécula de acido nucleico que tiene identidad sustancial con
una molécula de acido nucleico de referencia puede, en determinados casos, codificar un polipéptido que tenga la
misma secuencia de aminoacidos o una sustancialmente similar que el polipéptido codificado por la molécula de acido
nucleico de referencia.

Aplicada a polipéptidos, la expresién "similitud sustancial" o "sustancialmente similar" significa que dos secuencias
peptidicas, cuando se alinean de forma 6ptima, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando
ponderaciones de hueco predeterminadas, comparten al menos un 95 % de identidad de secuencia, incluso mas
preferentemente al menos un 98 % o 99 % de identidad de secuencia. Preferentemente, las posiciones de los restos
que no son idénticas difieren por sustituciones de aminoacidos conservativas. Una "sustitucién de aminoécido
conservativa" es una en la que un resto de aminoécido esta sustituido por otro resto de aminoécido que tiene una
cadena lateral (grupo R) con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una
sustitucién de aminoacidos conservativa no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de una proteina.
En los casos en los que dos 0 mas secuencias de aminoécidos difieren entre si por sustituciones conservativas, el
porcentaje de identidad de secuencia o grado de similitud puede ajustarse al alza para corregir la naturaleza
conservativa de la sustitucién. Los medios para hacer este ajuste son bien conocidos para los expertos en la materia.
Véase, por ejemplo, Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331. Los ejemplos de grupos de aminoacidos que
tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares incluyen (1) cadenas laterales alifaticas: glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; (2) cadenas laterales hidroxilo-alifaticas: serina y treonina; (3) cadenas laterales que
contienen amida: asparagina y glutamina; (4) cadenas laterales aroméaticas: fenilalanina, tirosina y triptéfano; (5)
cadenas laterales bésicas: lisina, arginina e histidina; (6) cadenas laterales acidas: aspartato y glutamato; y (7)
cadenas laterales que contienen azufre que son cisteina y metionina. Son grupos de sustitucién de aminoacidos
conservativa preferidos: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamato-
aspartato y asparagina-glutamina. Como alternativa, un remplazo conservativo es cualquier cambio que tenga un valor
positivo en la matriz de probabilidad logaritmica PAM250 desvelada en Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443-1445.
Un remplazo "moderadamente conservativo" es cualquier cambio que tenga un valor no negativo en la matriz de
probabilidad logaritmica PAM250.

La similitud de secuencia para polipéptidos, que también se menciona como identidad de secuencia, se mide
normalmente usando un programa informético de analisis de secuencias. El programa informatico de analisis de
proteinas empareja secuencias similares usando medidas de similitud asignadas a diversas sustituciones,
eliminaciones y otras modificaciones, incluyendo sustituciones de aminoacidos conservativas. Por ejemplo, el
programa informéatico GCG contiene programas tales como Gap y Bestfit que pueden usarse con parametros por
defecto para determinar la homologia de secuencia o la identidad de secuencia entre polipéptidos muy relacionados,
tales como polipéptidos homdélogos de diferentes especies de organismos o entre una proteina de tipo silvestre y una
muteina de la misma. Véase, por ejemplo, GCG Versién 6.1. Las secuencias polipeptidicas también pueden
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compararse usando FASTA usando parametros por defecto o recomendados, un programa en GCG Versién 6.1.
FASTA (por ejemplo, FASTA2 y FASTAS3) proporciona alineaciones y porcentajes de identidad de secuencia de las
regiones del mejor solapamiento entre las secuencias de consulta y de busqueda (Pearson (2000) supra). Otro
algoritmo preferido cuando se compara una secuencia con una base de datos que contiene una gran cantidad de
secuencias de diferentes organismos es el programa informatico BLAST, especialmente BLASTP o TBLASTN, usando
pardmetros por defecto. Véase, por ejemplo, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 y Altschul et al. (1997)
Nucleic Acids Res. 25:3389-402.

Una "enfermedad o trastorno inflamatorio”, como se usa en el presente documento, se refiere a una enfermedad,
trastorno o afeccién patolégica donde la patologia se debe, total o parcialmente, a, por ejemplo, un cambio en el
ndmero, cambio en la tasa de migracién o cambio en la activacién, de células del sistema inmunitario. Las células del
sistema inmunitario incluyen, por ejemplo, linfocitos T, linfocitos B, monocitos o macréfagos, células presentadoras de
antigeno (APC, Antigen Presenting Cells), células dendriticas, microglia, linfocitos NK, neutréfilos, eosindfilos,
mastocitos o cualquier otra célula asociada especificamente con la inmunologia, por ejemplo, células endoteliales o
epiteliales productoras de citocinas. Como se usa en el presente documento, en una realizacién, la "enfermedad o el
trastorno inflamatorio" es una enfermedad o un trastorno inmunitario seleccionado del grupo que consiste en asma,
(incluyendo asma resistente a esteroides, asma sensible a esteroides, asma eosinofilica 0 asma no eosinofilica,
alergia, anafilaxia, esclerosis multiple, trastorno inflamatorio intestinal (por ejemplo, enfermedad de Crohn o colitis
ulcerosa), enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC, que puede o no estar relacionada con, causada en parte
por, o deberse a, la exposiciéon al humo del tabaco directa o indirectamente), lupus, dermatitis atépica, psoriasis,
esclerodermia y otras enfermedades fibréticas, sindrome de Sjogren, vasculitis (enfermedad de Behcet, arteritis de
células gigantes, purpura de Henoch-Schonlein y sindrome de Churg Strauss) y artritis. En otra realizacién, la artritis
se selecciona del grupo que consiste en artritis reumatoide, osteoartritis y artritis psoridsica. En otra realizacién, la
"enfermedad o el trastorno inflamatorio" es una enfermedad o un trastorno inmunitario que comprende una respuesta
de tipo TH1 0 una respuesta de tipo THa.

La expresion "inhibe o atenla la sefializacion mediada por IL-33", como se usa en el presente documento, se refiere
al grado en que IL-33 estimula la transduccién de sefiales a través de ST2 e IL-1RACP, que disminuye en presencia
de un antagonista, tal como un anticuerpo IL-33 como se describe en el presente documento, en relacién con el grado
en que IL-33 estimula la transduccién de sefiales a través de ST2 e IL-1RAcP en ausencia del antagonista tal como
un anticuerpo IL-33 como se describe en el presente documento. Para examinar el alcance de la inhibicion, se trata
una muestra con un inhibidor/antagonista potencial y se compara con una muestra de control sin el
inhibidor/antagonista. Las muestras de control, es decir, no tratadas con antagonista, reciben un valor de actividad
relativa del 100 %. La inhibicidn se logra cuando el valor de la actividad en relacién con el control es de
aproximadamente el 90 %, 85 %, 80 %, 75 %, 70 %, 65 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 % o0 20 %,
o inferior. Un criterio de valoracién en la inhibicién puede comprender una cantidad o un porcentaje predeterminado
de, por ejemplo, un indicador de inflamacién, o desgranulacién, secrecién o activacion celular, tal como la liberacién
de una citocina. La inhibicién de la transduccién de sefiales de IL-33 a través de ST2 e IL-1RAcP se puede determinar
analizando la transduccidén de sefiales de IL-33 en un ensayo in vitro, tal como el que se describe en el presente
documento en el Ejemplo 6. Ademas, se pueden usar ensayos in vivo para determinar si una molécula es un
antagonista de |L-33. Por ejemplo, se puede usar un ensayo in vivo como el descrito en los Ejemplos 11 y 12 para
evaluar el efecto de un anticuerpo contra IL-33 sobre la inflamacién pulmonar en animales sensibilizados con alérgenos
que son homocigotos para la expresién de IL-33 humana. Tras la sensibilizacién de los animales con alérgeno, se
trata un subconjunto de los animales con un anticuerpo anti-IL-33 como se describe en el presente documento o con
un anticuerpo de control de isotipo negativo. Después, se sacrifican los animales y se recogen los pulmones para
evaluar los infiltrados celulares, asi como realizar mediciones de citocinas (IL-4 e IL-5). Un anticuerpo IL-33 que sea
eficaz como antagonista deberia demostrar una tendencia hacia la reduccién de las células inflamatorias en el pulmén,
asi como una tendencia hacia la reduccién de citocinas tales como IL-4 e IL-5.

Caracteristicas bioldgicas de los anticuerpos

La presente invencién incluye anticuerpos anti-IL-33 y fragmentos de unién al antigeno de los mismos que se unen a
IL-33 humana e inhiben o atenutan la sefializacién mediada por IL-33. Se considera que un anticuerpo anti-IL-33 "inhibe
o atenla la sefializacién mediada por IL-33" si, por ejemplo, el anticuerpo presenta una o mas propiedades
seleccionadas del grupo que consiste en: (1) inhibicién de la sefializacién mediada por IL-33 en un bioensayo basado
en células; (2) inhibicidén de la desgranulacién inducida por IL-33 de basdéfilos humanos; (3) inhibicién de la produccion
de IFNv inducida por IL-33 a partir de PBMC humanas; (4) reduccidn en los niveles de citocinas que estén elevados
en un mamifero como resultado de la exposicién a un alérgeno, por ejemplo, IL-4 o IL-5; e (5) inhibicién de la
inflamacidén pulmonar resultante de la exposicién aguda o crénica a un alérgeno (por ejemplo, acaros del polvo
doméstico (HDM, House Dust Mites)).

La inhibicidn de la sefializacion mediada por IL-33 en un bioensayo basado en células significa que un anticuerpo anti-
IL-33 o su fragmento de unién al antigeno inhibe o reduce la sefial producida en las células que expresan un receptor
de IL-33 y un elemento indicador que produce una sefial detectable en respuesta a la unién de IL-33, por ejemplo,
usando el formato de ensayo que se define en el Ejemplo 6 del presente documento, o un ensayo sustancialmente
similar. Por ejemplo, la presente invencién incluye anticuerpos y sus fragmentos de unién al antigeno que bloquean la
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sefializacién mediada por IL-33 en células que expresan ST2 humano, con una Clso inferior a aproximadamente 2 uM,
inferior a aproximadamente 1 nM, inferior a aproximadamente 900 pM, inferior a aproximadamente 800 pM, inferior a
aproximadamente 700 pM, inferior a aproximadamente 600 pM, inferior a aproximadamente 500 pM, inferior a
aproximadamente 400 pM, inferior a aproximadamente 350 pM, inferior a aproximadamente 300 pM, inferior
aproximadamente 250 pM, inferior a aproximadamente 200 pM, inferior a aproximadamente 150 pM, inferior
aproximadamente 100 pM, inferior a aproximadamente 90 pM, inferior a aproximadamente 80 pM, inferior
aproximadamente 70 pM, inferior a aproximadamente 60 pM, inferior a aproximadamente 50 pM, inferior
aproximadamente 40 pM, inferior a aproximadamente 30 pM, inferior a aproximadamente 20 pM o inferior
aproximadamente 10 pM, medida en un bioensayo de bloqueo basado en células, por ejemplo, usando el formato de
ensayo que se define en el Ejemplo 5 del presente documento, o un ensayo sustancialmente similar.

[OREO I O]

La inhibicién de la desgranulacién inducida por IL-33 de los baséfilos humanos significa que un anticuerpo anti-IL-33
o un fragmento de unién al antigeno del mismo inhibe o reduce la extensién de la desgranulacién de basdfilos inducida
por IL-33 in vitro, por ejemplo, medida usando el sistema de ensayo del Ejemplo 7 o un ensayo sustancialmente similar.
Por ejemplo, la presente invencién incluye anticuerpos y sus fragmentos de unién al antigeno que inhiben la
desgranulacién de basoéfilos humanos en presencia de IL-33 humana (por ejemplo, una concentracién final de
aproximadamente 100 pM), con una Clso inferior a aproximadamente 500 pM, inferior a aproximadamente 400 pM,
inferior a aproximadamente 350 pM, inferior a aproximadamente 300 pM, inferior a aproximadamente 250 pM, inferior
a aproximadamente 200 pM, inferior a aproximadamente 150 pM, inferior a aproximadamente 100 pM, inferior a
aproximadamente 90 pM, inferior a aproximadamente 80 pM, inferior a aproximadamente 70 pM, inferior a
aproximadamente 60 pM, inferior a aproximadamente 50 pM, inferior a aproximadamente 40 pM, inferior a
aproximadamente 30 pM, inferior a aproximadamente 20 pM o inferior a aproximadamente 10 pM, medida en un
ensayo de desgranulacién de baséfilos humanos in vitro, por ejemplo, usando el formato de ensayo que se define en
el Ejemplo 7 del presente documento, o un ensayo sustancialmente similar.

La inhibicion de la produccion de IFNy inducida por IL-33 a partir de PBMC humanas significa que un anticuerpo anti-
IL-33 o fragmento de unién al antigeno del mismo inhibe o reduce la cantidad de IFNy liberada de las PBMC tratadas
con IL-33 humana en presencia de IL-12 humana, por ejemplo, medida usando el sistema de ensayo del Ejemplo 8 o
un ensayo sustancialmente similar. Por ejemplo, la presente invencién incluye anticuerpos y sus fragmentos de unién
al antigeno que inhiben la liberacién de IFNv inducida por IL-33, en presencia de IL-12 humana, con una Clso inferior
a aproximadamente 50 uM, inferior a aproximadamente 25 nM, inferior a aproximadamente 20 nM, inferior a
aproximadamente 15 nM, inferior a aproximadamente 10 nM, inferior a aproximadamente 5nM, inferior a
aproximadamente 1 nM, inferior a aproximadamente 900 pM, inferior a aproximadamente 800 pM, inferior a
aproximadamente 700 pM, inferior a aproximadamente 600 pM, inferior a aproximadamente 500 pM, inferior a
aproximadamente 400 pM o inferior a aproximadamente 300 pM, medida en un ensayo de liberacién de IFNy inducido
por IL-33, por ejemplo, usando el formato de ensayo que se define en el Ejemplo 8 del presente documento, o un
ensayo sustancialmente similar.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-IL-33 y los fragmentos de unién al antigeno de la presente
invencién bloquean la unién de IL-33 a un receptor de IL-33 (por ejemplo, ST2). Por ejemplo, la presente invencion
incluye anticuerpos anti-IL-33 que bloquean la unién de IL-33 a ST2 in vitro, con un valor de Clso inferior a
aproximadamente 15 nM, medido mediante un inmunoensayo basado en ELISA, por ejemplo, usando el formato de
ensayo que se define en el Ejemplo 4 del presente documento, o un ensayo sustancialmente similar. En determinadas
realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unidn al antigeno de la presente invencién bloquean la unién de IL-33
a ST2 in vitro con un valor de Clso inferior a aproximadamente 10 nM, inferior a aproximadamente 5 nM, inferior a
aproximadamente 900 pM, inferior a aproximadamente 800 pM, inferior a aproximadamente 700 pM, inferior a
aproximadamente 600 pM, inferior a aproximadamente 500 pM, inferior a aproximadamente 400 pM, inferior
aproximadamente 300 pM, inferior a aproximadamente 280 pM, inferior a aproximadamente 260 pM, inferior
aproximadamente 250 pM, inferior a aproximadamente 240 pM, inferior a aproximadamente 230 pM, inferior
aproximadamente 220 pM, inferior a aproximadamente 200 pM, inferior a aproximadamente 180 pM, inferior
aproximadamente 160 pM o inferior a aproximadamente 150 pM, medido mediante un inmunoensayo basado en
ELISA, por ejemplo, usando el formato de ensayo que se define en el Ejemplo 4 del presente documento, o un ensayo
sustancialmente similar.

a a
a a
a a
a a

JOR VI VY]

En ofras realizaciones, sin embargo, ciertos anticuerpos anti-IL-33 y fragmentos de unién al antigeno de la presente
invencién, a pesar de tener la capacidad de inhibir o atenuar la sefializacién mediada por IL-33, no bloquean o
bloquean solo parcialmente la interaccién de IL-33 y ST2. Dichos anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de
los mismos, en el presente documento, pueden denominarse "bloqueadores indirectos”. Sin quedar ligados a ninguna
teoria, se cree que los bloqueadores indirectos de la invencién funcionan uniéndose a IL-33 en un epitopo que se
superpone, o se superpone solo parcialmente, con el dominio de unién a ST2 de IL-33, pero, sin embargo, interfieren
con la sefializacidén mediada por IL-33 sin bloquear directamente la interaccién de IL-33/ST2.

La presente invencién incluye anticuerpos anti-IL-33 y fragmentos de unién al antigeno de los mismos que se unen a
moléculas de IL-33 solubles con alta afinidad. Por ejemplo, la presente invencién incluye anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos que se unen a antigenos que se unen a IL-33 (por ejemplo, a 25 °C o 37 °C) con una Kp inferior a
aproximadamente 10 nM, medida por resonancia de plasmén superficial, por ejemplo, usando el formato de ensayo

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983 609 T3

como se define en el Ejemplo 3 del presente documento. En determinadas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos
de unién al antigeno de la presente invencién se unen a IL-33 con una Kp inferior a aproximadamente 5 nM, inferior a
aproximadamente 2 nM, inferior a aproximadamente 1 nM, inferior a aproximadamente 800 pM, inferior a
aproximadamente 600 pM, inferior a aproximadamente 500 pM, inferior a aproximadamente 400 pM, inferior a
aproximadamente 300 pM, inferior a aproximadamente 200 pM, inferior a aproximadamente 180 pM o inferior a
aproximadamente 160 pM, tal como se mide mediante resonancia de plasmén superficial, por ejemplo, usando el
formato de ensayo que se define en el Ejemplo 3 del presente documento, 0 un ensayo sustancialmente similar.

La presente invencién también incluye anticuerpos anti-IL-33 y fragmentos de unién al antigeno de los mismos que se
unen especificamente a IL-33 con una semivida disociativa (t'2) superior a aproximadamente 10 minutos, medida por
resonancia de plasmén superficial a 25 °C o 37 °C, por ejemplo, usando el formato de ensayo que se define en el
Ejemplo 3 del presente documento, o un ensayo sustancialmente similar. En determinadas realizaciones, los
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de la presente invenciéon se unen a IL-33 con una t'2 superior a
aproximadamente 20 minutos, superior a aproximadamente el 30 minutos, superior a aproximadamente el 40 minutos,
superior a aproximadamente el 50 minutos, superior a aproximadamente el 60 minutos, superior a aproximadamente
el 70 minutos, superior a aproximadamente el 80 minutos, superior a aproximadamente el 90 minutos, superior a
aproximadamente el 100 minutos, medida por resonancia de plasmén superficial a 25 °C o 37 °C, por ejemplo, usando
el formato de ensayo que se define en el Ejemplo 3 del presente documento, o un ensayo sustancialmente similar.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden poseer una 0 mas de las caracteristicas biol6gicas mencionadas
anteriormente o cualquiera de sus combinaciones. Otras caracteristicas biolégicas de los anticuerpos de la presente
invencién seran evidentes para un experto habitual en la materia a partir de una revisién de la presente divulgacion,
incluidos los ejemplos de trabajo del presente documento.

Anticuerpos anti-IL-33 que comprenden variantes de Fc

De acuerdo con determinadas realizaciones de la presente invencién, se proporcionan anticuerpos anti-IL-33 que
comprenden un dominio Fc que comprende una 0 més mutaciones que aumentan o disminuyen la unién del anticuerpo
al receptor FcRn, por ejemplo, a pH acido en comparacién con pH neutro. Por ejemplo, la presente invencién incluye
anticuerpos anti-IL-33 que comprenden una mutacidn en la regiéon Cn2 o Cn3 del dominio Fc, en donde la/s mutacion/es
aumentan la afinidad del dominio Fc hacia FcRn en un entorno acido (por ejemplo, en un endosoma donde el pH varia
de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). Dichas mutaciones pueden producir un aumento en la semivida en
suero del anticuerpo cuando se administra a un animal. Los ejemplos no limitantes de dichas modificaciones de Fc
incluyen, por ejemplo, una modificacién en la posicién 250 (por ejemplo, E 0 Q); 250 y 428 (por ejemplo, L o F); 252
(por ejemplo, L/Y/F/W o T), 254 (por ejemplo, S o T) y 256 (por ejemplo, S/R/Q/E/D o T); o una modificacién en la
posicidén 428 y/o 433 (por ejemplo, H/L/R/S/P/Q o K) y/o 434 (por ejemplo, H/F o Y); o una modificacién en la posicién
250 y/o 428; o una modificacién en la posicién 307 o 308 (por ejemplo, 308F, V308F) y 434. En una realizacién, la
modificacién comprende una modificacién 428L (por ejemplo, M428L) y 434S (por ejemplo, N434S); una modificacién
428L, 259l (por ejemplo, V2591) y 308F (por ejemplo, V308F); una modificacion 433K (por ejemplo, H433K) y 434 (por
ejemplo, 434Y); una modificacion 252, 254 y 256 (por ejemplo, 252Y, 254T y 256E); una modificacién de 250Q y 428L
(por ejemplo, T250Q y M428L); y una modificacion 307 y/o 308 (por ejemplo, 308F o 308P). En otra realizacién mas,
la modificacién comprende una modificacion 265A (por ejemplo, D265A) y/o 297A (por ejemplo, D297A).

Por ejemplo, la presente invencién incluye anticuerpos anti-IL-33 que comprenden un dominio Fc que comprende uno
0 més pares o grupos de mutaciones seleccionados del grupo que consiste en: 250Q y 248L (por ejemplo, T250Q y
M248L); 252Y, 254T y 256E (por ejemplo, M252Y, S254T y T256E); 428L y 434S (por ejemplo, M428L y N434S); y
433K y 434F (por ejemplo, H433K y N434F). Todas las combinaciones posibles de las mutaciones del dominio Fc
anteriores y otras mutaciones dentro de los dominios variables de anticuerpos desvelados en el presente documento,
se contemplan dentro del alcance de la presente invencion.

La presente invencion también incluye anticuerpos anti-IL-33 que comprenden una regién constante de cadena pesada
(Cw) quimérica, en donde la regién Cu quimérica comprende segmentos derivados de las regiones Cn de méas de un
isotipo de inmunoglobulina. Por ejemplo, los anticuerpos de la invenciéon pueden comprender una regién Ch quimérica
que comprende parte o la totalidad de un dominio Ch2 derivado de una molécula de IgG1 humana, IgG2 humana o
IgG4 humana, combinado con parte o la totalidad de un dominio CHs derivado de una molécula de IgG1 humana, de
IgG2 humana o de IgG4 humana. De acuerdo con determinadas realizaciones, los anticuerpos de la invencién
comprenden una regién Cn quimérica que tiene una regioén bisagra quimérica. Por ejemplo, una bisagra quimérica
puede comprender una secuencia de aminoacidos de la "bisagra superior" (restos de aminoacidos de las posiciones
216 a 227 de acuerdo con la numeracién de la UE) derivada de una regién bisagra de IgG1 humana, IgG2 humana o
IgG4 humana, combinada con una secuencia de "bisagra inferior" (restos de aminoacidos de las posiciones 228 a 236
de acuerdo con la numeracién de la UE) derivada de una regién bisagra de IgG1 humana, una regién bisagra de 1gG2
humana o una regién bisagra de IgG4 humana. De acuerdo con determinadas realizaciones, la regién bisagra
quimérica comprende restos de aminoacidos derivados de una bisagra superior de IgG1 humana o IgG4 humana y de
restos de aminoécidos derivados de una bisagra inferior de IgG2 humana. Un anticuerpo que comprende una region
Cu quimérica como se describe en el presente documento puede, en determinadas realizaciones, presentar funciones
efectoras de Fc modificadas sin afectar negativamente a las propiedades terapéuticas o farmacocinéticas del
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anticuerpo. (Véase, por ejemplo, el documento WO2014/121087, que reivindica el derecho de prioridad de la solicitud
provisional de EE. UU. n.° 61/759578, presentada el 1 de febrero de 2013).

Cartografia de epitopos y tecnologias relacionadas

La presente invencién incluye anticuerpos anti-IL-33 que interactian con uno o mas aminoéacidos de IL-33. Por
ejemplo, la presente invencidn incluye anticuerpos anti-IL-33 que interactian con uno o mas aminoacidos ubicados
dentro del dominio de IL-33 que interactlia con ST2. El epitopo al que se unen los anticuerpos puede consistir en una
sola secuencia contigua de 3 o mas (por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas)
aminoécidos de IL-33. Como alternativa, el epitopo puede consistir en una pluralidad de aminoacidos no contiguos (o
secuencias de aminoacidos) de IL-33.

Pueden usarse distintas técnicas conocidas para los expertos en la materia para determinar si un anticuerpo
"interacciona con uno o0 méas aminoacidos" dentro de un polipéptido o de una proteina. Las técnicas ilustrativas
incluyen, por ejemplo, ensayo de bloqueo cruzado rutinario tal como el descrito en "Antibodies", Harlow y Lane (Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY), anélisis mutacional de barrido con alanina, analisis de transferencias de
péptidos (Reineke, 2004, Methods Mol Biol 248:443-463) y andlisis de escisidén de péptidos. Ademés, pueden
emplearse métodos tales como escisién de epitopos, extraccién de epitopos y modificacién quimica de antigenos
(Tomer, 2000, Protein Science 9:487-496). Otro método que puede usarse para identificar los aminoacidos dentro de
un polipéptido con el que interacciona un anticuerpo es el intercambio de hidrégeno/deuterio detectado por
espectrometria de masas. En términos generales, el método de intercambio hidrégeno/deuterio implica el marcaje con
deuterio de la proteina de interés, seguido de la unién del anticuerpo a la proteina marcada con deuterio. A
continuacién, el complejo de proteina/anticuerpo se transfiere a agua para permitir que tenga lugar el intercambio de
hidrégeno-deuterio en todos los restos excepto los restos protegidos por el anticuerpo (que permanecen marcados
con deuterio). Después de la disociacién del anticuerpo, la proteina diana se somete a escisién por proteasa y analisis
de espectrometria de masas, revelando de esta manera los restos marcados con deuterio que corresponden a los
aminodcidos especificos con los que interacciona el anticuerpo. Véase, por ejemplo, Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267(2):252-259; Engen y Smith (2001) Anal. Chem. 73:256A-265A.

La presente divulgacién incluye ademés anticuerpos anti-IL-33 que se unen al mismo epitopo que cualquiera de los
anticuerpos ilustrativos especificos descritos en el presente documento (por ejemplo, H1M9559N, H1M9566N,
H1M9568N, H4H9629P, H4H9633P, H4H9640P, H4H9659P, H4H9660P, H4H9662P, H4H9663P, H4H9664P,
H4H9665P, H4H9666P, H4H9667P, H4H9670P, H4H967 1P, H4H9672P, H4H9675P, H4H9676P, H1M9565N, etc.).
De manera analoga, la presente divulgacién también incluye anticuerpos anti-IL-33 que compiten por unirse a IL-33
con cualquiera de los anticuerpos ilustrativos especificos descritos en el presente documento (por ejemplo,
H1M9559N, H1M9566N, H1M9568N, H4H9629P, H4H9633P, H4HO9640P, H4H9659P, H4H9660P, H4H9662P,
H4H9663P, H4H9664P, H4H9665P, H4H9666P, H4H9667P, H4H9670P, H4H9671P, H4H9672P, H4H9675P,
H4H9676P, H1M9565N, etc.).

Se puede determinar facilmente si un anticuerpo se une al mismo epitopo que, o compite por la unién con, un
anticuerpo anti-IL-33 de referencia mediante el uso de métodos de rutina conocidos en la técnica e ilustrados en el
presente documento. Por ejemplo, para determinar si un anticuerpo de prueba se une al mismo epitopo que un
anticuerpo anti-IL-33 de referencia, se permite que el anticuerpo de referencia se una a una proteina IL-33. A
continuacién, se evalla la capacidad de un anticuerpo de prueba para unirse a la molécula de IL-33. Si el anticuerpo
de prueba puede unirse a IL-33 tras la unidn por saturacién con el anticuerpo anti-IL-33 de referencia, puede concluirse
que el anticuerpo de prueba se une a un epitopo diferente del anticuerpo anti-IL-33 de referencia. Por otro lado, si el
anticuerpo de prueba no puede unirse a la molécula de I1L-33 tras la unién por saturacién con el anticuerpo anti-IL-33
de referencia, entonces el anticuerpo de prueba puede unirse al mismo epitopo que el epitopo al que se une el
anticuerpo anti-IL-33 de referencia. Se puede llevar a cabo experimentacién habitual adicional (por ejemplo, mutacién
de péptidos y analisis de unién) para confirmar si la ausencia observada de unién del anticuerpo de prueba se debe,
de hecho, a la unién al mismo epitopo que el anticuerpo de referencia o si el bloqueo estérico (u otro fenémeno) es
responsable de la ausencia de la unién observada. Los experimentos de este tipo pueden realizarse usando ELISA,
RIA, Biacore, citometria de flujo o cualquier otro ensayo cuantitativo o cualitativo de unidén de anticuerpos disponible
en la técnica. Segun ciertos casos de la presente divulgacidn, dos anticuerpos se unen al mismo epitopo (o a epitopos
solapantes) si, por ejemplo, un exceso en un factor de 1, 5, 10, 20 o 100 de un anticuerpo inhibe la unién del otro en
al menos un 50 %, pero preferentemente en un 75 %, 90 % o incluso un 99 %, medida en un ensayo de unién
competitiva (véase, por ejemplo, Junghans et al., Cancer Res. 1990:50:1495-1502). Como alternativa, se considera
que dos anticuerpos se unen al mismo epitopo si esencialmente todas las mutaciones de aminoécido en el antigeno
que reducen o eliminan la unién de un anticuerpo reducen o eliminan la unién del otro. Se considera que dos
anticuerpos tienen "epitopos solapantes" si Unicamente un subconjunto de las mutaciones de aminoacido que reducen
o eliminan la unién de un anticuerpo reducen o eliminan la unién del otro.

Para determinar si un anticuerpo compite por la unién (o compite de forma cruzada por la unién) con un anticuerpo
anti-IL-33 de referencia, se realiza la metodologia de unién descrita anteriormente en dos orientaciones: En una
primera orientacién, se permite que el anticuerpo de referencia se una a una proteina IL-33 en condiciones de
saturacién, seguido de la evaluacién de la unién del anticuerpo de prueba a la molécula IL-33. En una segunda
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orientacién, se permite que el anticuerpo de prueba se una a una molécula de IL-33 en condiciones de saturacion
seguido de la evaluacién de la unidén del anticuerpo de referencia a la molécula de IL-33. Si, en ambas orientaciones,
Unicamente el primer anticuerpo (de saturacién) puede unirse a la molécula de IL-33, entonces se concluye que el
anticuerpo de prueba y el anticuerpo de referencia compiten por la unién a IL-33. Como apreciara un experto en la
materia, es posible que un anticuerpo que compite por la unién con un anticuerpo de referencia no se una
necesariamente al mismo epitopo que el anticuerpo de referencia, sino que puede bloquear estéricamente la unién
del anticuerpo de referencia mediante la unién a un epitopo solapante o adyacente.

Preparacién de anticuerpos humanos

Los métodos para generar anticuerpos monoclonales, incluyendo anticuerpos monoclonales completamente humanos
son conocidos en la técnica. Cualquiera de dichos métodos conocidos puede usarse en el contexto de la presente
invencién para preparar anticuerpos humanos que se unan especificamente a IL-33 humano.

Usando la tecnologia VELOCIMMUNE™, por ejemplo, o cualquier otro método conocido para generar anticuerpos
monoclonales completamente humanos, inicialmente, se aislan anticuerpos quiméricos de alta afinidad contra IL-33
que tienen una regién variable humana y una regién constante de ratén. Como en la siguiente seccién experimental,
los anticuerpos se caracterizan y seleccionan para las caracteristicas deseables, entre las que se incluyen la afinidad,
selectividad, epitopo, etc. Si es necesario, las regiones constantes del ratén se reemplazan con una regién constante
humana deseada, por ejemplo, IgG1 o IgG4 de tipo silvestre o modificado, para generar un anticuerpo anti-IL-33
completamente humano. Aunque la regidn constante seleccionada puede variar de acuerdo con el uso especifico, las
caracteristicas de unién al antigeno de alta afinidad y especificidad de diana residen en la regién variable. En
determinados casos, los anticuerpos anti-IL-33 completamente humanos se aislan directamente de los linfocitos B
positivos en el antigeno.

Bioequivalentes

Los anticuerpos anti-IL-33 y los fragmentos de anticuerpos de la presente divulgacién abarcan proteinas que tienen
secuencias de aminoécidos que varian de las de los anticuerpos descritos, pero que retienen la capacidad de unirse
a la IL-33 humana. Dichas variantes de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo comprenden una o mas adiciones,
eliminaciones o sustituciones de aminoacidos cuando se comparan con la secuencia precursora, pero muestran
actividad biolégica que es esencialmente equivalente a la de los anticuerpos descritos. De manera analoga, las
secuencias de ADN que codifican el anticuerpo anti-IL-33 de la presente divulgacién abarcan secuencias que
comprenden una o mas adiciones, eliminaciones o sustituciones de nucleétidos en comparacién con la secuencia
desvelada, pero que codifican un anticuerpo anti-IL-33 o fragmento de anticuerpo que es esencialmente bioequivalente
a un anticuerpo anti-IL-33 o fragmento de anticuerpo de la divulgaciéon. Anteriormente, se han analizado ejemplos de
dichas variantes de secuencias de aminoacidos y ADN.

Dos proteinas de unién al antigeno, o anticuerpos, se consideran bioequivalentes si, por ejemplo, son equivalentes
farmacéuticos o alternativas farmacéuticas cuya tasa y grado de absorcién no muestran una diferencia significativa
cuando se administran a la misma dosis molar en condiciones experimentales similares, en una sola dosis 0 en
multiples dosis. Algunos anticuerpos se consideraran equivalentes o alternativas farmacéuticas si son equivalentes en
el grado de su absorcion, pero no en su tasa de absorcién y aln pueden considerarse bioequivalentes porque dichas
diferencias en la tasa de absorcién son intencionadas y se reflejan en el marcaje, no son esenciales para obtener las
concentraciones eficaces del farmaco en el organismo en, por ejemplo, el uso crénico, y se consideran médicamente
insignificantes para el producto farmacolégico particular estudiado.

En un caso, dos proteinas de unién al antigeno son bioequivalentes si no hay diferencias clinicamente importantes en
su seguridad, pureza y potencia.

En un caso, dos proteinas de unién al antigeno son bioequivalentes si un paciente puede cambiarse una o0 mas veces
entre el producto de referencia y el producto bioldgico sin un aumento esperado en el riesgo de efectos adversos,
incluyendo un cambio clinicamente significativo en la inmunogenicidad, o eficacia disminuida, en comparacién con la
terapia continuada sin dicho cambio.

En un caso, dos proteinas de unién al antigeno son bioequivalentes si ambas actlian por un mecanismo 0 mecanismos
comunes de accién para la afeccién o afecciones de uso, en la medida en que dichos mecanismos sean conocidos.

La biocequivalencia puede demostrarse por métodos in vivo e in vitro. Las medidas de bioequivalencia incluyen, por
ejemplo, (a) un ensayo in vivo en seres humanos u otros mamiferos, en los que se mide la concentracidn del anticuerpo
0 sus metabolitos en sangre, plasma, suero u otro liquido biolégico como una funcién del tiempo; (b) un ensayo in vitro
que se ha correlacionado con y es razonablemente predictivo de datos de biodisponibilidad in vivo en seres humanos,
(c) un ensayo in vivo en seres humanos u otros mamiferos en el que se mide el efecto farmacolégico agudo apropiado
del anticuerpo (o su diana) como una funcién del tiempo; y (d) en un ensayo clinico bien controlado que establece la
seguridad, eficacia o biodisponibilidad o bioequivalencia de un anticuerpo.
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Las variantes bioequivalentes de los anticuerpos anti-IL-33 pueden construirse mediante, por ejemplo, la generacién
de diversas sustituciones de restos o secuencias, o la eliminacién de restos terminales o internos o secuencias no
necesarias para la actividad biolégica. Por ejemplo, pueden eliminarse restos de cisteina no esenciales para la
actividad biolégica, o remplazarse con ofros aminoéacidos, para evitar la formacién de puentes disulfuro
intramoleculares innecesarios o incorrectos tras la renaturalizacién. En otros contextos, los anticuerpos
bioequivalentes pueden incluir variantes de anticuerpo anti-IL-33 que comprenden cambios de aminoé&cido que
modifican las caracteristicas de glucosilaciéon de los anticuerpos, por ejemplo, mutaciones que eliminan o retiran la
glucosilacion.

Selectividad de especie y reactividad cruzada de especie

La presente divulgacién, de acuerdo con determinados casos, proporciona anticuerpos anti-IL-33 que se unen a la IL-
33 humana, pero no a la IL-33 de otras especies. La presente divulgacién también incluye anticuerpos anti-IL-33 que
se unen a la IL-33 humana y a la IL-33 de una o mas especies no humanas. Por ejemplo, los anticuerpos anti-IL-33
de la divulgacién pueden unirse a la IL-33 humana y pueden unirse o no unirse, seglin sea el caso, a una o mas IL-33
de ratdn, rata, cobaya, hamster, jerbo, cerdo, gato, perro, conejo, cabra, oveja, vaca, caballo, camello, macaco
cangrejero, titi, macaco de la India o chimpancé. De acuerdo con ciertas realizaciones ilustrativas de la presente
invencién, se proporcionan anticuerpos anti-IL-33 que se unen especificamente a la IL-33 humana y a la IL-33 de
macaco cangrejero (por ejemplo, Macaca fascicularis).

Inmunoconjugados

La invencibn abarca anticuerpos monoclonales anti-IL-33 conjugados con una fraccién terapéutica
("inmunoconjugado"), tal como una citotoxina, un farmaco quimioterapéutico, un inmunodepresor o un radioisétopo.
Los agentes citotéxicos incluyen cualquier agente que sea perjudicial para las células. En la técnica se conocen
ejemplos de agentes citotdxicos y agentes quimioterapéuticos adecuados para formar inmunoconjugados, (véase, por
ejemplo, el documento WO 05/103081).

Anticuerpos multiespecificos

Los anticuerpos de la presente invencién pueden ser monoespecificos, biespecificos o multiespecificos. Los
anticuerpos multiespecificos pueden ser especificos para diferentes epitopos de un polipéptido diana o pueden
contener dominios de unién al antigeno especificos para mas de un polipéptido diana. Véase, por ejemplo, Tutt et al.,
1991, J. Immunol. 147: 60-69; Kufer et al, 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. Los anticuerpos anti-IL-33 de la
presente invencién pueden unirse a o expresarse junto con otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o
proteina. Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento del mismo puede unirse de forma funcional (por ejemplo, por
acoplamiento quimico, fusién genética, asociacién no covalente o de otra manera) a una 0 més entidades moleculares
diferentes, tal como otro anticuerpo o fragmento de anticuerpo para producir un anticuerpo biespecifico o un anticuerpo
multiespecifico con una segunda especificidad de unién. Por ejemplo, la presente invencién incluye anticuerpos
biespecificos en donde un brazo de una inmunoglobulina es especifico para IL-33 humana o un fragmento de la misma,
y el otro brazo de la inmunoglobulina es especifico para una segunda diana terapéutica o esta conjugado con una
fraccién terapéutica.

Un formato de anticuerpo biespecifico ilustrativo que puede usarse en el contexto de la presente invencién implica el
uso de un primer dominio Ch3 de inmunoglobulina (Ig) y un segundo dominio Ch3 de Ig, en donde el primer y el
segundo dominio Cu3 de Ig difieren entre si en al menos un aminoacido, y en donde al menos una diferencia de
aminoacido reduce la unién del anticuerpo biespecifico con la proteina A en comparacién con un anticuerpo
biespecifico que carece de la diferencia de aminoécido. En una realizacién, el primer dominio CH3 de Ig esta unido a
la proteina A y el segundo dominio Cu3 de Ig contiene una mutacién que reduce o anula la unién a la proteina A tal
como una modificacién H95R (por numeracién de exones IMGT; H435R por numeraciéon EU). El segundo Ch3 puede
comprender ademas una modificacién YO6F (por IMGT; Y436F por EU). Otras modificaciones adicionales que pueden
encontrarse dentro del segundo Cy3 incluyen: D16E, L18M, N44S, K52N, V57M y V82| (por IMGT, D356E, L358M,
N3848S, K392N, V397M y V422| por EU) en el caso de anticuerpos 1gG1; N44S, K52N y V82| (IMGT; N384S, K392N
y V422| por EU) en el caso de anticuerpos IgG2; y Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q y V82| (por IMGT; Q355R,
N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q y V422 por EU) en el caso de anticuerpos 1gG4. Dentro del alcance de la
presente invencidn se contemplan variaciones en el formato de anticuerpo biespecifico descrito anteriormente.

Otros formatos biespecificos ilustrativos que pueden usarse en el contexto de la presente invencién incluyen, sin
limitacién, por ejemplo, formatos biespecificos basados en scFv o de diacuerpo, fusiones IgG-scFv, dominio variable
doble (DVD)-lg, cuadroma, botdn en ojal, cadena ligera habitual (por ejemplo, cadena ligera habitual con botén en ojal,
etc.), CrossMab, CrossFab, (SEED)cuerpo, cremallera de leucina, duocuerpo, IgG1/IgG2, Fab de accién doble (DAF,
dual acting Fab)-IgG y formatos biespecificos de Mab? (véase, por ejemplo, Klein et al., 2012, mAbs4:6,1-11, y
referencias citadas en el mismo, para una revisién de los formatos anteriores). También se pueden construir
anticuerpos biespecificos usando conjugacién de péptido/acido nucleico, por ejemplo, en donde se usan aminoéacidos
no naturales con reactividad quimica ortogonal para generar conjugados de anticuerpo-oligonucleétido especificos de
sitio que después se autoensamblan en complejos multiméricos con composicién, valencia y geometria definidas.
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(Véanse, por ejemplo, Kazane et al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: 4 de diciembre de 2012]).
UNION DEPENDIENTE DEL pH

Los anticuerpos y sus fragmentos de unién al antigeno pueden unirse a IL-33 de una manera dependiente del pH. Por
ejemplo, un anticuerpo anti-IL-33 puede presentar una unién reducida a IL-33 a pH acido en comparacién con el pH
neutro. Como alternativa, un anticuerpo anti-IL-33 puede presentar una unién mejorada a su antigeno a pH &cido en
comparacion con el pH neutro.

en determinados casos, "unién reducida a IL-33 a pH acido en comparacién con el pH neutro" se expresa en términos
de una proporcién del valor de Ko del anticuerpo que se une a IL-33 a pH éacido con respecto al valor de Ko del
anticuerpo que se une a IL-33 a pH neutro (o viceversa). Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo puede considerarse que presenta "unién reducida a IL-33 a pH &cido en comparacién con pH neutro" si el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo presenta una proporcién de Kp acida/neutra de
aproximadamente 3,0 o superior. En determinados casos ilustrativos, la proporcién de Kp acida/neutra para un
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede ser de aproximadamente 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0,
7,5,8,0,85,9,0,95, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5, 13,0, 13,5, 14,0, 14,5, 15,0, 20,0, 25,0, 30,0, 40,0, 50,0, 60,0,
70,0, 100,0 o superior.

Se pueden obtener anticuerpos con caracteristicas de unién dependientes del pH, por ejemplo, rastreando una
poblacidén de anticuerpos en busca de la reduccién (o potenciacién) de la unién a un determinado antigeno a pH acido
en comparacién con el pH neutro. Ademas, las modificaciones del dominio de unién al antigeno a nivel de aminoacidos
pueden producir anticuerpos con caracteristicas dependientes del pH. Por ejemplo, mediante la sustitucién de uno o
mas aminoacidos de un dominio de unién al antigeno [por ejemplo, dentro de una CDR) con un resto de histidina,
puede obtenerse un anticuerpo con unién al antigeno reducida a pH acido en relacién con el pH neutro. Como se usa
en el presente documento, la expresién "pH #é&cido" significa un pH de aproximadamente 6,0 o inferior,
aproximadamente 5,5 o inferior, 0 aproximadamente 5,0 o inferior. La expresién "pH acido" incluye valores de pH de
aproximadamente 6,0, 5,95, 5,9, 5,85, 5,8, 5,75, 5,7, 5,65, 5,6, 5,55, 5,5, 5,45, 5,4, 5,35, 5,3, 5,25, 5,2, 5,15, 5,1, 5,05,
5,0 o inferior. Como se usa en el presente documento, la expresidén "pH neutro" significa un pH de aproximadamente
7,0 a aproximadamente 7,4. La expresién "pH neutro” incluye valores de pH de aproximadamente 7,0, 7,05, 7,1, 7,15,
7,2,7,25,73,7,35y7,4.

Formulacion terapéutica y administracién

La invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos anti-IL-33 o fragmentos de
unién al antigeno de los mismos de la presente invencién. Las composiciones farmacéuticas de la invencion se
formulan con vehiculos, excipientes y otros agentes adecuados que proporcionan una transferencia, administracién,
tolerancia y similares mejoradas. Puede encontrarse una multitud de formulaciones apropiadas en el formulario
conocido para todos los quimicos farmacéuticos: "Remington’s Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Company,
Easton, PA. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas, pomadas, gelatinas, ceras, aceites, lipidos,
vesiculas que contienen lipidos (catiénicos o anibnicos) (tales como LIPOFECTIN™), Life Technologies, Carlsbad,
CA), conjugados de ADN, pastas de absorcién anhidras, emulsiones de aceite en agua y agua en aceite, emulsiones
de Carbowax (polietilenglicoles de diversos pesos moleculares), geles semisélidos y mezclas semisélidas que
contienen Carbowax. Véase también Powell et al., "Compendium of excipients for parenteral formulations" PDA (1998)
J Pharm Sci Technol 52:238-311.

La dosis de anticuerpo administrada a un paciente puede variar dependiendo de la edad y las dimensiones del
paciente, la enfermedad diana, afecciones, la via de administraciéon y similares. La dosis preferida se calcula
normalmente de acuerdo con el peso corporal o el area superficial del cuerpo. Cuando un anticuerpo de la presente
invencién se usa para tratar una afeccién o enfermedad asociada con la actividad IL-33 en un paciente adulto, puede
ser ventajoso administrar por via intravenosa el anticuerpo de la presente invencién, normalmente en una Unica dosis
de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, méas preferentemente, de
aproximadamente 0,02 a aproximadamente 7, de aproximadamente 0,03 a aproximadamente 5 o de aproximadamente
0,05 a aproximadamente 3 mg/kg de peso corporal. Dependiendo de la gravedad de la afeccidn, pueden ajustarse la
frecuencia y la duracién del tratamiento. Las dosis y posologias eficaces para administrar anticuerpos anti-IL-33
pueden determinarse empiricamente; por ejemplo, puede controlarse el progreso del paciente mediante la evaluacion
periddica, y ajustarse correspondientemente la dosis. Por otra parte, pueden realizarse aumentos de escala de las
dosis entre especies usando métodos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, Mordenti et al., 1991, Pharmaceut.
Res. 8:1351).

Se conocen diversos sistemas de administracién y pueden usarse para administrar la composicion farmacéutica de la
invencién, por ejemplo, encapsulacién en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes capaces
de expresar los virus mutantes, endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo, Wu et al., 1987, J. Biol. Chem.
262:4429-4432). Los métodos de introduccion incluyen, pero sin limitacién, la via intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcuténea, intranasal, epidural y otras vias. La composicién puede administrarse por
cualquier via conveniente, por ejemplo, por infusién o inyeccién en bolo, por absorcién a través de revestimientos
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epiteliales o mucocutédneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y pueden administrarse junto
con otros agentes biolégicamente activos. La administracion puede ser sistémica o local.

Una composicién farmacéutica de la presente invenciéon puede administrase por via subcutanea o por via intravenosa
con una aguja y una jeringa convencionales. Ademas, con respecto a la administraciéon subcutanea, un dispositivo
inyector de pluma tiene facilmente aplicaciones en la administracién de una composicién farmacéutica de la presente
invencién. Dicho dispositivo inyector de pluma puede ser reutilizable o desechable. Un dispositivo inyector de pluma
reutilizable usa, en general, un cartucho reemplazable que contiene una composicién farmacéutica. Una vez que se
ha administrado toda la composicion farmacéutica dentro del cartucho y que el cartucho est4 vacio, el cartucho vacio
puede desecharse facilmente y remplazarse con un nuevo cartucho que contiene la composicién farmacéutica. El
dispositivo inyector de pluma puede entonces reutilizarse. En un dispositivo inyector de pluma desechable, no hay
cartucho reemplazable. Mas bien, el dispositivo inyector de pluma desechable viene precargado con la composicién
farmacéutica mantenida en un depésito dentro del dispositivo. Una vez que el depésito se vacia de la composicién
farmacéutica, el dispositivo completo se desecha.

Numerosos dispositivos de administracion de pluma y autoinyector reutilizables tienen aplicaciones en la
administracién subcuténea de una composicién farmacéutica de la presente invencién. Los ejemplos incluyen, aunque
sin limitacién, AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, RU), DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems,
Bergdorf, Suiza), pluma HUMALOG MIX 75/25™, pluma HUMALOG™, pluma HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly y Co.,
Indianapolis, IN), NOVOPEN™ | I y Ill (Novo Nordisk, Copenhague, Dinamarca), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo
Nordisk, Copenhague, Dinamarca), pluma BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™ OPTIPEN
PRO™ OPTIPEN STARLET™ y OPTICLIK™ (sanofi-aventis, Frankfurt, Alemania), por nombrar solo algunos. Los
ejemplos de dispositivos de administracién de pluma desechables que tienen aplicaciones en la administracion
subcutanea de una composicién farmacéutica de la presente invencién incluyen, aunque sin limitacién, la pluma
SOLOSTAR™ (sanofi-aventis), el FLEXPEN™ (Novo Nordisk) y el KWIKPEN™ (Eli Lilly), el autoinyector
SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), el PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Alemania), el EPIPEN (Dey, L.P.),
y la pluma HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park IL), por nombrar solo algunos.

En determinadas situaciones, la composicién farmacéutica puede suministrarse en un sistema de liberacion
controlada. En una realizacién, puede usarse una bomba (véase Langer, anteriormente citado; Sefton, 1987, CRC
Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201). En otra realizacion, se pueden usar materiales poliméricos; véase, "Medical
Applications of Controlled Release", Langer y Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Ratén, Florida. En otra realizacién
méas, un sistema de liberacién controlada puede ubicarse en las proximidades de la diana de la composicidn, siendo
necesaria, por tanto, solo una fraccién de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, 1984, en "Medical
Applications of Controlled Release", mencionado anteriormente, vol. 2, p4g. 115-138). Se analizan otros sistemas de
liberacion controlada en la revisién de Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

Las preparaciones inyectables pueden incluir formas farmacéuticas para la via intravenosa, subcutanea, inyecciones
intracutaneas e intramusculares, infusiones por goteo, etc. Estas preparaciones inyectables pueden prepararse
mediante métodos conocidos para el publico. Por ejemplo, las preparaciones inyectables pueden prepararse, por
ejemplo, disolviendo, suspendiendo o emulsionando el anticuerpo o su sal descrita anteriormente en un medio acuoso
estéril o un medio oleoso usado convencionalmente para inyecciones. Como medio acuoso para inyecciones, existen,
por ejemplo, solucién salina fisiolégica, una solucién isoténica que contiene glucosa y otros coadyuvantes, etc., que
pueden usarse en combinacién con un agente solubilizante apropiado tal como un alcohol (por ejemplo, etanol), un
polialcohol (por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol), un tensioactivo no iénico [por ejemplo, polisorbato 80, HCO-
50 (aducto de polioxietileno (50 mol) de aceite de ricino hidrogenado)], etc. Como el medio oleoso, se emplean, por
ejemplo, aceite de sésamo, aceite de soja, etc., que pueden usarse en combinacién con un agente solubilizante tal
como benzoato de bencilo, alcohol bencilico, etc. La inyeccion preparada de este modo se carga preferentemente en
una ampolla apropiada.

Provechosamente, las composiciones farmacéuticas para uso oral o parenteral descritas anteriormente se preparan
en formas farmacéuticas en una dosis unitaria adecuada para ajustarse a una dosis de los principios activos. Dichas
formas farmacéuticas en una dosis unitaria incluyen, por ejemplo, comprimidos, pildoras, capsulas, inyecciones
(ampollas), supositorios, etc. La cantidad del anticuerpo mencionado anteriormente contenida generalmente es de
aproximadamente 5 a aproximadamente 500 mg por forma farmacéutica en una dosis unitaria; especialmente en forma
de inyeccién, se prefiere que el anticuerpo mencionado anteriormente esté contenido en aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 mg y en aproximadamente 10 a aproximadamente 250 mg para las otras formas farmacéuticas.

Usos terapéuticos de los anticuerpos

Experimentos usando sistemas de modelos de ratdn, realizados por los presentes inventores, han contribuido a la
identificacién de distintas enfermedades y afecciones que pueden tratarse, prevenirse y/o mejorarse mediante el
antagonismo de IL-33. Por ejemplo, la administracién hidrodindmica de ADN de IL-33 de ratén produjo la induccién de
la acumulacién de moco pulmonar y aumentos en la IgE sérica total en ratones. Ademés, la administracién de ADN
de mIL-33 produjo una regulacién positiva de ST2 y de distintas citocinas en direcciéon 3', medida mediante el anélisis
de micromatrices. Los experimentos realizados por los presentes inventores usando ratones con desactivacién de IL-
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33 también desvelaron distintos posibles beneficios terapéuticos del antagonismo de IL-33. Por ejemplo, se encontrd
que la puntuacién macroscépica y los infiltrados de la piel son comparables entre ratones de tipo silvestre y ratones
IL-33Y- en un modelo de psoriasis inducida por IMQ. Por otra parte, los ratones IL-33-~ mostraron eosinofilia reducida
y acumulacién de moco residual en un modelo de inflamacidén pulmonar inducida por alérgenos.

Los anticuerpos de la invencién son Utiles, entre otros, para el tratamiento, la prevencién y/o la mejora de cualquier
enfermedad o trastorno asociado con o mediado por la expresion, sefializacién o actividad de IL-33, o que se puede
tratar bloqueando la interaccién entre IL-33 y un ligando de IL-33 (por ejemplo, ST2) o inhibiendo de otro modo la
actividad y/o sefializacién de IL-33. Por ejemplo, la presente divulgacidn proporciona métodos de tratamiento del asma
(por ejemplo, asma alérgica, asma no alérgica, asma refractaria grave, agravamientos del asma, asma resistente a
los esteroides, asma sensible a esteroides, asma eosinofilica 0 asma no eosinofilica, etc.), dermatitis atépica,
psoriasis, otros trastornos inflamatorios, alergia, anafilaxia, enfermedad cardiovascular, enfermedad del sistema
nervioso central, dolor, artritis (por ejemplo, artritis reumatoide, artrosis, artritis psoriésica, etc.), arteritis de células
gigantes, vasculitis (enfermedad de Behcet y sindrome de Churg Strauss), purpura de Henoch-Schonlein, esclerosis
multiple, trastorno inflamatorio intestinal (por ejemplo, enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa), lupus y sindrome de
sjogren.

Los anticuerpos de la presente invencion también son Utiles para el tratamiento, la prevencion y/o la mejora de una o
mas enfermedades fibréticas. Las enfermedades fibréticas ilustrativas que se pueden tratar mediante la administracion
de los anticuerpos anti-IL-33 de la invencién incluyen fibrosis pulmonar (por ejemplo, fibrosis pulmonar idiopatica,
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, fibrosis pulmonar inducida por el asbesto y sindrome de bronquiolitis
obliterante), asma crénica, fibrosis asociada con lesién pulmonar aguda y dificultad respiratoria aguda (por ejemplo,
fibrosis bacteriana inducida por neumonia, fibrosis inducida por traumatismo, fibrosis inducida por neumonia virica,
fibrosis inducida por ventilacién artificial, fibrosis inducida por sepsis no pulmonar y fibrosis inducida por aspiracion),
silicosis, fibrosis inducida por radiacién, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC, que puede o no estar
relacionada con, causada en parte por, o deberse a, la exposicién al humo del tabaco directa o indirectamente),
esclerodermia, fibrosis ocular, fibrosis de la piel (por ejemplo, esclerodermia), fibrosis hepatica (por ejemplo, cirrosis,
fibrosis hepética inducida por alcohol, esteatohepatitis no alcohélica (ENA), lesién del conducto biliar, cirrosis biliar
primaria, fibrosis hepatica inducida por infeccién o virus, hepatitis autoinmunitaria, fibrosis del riién (renal), fibrosis
cardiaca, ateroesclerosis, reestenosis de stent y mielofibrosis.

En el contexto de los métodos de tratamiento descritos en el presente documento, el anticuerpo anti-IL-33 puede
administrarse como una monoterapia (es decir, como el Unico agente terapéutico) o en combinacién con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales (cuyos ejemplos se describen en otra parte del presente documento).

Terapias y formulaciones combinadas

La presente divulgacion incluye composiciones y formulaciones terapéuticas que comprenden cualquiera de los
anticuerpos anti-IL-33 descritos en el presente documento en combinacién con uno o méas componentes
terapéuticamente activos adicionales, y métodos de tratamiento que comprenden administrar dichas combinaciones a
sujetos que lo necesiten.

Los anticuerpos anti-IL-33 de la presente invencién pueden formularse conjuntamente y/o administrarse en
combinacién con, por ejemplo, inhibidores de las citocinas, incluyendo inhibidores de citocinas de molécula pequefia
y anticuerpos que se unen a citocinas tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-17,
IL-18, IL-21, IL-23, IL-25, IL-26 o antagonistas de sus respectivos receptores.

Los anticuerpos anti-IL-33 de la invenciéon también pueden administrarse y/o formularse conjuntamente en
combinacién con agentes antiviricos, antibidticos, analgésicos, corticoesteroides, esteroides, oxigeno, antioxidantes,
quelantes de metal, IFN-gamma y/o AINE.

El componente o componentes terapéuticamente activos adicionales pueden administrarse justo antes de,
simultaneamente o poco después de la administraciéon de un anticuerpo anti-IL-33 de la presente invencién; (para los
fines de la presente divulgacién, dichos regimenes de administracién se consideran la administracién de un anticuerpo
anti-IL-33 "en combinacién con" un componente terapéuticamente activo adicional). La presente invencién incluye
composiciones farmacéuticas en las que un anticuerpo anti-IL-33 de la presente invencién se formula conjuntamente
con uno o mas de los componentes terapéuticamente activos adicionales como se describe en otra parte del presente
documento.

Regimenes de administracién

De acuerdo con ciertos casos de la presente divulgacién, se pueden administrar dosis multiples de un anticuerpo anti-
IL-33 (o0 una composicién farmacéutica que comprende una combinacidén de un anticuerpo anti-IL-33 y cualquiera de
los agentes terapéuticamente activos adicionales mencionados en el presente documento) a un sujeto durante un
curso de tiempo definido. Los métodos de acuerdo con este aspecto de la divulgacién comprenden administrar
secuencialmente a un sujeto dosis multiples de un anticuerpo anti-IL-33 de la invencién. Como se usa en el presente
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documento, "administrar secuencialmente” significa que cada dosis de anticuerpo anti-IL-33 se administra al sujeto en
un diferente punto en el tiempo, por ejemplo, en dias diferentes separados por un intervalo predeterminado (por
ejemplo, horas, dias, semanas o meses). La presente divulgaciéon incluye métodos que comprenden administrar
secuencialmente al paciente una sola dosis inicial de un anticuerpo anti-IL-33, seguida por una o mas dosis
secundarias del anticuerpo anti-IL-33, y opcionalmente seguidas por una o méas dosis terciarias del anticuerpo anti-IL-
33.

Las expresiones "dosis inicial", "dosis secundarias", y "dosis terciarias", se refieren a la secuencia temporal de
administracién del anticuerpo anti-IL-33 de la invencién. Por tanto, la "dosis inicial' es la dosis que se administra al
inicio del régimen de tratamiento (también mencionada como la "dosis de referencia"); las "dosis secundarias” son las
dosis que se administran después de la dosis inicial; y las "dosis terciarias" son las dosis que se administran después
de las dosis secundarias. Las dosis iniciales, secundarias y terciarias pueden contener todas la misma cantidad de
anticuerpo anti-IL-33, pero, en general, pueden diferir entre si en términos de frecuencia de administracién. En
determinados casos, sin embargo, la cantidad de anticuerpo anti-IL-33 contenida en las dosis iniciales, secundarias
y/o terciarias varian entre si (por ejemplo, se ajustan positiva 0 negativamente segun lo apropiado) en el transcurso
del tratamiento. En determinados casos, se administran dos o mas (por ejemplo, 2, 3, 4 0 5) dosis al inicio del régimen
de tratamiento como "dosis de carga" seguidas por dosis posteriores que se administran con menor frecuencia (por
ejemplo, "dosis de mantenimiento").

en determinados casos ilustrativos, cada dosis secundaria y/o terciaria se administra de 1 a 26 (por ejemplo, 1, 1%, 2,
2%, 3,3%,4,4Y,,5,5%,6,6%, 7, 7', 8, 8%, 9, 9%, 10, 10%, 11, 11%%, 12, 12%%, 13, 134, 14, 14%, 15, 154, 16, 16'%,
17, 17%, 18, 18%, 19, 19%, 20, 20, 21, 21'%, 22, 224, 23, 23, 24, 24Y4, 25, 25%, 26, 26% 0 mas) semanas después
de la dosis inmediatamente anterior. La expresidén "la dosis inmediatamente anterior”, como se usa en el presente
documento, significa, en una secuencia de administraciones multiples, la dosis de anticuerpo anti-IL-33 que se
administra a un paciente antes de la administracién de la siguiente dosis en la secuencia sin dosis intermedias.

Los métodos de acuerdo con este aspecto de la divulgacién pueden comprender administrar a un paciente cualquier
cantidad de dosis secundarias y/o terciarias de un anticuerpo anti-IL-33. Por ejemplo, en determinados casos, se
administra Unicamente una sola dosis secundaria al paciente. En otras realizaciones, al paciente se le administra dos
0 mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas) dosis secundarias. De manera analoga, en determinados casos, se
administra Unicamente una sola dosis terciaria al paciente. En otros casos, al paciente se le administra dos o més (p.
ej., 2,3,4,5 6,7, 80 mas) dosis terciarias.

En los casos que implican multiples dosis secundarias, cada dosis secundaria puede administrarse a la misma
frecuencia que las otras dosis secundarias. Por ejemplo, cada dosis secundaria puede administrarse al paciente de 1
a 2 semanas o de 1 a 2 meses después de la dosis inmediatamente anterior. De manera similar, en los casos que
implican multiples dosis terciarias, cada dosis terciaria puede administrarse a la misma frecuencia que las otras dosis
terciarias. Por ejemplo, cada dosis terciaria puede administrarse al paciente de 2 a 12 semanas después de la dosis
inmediatamente anterior. En determinados casos, la frecuencia a la que se administran las dosis secundarias y/o
terciarias a un paciente puede variar en el transcurso del régimen de tratamiento. La frecuencia de administracién
también puede ser ajustada en el transcurso del tratamiento por un médico dependiendo de las necesidades del
paciente individual después de examen clinico.

La presente divulgacion incluye regimenes de administracién en los que se administran de 2 a 6 dosis de carga a una
primera frecuencia de paciente (por ejemplo, una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres
semanas, una vez al mes, una vez cada dos meses, etc.), seguido de la administracion de dos o més dosis de
mantenimiento al paciente de forma menos frecuente. Por ejemplo, de acuerdo con este aspecto de la divulgacién, si
las dosis de carga se administran con una frecuencia de una vez al mes, entonces, las dosis de mantenimiento se
pueden administrar al paciente una vez cada seis semanas, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses, etc.).

Usos de diagndstico de los anticuerpos

Los anticuerpos anti-IL-33 de la presente divulgacién también se pueden usar para detectar y/o medir IL-33, o células
que expresan IL-33 en una muestra, por ejemplo, con fines de diagndstico. Por ejemplo, un anticuerpo anti-IL-33 o
fragmento del mismo, puede usarse para diagnosticar una afeccién o enfermedad caracterizada por la expresién
aberrante (por ejemplo, sobreexpresion, infraexpresion, ausencia de expresion, etc.) de IL-33. Los ensayos de
diagnéstico ilustrativos para IL-33 pueden comprender, por ejemplo, poner en contacto una muestra, obtenida de un
paciente, con un anticuerpo anti-IL-33 de la divulgacién, en donde el anticuerpo anti-IL-33 estd marcado con un
marcador detectable o molécula indicadora. Como alternativa, puede usarse un anticuerpo anti-IL-33 no marcado en
aplicaciones de diagnéstico en combinacién con un anticuerpo secundario que esta marcado de forma detectable por
si mismo. El marcador detectable o molécula indicadora puede ser un radioisétopo, tal como 3H, 14C, 32P, 35S ¢ 129,
una fraccién fluorescente o quimioluminiscente tal como isotiocianato de fluoresceina o rodamina; o una enzima tal
como una fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, peroxidasa de rabano picante o luciferasa. Los ensayos ilustrativos
especificos que pueden usarse para detectar o medir IL-33 en una muestra incluyen el ensayo de inmunoadsorcidon
enzimatica (ELISA), el radioinmunoensayo (RIA) y la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).
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Las muestras que pueden usarse en ensayos de diagnéstico de IL-33 de acuerdo con la presente divulgacion incluyen
cualquier muestra de tejido o de fluido que se puede obtener de un paciente que contiene cantidades detectables de
proteina IL-33 o fragmentos de la misma, en condiciones normales o patol6égicas. En general, se mediran los niveles
de IL-33 en una muestra particular obtenida de un paciente sano (por ejemplo, un paciente no afectado por una
enfermedad o afeccién asociada con niveles o actividad de IL-33 anémalos) para establecer un nivel de referencia, o
patrén, de IL-33. Este nivel de referencia de IL-33 se puede comparar después con los niveles de IL-33 medidos en
muestras obtenidas de individuos sospechosos de tener una enfermedad o afeccién relacionada con IL-33.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la materia una divulgacién y descripcion
completa de cémo preparar y usar los métodos y las composiciones de la invencién, y no se pretende que limiten el
alcance de lo que los inventores consideran su invencidn. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precisién con
respecto a los nimeros usados (por ejemplo, sumas, temperatura, etc.) pero deben tenerse en cuenta algunos errores
y desviaciones experimentales. A menos que se indique otra cosa, las partes son partes en peso, el peso molecular
es peso molecular promedio, la temperatura estd en grados centigrados y la presién es atmosférica o cercana a la
atmosférica.

Ejemplo 1. Generacién de anticuerpos humanos contra la IL-33 humana

Se administré directamente un inmundgeno que comprende IL-33 humana, con un adyuvante para estimular la
respuesta inmunitaria, a un raton VELOCIMMUNE® que comprende ADN que codifica las regiones variables de
cadena pesada y cadena ligera kappa de inmunoglobulina humana. La respuesta inmunitaria del anticuerpo se controlé
mediante un inmunoensayo especifico de IL-33. Cuando se consiguié una respuesta inmunitaria deseada, se
recogieron los esplenocitos y se fusionaron con células de mieloma de ratén para conservar su viabilidad y formar
lineas celulares de hibridoma. Las estirpes celulares de hibridoma se rastrearon y se seleccionaron para identificar
estirpes celulares que produjeran anticuerpos especificos de IL-33. Usando esta técnica, se obtuvieron distintos
anticuerpos quiméricos anti-IL-33 (es decir, anticuerpos que poseen dominios variables humanos y dominios
constantes de ratén); los anticuerpos ilustrativos generados de esta manera se denominaron del siguiente modo:
H1M9559N, H1M9566N, H1M9568N y H1M9565N. Los dominios variables humanos de los anticuerpos quiméricos se
clonaron posteriormente en dominios constantes humanos para producir anticuerpos anti-IL-33 completamente
humanos como se describe en el presente documento.

También se aislaron anticuerpos anti-IL-33 directamente de linfocitos B positivos en antigeno sin fusién a células de
mieloma, como se describe en el documento US 2007/0280945A1. Usando este método, se obtuvieron varios
anticuerpos anti-IL-33 completamente humanos (es decir, anticuerpos que poseen dominios variables humanos y
dominios constantes humanos); los anticuerpos ilustrativos generados de esta manera se denominaron del siguiente
modo: H4H9629P, H4H9633P, H4H6940P, H4H9659P, H4H9660P, H4H9662P, H4AH9663P, H4H9664P, H4H9665P,
H4H9666P, H4AH9667P, H4H9670P, H4H9671P, H4H9672P, HAH9675P y HAHO9676P.

En los ejemplos expuestos a continuacién, se describen detalladamente determinadas propiedades biol6gicas de los
anticuerpos anti-IL-33 ilustrativos generados de acuerdo con los métodos de este ejemplo.

Ejemplo 2. Secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada y ligera

La Tabla 1 expone los pares de secuencias de aminoécidos de la regién variable de la cadena pesada y ligera, y las
secuencias de CDR, de anticuerpos anti-IL-33 seleccionados y sus correspondientes identificadores de anticuerpos.

Tabla 1
SEQ ID NO:

Denominacion del HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
anticuerpo

9559N 2 4 6 8 10 12 14 16
9566N 18 20 22 24 26 28 30 32
9568N 34 36 38 40 42 44 46 48
9629P 50 52 54 56 58 60 62 64
9633P 66 68 70 72 74 76 78 80
9640P 82 84 86 88 90 92 04 26
9659P 08 100 102 104 106 108 110 112
9660P 114 116 118 120 122 124 126 128
9662P 130 132 134 136 138 140 142 144
9663P 146 148 150 152 154 156 158 160
0664P 162 164 166 168 170 172 174 176
9665P 178 180 182 184 186 188 190 192
0666P 194 196 198 200 202 204 206 208
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(Continuacién)

Denominacion del HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
anticuerpo

9667P 210 212 214 216 218 220 222 224
9670P 226 228 230 232 234 236 238 240
9671P 242 244 246 248 250 252 254 256
9672P 258 260 262 264 266 268 270 272
9675P 274 276 278 280 282 284 286 288
9676P 290 292 294 206 208 300 302 304
9565N 308 310 312 314 316 318 320 322

Los anticuerpos normalmente se denominan en el presente documento de acuerdo con la siguiente nomenclatura:
Prefijo de Fc (por ejemplo, "H1M" 0 "H4H"), seguido de un identificador numérico (por ejemplo, "9559", "9566" o0 "9629"
como se muestra en la Tabla 1), seguido de una "P" o un sufijo "N". Por tanto, de acuerdo con esta nomenclatura, un
anticuerpo puede denominarse en el presente documento, por ejemplo, "H1M9559N" "H1M9566N" "HAH9629P" etc.
Los prefijos H1M y H4H en las desighaciones de anticuerpos usados en el presente documento indican el isotipo
particular de la regién Fc del anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo "H1M" tiene un Fc de IgG1 de ratén, mientras que
un anticuerpo "H4H" tiene un Fc de 1IgG4 humana. Como apreciard un experto en la materia, un anticuerpo que tiene
un isotipo Fc particular puede convertirse en un anticuerpo con un isotipo Fc diferente (por ejemplo, un anticuerpo con
un Fc de IgG1 de ratén puede convertirse en un anticuerpo con una IgG4 humana, etc.), pero en cualquier caso, los
dominios variables (incluidas las CDR) - que se indican mediante los identificadores numéricos que se muestran en la
Tabla 1 - permaneceran iguales y se espera que las propiedades de unidn sean idénticas o sustancialmente similares,
independientemente de la naturaleza del dominio Fc.

Ejemplo 3. Anticuerpo que se une a la IL-33 humana seguin lo determinado por la resonancia plasmatica
superficial

Se determinaron las constantes de disociacién de equilibrio (valores de Kp) para la unién de IL-33 a anticuerpos
monoclonales anti-IL-33 purificados usando un biosensor de resonancia de plasmén superficial en tiempo real usando
un instrumento Biacore 4000. La superficie del sensor Biacore se derivatizé primero mediante el acoplamiento de
amina con un anticuerpo policlonal de conejo anti-ratén (GE, n.° BR-1008-38) o con un anticuerpo monoclonal de ratén
anti-Fc humano (GE, n.° BR-1008-39) para capturar anticuerpos monoclonales anti-IL-33 expresados con regiones
constantes de IgG4 humanas o de ratén, respectivamente. Todos los estudios de unién de Biacore se realizaron en
ADA 0,01 M a pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM y tensioactivo Tween-20 al 0,05 % v/v (tampén de funcionamiento
ABS-ET). Se inyectaron diferentes concentraciones de IL-33 humana (hIL-33; R&D Systems, n.° 3625-IL-010/CF) o
IL-33 de macaco cangrejero expresadas con un marcador de hexahistidina C-terminal (MflL-33-6His; SEQ ID NO: 305)
preparado en tampén de funcionamiento ABS-ET (que varia de 100 nM a 3,7 nM, diluciones con factor de dilucién de
3) sobre la superficie capturada de anticuerpo monoclonal anti-IL-33 a un caudal de 30 ml/minuto. Se controlé la
asociacidén de hlL-33 o MfIL-33-6H con el anticuerpo monoclonal capturado durante 4 minutos y su disociacién en el
tampdn de ejecucién ABS-ET durante 10 minutos. El efecto de un pH reducido en la unién de cada anticuerpo anti-IL-
33 a hIL-33 o MfIL-33-6 se estudié usando un formato de ensayo de seguimiento de pH en linea en ADA 0,01 M pH
6,0, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM y tensioactivo Tween-20 al 0,05 % v/v (tampbn ABS-ET a pH 6). Para conseguir esto,
se controlé la asociacién de hIL-33 o MfIL-33-6His al anticuerpo monoclonal capturado durante 4 minutos en tampén
de ejecucién ABS-ET. Tras una disociacién de 30 segundos de hIL-33 o MfIL-33-6His en el tampdn de ejecuciéon ABS-
ET, seinyectd el tampdn ABS-ET a pH 6 durante 3 minutos y se midié la disociacién del analito en condiciones de pH
bajo. Todos los experimentos cinéticos de unidn se realizaron a 25 °C y 37 °C. Las constantes de asociacion cinética
(ka) y disociacién (kq) se determinaron ajustando los sensogramas en tiempo real a un modelo de unién 1:1 usando el
programa informatico de ajuste de curvas Scrubber 2.0c. Las constantes de equilibrio de disociacién de unién (Kp) y
las semividas disociativas (t¥2) se calcularon a partir de las constantes de velocidad cinética como:

Kb (M) = kilka y t (min) = In(2)/(60*ka)

Los parametros cinéticos de unién para la unién de hiL-33 y MfIL-33-6His a diferentes anticuerpos monoclonales anti-
IL-33 a 25 °C y 37 °C se muestran en las Tablas 2 a 5. A 25 °C, hIL-33 unido a los anticuerpos anti-IL-33 con valores
de Kb que varian de 78 pM a 757 pM, como se muestra en la Tabla 2. A 37 °C, hIL-33 unido a los anticuerpos anti-IL-
33 con valores de Kp que varian de 411 pM a 2,03 nM, como se muestra en la Tabla 3. Tanto a 25 °C como a 37 °C,
un anticuerpo anti-IL-33 demostré una unién débil y, por lo tanto, sus pardmetros cinéticos de unién no pudieron
ajustarse usando un modelo de unién 1:1. A 25 °C, MfIL-33-6 se une a los anticuerpos anti-IL-33 con valores de Kp
que varian de 333 pM a 38 nM, como se muestra en la Tabla 4. A 37 °C, MfIL-33-6His unido a los anticuerpos anti-IL-
33 con valores de Kp que varian de 1 pM a 48,6 nM, como se muestra en la Tabla 55.
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Tabla 2: Parametros cinéticos de unién de anticuerpos monoclonales anti-IL-33 que se unen a IL-33 humana a

25°C.

Cinética de unién de IL-33 humana en tampén
de ejecucién ABS-ET

Seguimiento en linea en tampén ABS-

Ac';gtcl:‘r;pg Ka(1Ms) | ka(Us) | Ko(M) | t%(min) | ka (1/s) (r::ﬁ] ) P’°'°°7r;i/‘;'|‘_|%‘?0t;/’ (pH
HaHo675P | 1,02x 10° | 2,58 x 10 | 2,54x 100 | 45 LU 10 4,3
HaHoEE2P | 811x 105 | 2,50 x 10 | 3,08x 100 | 46 S2X | 14 3,3
H4HOB40P | 912x 105 | 2,37 x 10 | 2,60x 1070 | 49 v T 2,8
HaHOE20P | 7,77 x 105 | 226 x 10 [ 2,00x 100 | 51 hEX o 5,7
HaHoB50P | 526x 105 | 1,72x 10 |327x 1010 | 67 O 7 3,9
HAHOBEOP | 6,96 x 105 | 2,24 x 10 [ 322x 1010 | 52 TSX ] 16 3,2
HaHoE67P | 6,37 x 105 | 2,52x 10 [ 3,95x 100 | 46 SOOX | 20 2,2
H4HO670P | 7,86 % 105 | 2,89 x 10 | 3,68 x 100 | 40 B2X | 14 2,9
HAHOE63P | 1,36x 10° | 4,14 x 10 [3,05x 1070 | 28 PR IET 2,7
H4HoEE6P | 5,08x 105 | 2,80 x 10 [ 5,51x 1010 | 41 TR o 4,8
H4Ho676P | 1,03x 10° | 3.45x 10 |3,34x 1010 | 33 TEX 10 3,5
H4HO633P | 6,56 % 105 | 2,83 x 10 [ 4,32x 1070 | 41 S0 1 2,9
HaHO671P | 7,71x 105 | 3,49x 10 | 453x 100 | 33 Pl 4,6
HaHoE72P | 6,68x 105 | 3,52x 10 | 527 x 1010 | 33 LA 4,0
HAHOBE5P | 8,88x 105 | 4,74x 10 |533x 1070 | 24 22Xl s 4,5
H4HoE64P | 330x 105 | 2,57 x 10 | 7.57x 100 | 45 85X | 14 3,2
HIMO568N | 7,02x 105 | 1,30 x 104 | 1.84x 100 | 89 L8X | es 14
HiMoseeN | 1,27 x 105 | 1OQXTO | 78R XTOT ) qqggm | TIOX T 405 110
HIMO55ON | 4,04x 105 | 2.74x 104 | 678 x 1070 | 42 X e2 0,7
H1M9565N CcF CcF CcF CcF cF | cr CcF

CI*: no concluyente, ya que se observd una union muy débil en las condiciones experimentales y los datos de
unién en tiempo real no pudieron ajustarse de manera fiable en el modelo de unién 1:1.
** En condiciones experimentales, no se observé disociacién de IL33 del anticuerpo monoclonal capturado, por lo
tanto, el valor de kg se fij6 en 1,00 x 105, y los valores derivados de t'4 y Kp representan los limites inferior y
superior, respectivamente.

Tabla 3: Parametros cinéticos de unidén de anticuerpos monoclonales anti-IL-33 que se unen a IL-33 humana a

37 °C.
Cinética de unién de IL-33 humana en tampén | Seguimiento en linea en tampén ABS-
de ejecucién ABS-ET ETapH®6
Anticuerpo 1 - tY2 Proporcién de t': (pH
capturado ka (1/Ms) ka (1/s) Kb (M) t¥z (min) | ka (1/s) (min) 7,4/pH 6,0)
H4H9675P 212x10° [ 8,72x104|4,11x 1070 13 4’1%1)( 2 5,3
HaHOB62P | 140x10° |620x10% |443x 10| 19 | 389X | 3 6,2
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(continuacién)

Cinética de unién de IL-33 humana en tampén | Seguimiento en linea en tampén ABS-
de ejecucion ABS-ET ETapH®6

Anticuerpo 1 . t' Proporcién de t': (pH
caturane | Ka(Ms) | ka(Us) | Ko(W) | ta(min) | ke(tis)| e o 6.0
HAHOB40P | 1,15x10° |573x 10 [498x 10| 20 | 289X | 4 46
HAHOB20P | 127x10° |6,46x10% |508x 10| 18 | ®82X | 9,0
HAHOB50P | 7,07x10° |4,03x10% |570x 10| 20 | 28X | 4 7.4
H4HOBE0P | 8,03x10° |4,79x10% |596x 107 | 24 | 333X | 4 6,8
HAHOBETP | 976x10° |6,03x10% |6,18x 10| 19 | 24X | 5 4,0
HAHOB70P | 1,16x10° |7,83x10% [676x 10| 15 | 383X | 3 4,9

6 -3 -10 4,62 x
H4HOEB3P | 1,83x10° | 1,24 x 10° | 6,77 x 10 9 oA 3 3,7
HaHoessP | 1,13x10° |7,70x10% [681x 10| 15 | &89X | o 8,8
H4HO676P | 1,38x 108 | 1.28x 10 [922x 1070 | 9 VL 4,1
HAHOB33P | 7,40x10° |6,89x 10% [931x 10| 17 | 280X | 5 3,5
HAHOB7IP | 121x10° [1,14x10° [938x 10| 10 | %X | 5,1
HAHOB72P | 1,00x10° [1,15%10° | 105x10° | 10 | O41X | o 47

6 -3 -9 9,65 X
H4HOBB5P | 1,21x10° | 1,44 x 102 | 1,19 x 10 8 o 1 6,7

5 -4 -9 2,79 X
H4HOBB4P | 519x 105 | 7,21 x 10 | 1,39 x 10 16 s 4 3,9
HIM9568N | 6,72x 105 | 961 x 104 | 1.43x10° | 12 L 10 11
H1MO566N | 1,66x 105 |2,83x 10 | 1,70x10° | 41 SOTX | 12 3,4
HIMOSSON | 473x10° | 962x 10| 203x10° | 12 | %92X | 12 1,0
H1M9565N cr cr cr cr cr | cr cr

CI*: no concluyente, ya que se observé una unién muy débil en las condiciones experimentales y los datos de
unién en tiempo real no pudieron ajustarse de manera fiable en el modelo de unién 1:1.

Tabla 4: Parametros cinéticos de unién de anticuerpos monoclonales anti-IL-33 que se unen a MfIL-33-6His a 25 °C.

Cinética de unién de MfIL-33-6His en tampdén | Seguimiento en linea en tampdn ABS-ET
de ejecucién ABS-ET apH6

Anticuerpo 1 - 1 - Proporcién de t':
capturado ka(UMs) | ka(1ls) | Ka(M) | t%(min) | ka(1s) |t (min) | © RGP R S
H4H9675P 5,06 x 105 1'1209_’3" 2'1%5_’9" 9 1,56 x 10°3 7 1,2
H4H9662P 3,53 x 10° 4'1%2_4" 1'1205_’9" 26 [1,17x104| 99 03
H4H9640P a50x 100 | TOTX | 300X 8 |501x104| 23 0,4
H4H9629P 5,62 x 10° 1'1%5_’2" 2'1%9_’8" 09 [358x102| 03 2,7
H4H9B59P 3,25 x 10° 4'1%(?\4" 1'1%(_’9" 24 [123x104| 94 03
H4H9B60P a26x100 | TAOX | 249X 8 |108x103| 11 0,7
H4H9667P 3,43 x 10° 9'19014" 2'1%9_’9" 12 |696x104| 17 0,7
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Cinética de unién de MfIL-33-6His en tampdén | Seguimiento en linea en tampén ABS-ET
de ejecucion ABS-ET apH®6

Anticuerpo 1 - 1 - Proporcién de t':
capturado ka(IMs) | ka(1ls) | Ka(M) | t% (min) | ka(1/s) |t (min) | " OROTO0TL S
H4H9670P 4,40 x 10° 2'110(_’3" 4'17079" 6 393x104| 29 02
H4H9663P 8,69 x 10° 9'1205_’4" 1'1%(?\9" 12 |683x104| 17 07
H4HO666P 222x10° | 32X | VX33 oox100| 14 2,3
H4HO676P 8,52 x 10° 4'1102_3" 4'1%‘_‘9" 28 |145x103 8 04
H4H9633P 2,62 x 10° 9'1%73" 3'1%(_’8" 12 |2,87x10° 4 03
H4H671P 587x10 | 120X | 290X 8 |161x103| 7 11
H4H9672P 4,37 x 10° 3'1%(_’3" 8'1202_9" 32 |267x103 4 07
H4H9665P 5,57 x 10° 5'1%(?\4" 1'1%2_9" 20 |753x104| 15 1,3
H4H9664P 140x 105 | TOOX | 118X 7 |a80x104| 24 0,3
H1M9568N 2,44 x 10° 2'1%1_4" 1'1%79" 44 |3,02x104| 38 1,2
H1M9566N 2,93 x 10° 9'1705_’5" 31'3?10" 119 [1,26x104| 91 1,3
H1M9550N 321x10s | 125X | 380X 9 |15x103| 8 12
H1M9565N a06x10¢ | 120X | LITX 460 [1,43x104| 81 2,0

Tabla 5: Parametros cinéticos de unién de anticuerpos monoclonales anti-IL-33 que se unen a MfIL-33-6His a 37 °C.

Cinética de unidén de MfIL-33-6His en tampdn Seguimiento en linea en tampén ABS-
de ejecucién ABS-ET ETapH®6
Anticuerpo 1 - tY2 Proporcién de t' (pH
caoturane. | Ke(UMs) | ka(tis) | Ko(M) | tra(min) |ke(tis)| ok 6.0)
HaHOE7SP | 1,02x10° | 491x10° | 481x10°| 24 | "X | 16 1,5
HaHoB62P | 7.07x 105 | 158 x10% | 224x10°| 7 Lesx | 7 11
HAHOB40P | 8,10x10° | 436x10° | 538x 109 | 26 | 22X | 5 0,5
H4H9629P | 1,07 x 10° | 3.47 x 102 | 3.24x 10| _ 03 | e T
H4HOB59P | 598x 105 | 1,86x10° | 311x10°| 6 Lo 0,5
HAHOB60P | 6,80x 105 | 444x10° | 653x10°| 26 | *09X | 25 10
5 -3 9 2,68 X

H4HOB67P | 6,81x 105 | 3,17 x10° | 4,66 % 10 4 PR 0,8
HAHOETOP | 735x10° | 503x10° |684x10°| 23 | "X | 7 0,3
HAHOB63P | 1,62x10° | 361x10° | 222x10°| 32 | 324X 33 10
H4H9666P | 4,32 x 105 | 1.41x 102 | 327 x 105 | __ 08 ™ | Fr T
H4H9676P | 1.87 x 105 | 1,44 x 102 | 7.70x 109 | __ 0.8 ™ | FT T
H4H9633P | 4.68 x 105 | 2.27 x 102 | 4.86x 10| _ 05 ™ | FT T
HAHO671P | 1,20x10° | 6,07x10° | 508x10°| 19 | 500X | 14 13
H4H9672P | 9.46x 10° | 1.30 x 102 | 1,37 x 10° | _ 0.0 ™ | Fr T
H4HOE65P | 1,10x10° | 210x10° | 1,91x10°| 5 SO 20 1,9
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Cinética de unién de MfIL-33-6His en tampdn Seguimiento en linea en tampén ABS-
de ejecucion ABS-ET ETapH®6
Anticuerpo 1 . t' Proporcién de t': (pH
capturado ka (1/Ms) ka (1/s) Ko (M) t¥%2 (min) | ka (1/s) (min) 7.4/pH 6.0)
H4H9664P 361x10% | 584x10°% | 1,62x 108 2,0 1’1%1)( 6 0,3
5 3 9 2,24 x
H1M9568N 3,89x 10 1,73x10° | 4,46x 10 7 103 5 1,3
HIMOS6EN | 399x10° | 4,00x 104 [ 1,00x10°| 20 | Hi%X | 10 2,9
H1M9559N 493x10°% | 3,47 x10% | 7,04 x10° 3,3 3’1%73)( 4 0,9
H1M9565N 7,82x10% | 2,02x 104 | 2,569 x 10° 57 2’1205_34)( 51 1,1
*FT: tY% rapida como lo fue la de MfIL-33-6His unido al anticuerpo monoclonal anti-IL-33 capturado

Ejemplo 4. Los anticuerpos anti-IL-33 bloquean la unién de IL-33 al receptor ST2 humano

Se midi6 la capacidad de los anticuerpos anti-IL-33 para bloquear bien la unién de IL-33 humana (Hil-33) o de IL-33
de macaco cangrejero con el receptor de ST2 usando un ELISA de tipo sdndwich de competiciéon. Se recubrié una
parte del dominio ecto de la proteina ST2 humana que se expresé con un marcador de Fc de IgG1 humana C-terminal
(hST2-hFc; SEQ ID NO: 306), a una concentracion de 1 mg/ml en tampdn PBS en una placa de microtitulacién de
96 pocillos durante la noche a 4 °C. Los sitios de unién inespecificos se bloquearon posteriormente usando una
solucién de BSA (Bovine Serum Albumin, albimina de suero bovino) al 0,5 % (p/v) en PBS. Concentraciones
constantes bien de la proteina hIL-33 biotinilada 30 pM (sistemas de | + D, Cat n.° 3625-IL/CF) (hIL-33 biotinilada) o
de IL-33 de macaco cangrejero 150 pM expresada con marcador de hexahistidina (MfIL-33-6His; SEQ ID NO: 305) se
afiadieron por separado a las diluciones en serie de anticuerpos, de modo que las concentraciones finales de
anticuerpos variaron entre 0 y 100 nM. Se incubaron las mezclas de anticuerpo/IL-33 durante 1 hora a temperatura
ambiente antes de transferirse a las placas de microtitulacion recubiertas con hST2-hFc. Tras incubar durante 1 hora
atemperatura ambiente, se lavaron después los pocillos y se detectd hlL-33 biotinilada unida a placa con estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Thermo Scientific, Cat n.° N200), y se detecté MfIL-33-6 unido a
la placa con un anticuerpo monoclonal anti-His conjugado con HRP (Qiagen, n.® 34460). Todas las muestras se
desarrollaron con una solucién de TMB (BD biosciences, n.° 51-2607KC) para producir una reaccidn colorimétrica y
luego se inactivaron mediante acidificacién con acido sulfurico 1 M antes de medir la absorbancia a 450 nm en un
lector de placas Victor X5. El anélisis de datos se realizé usando un modelo de dosis-respuesta sigmoidal dentro del
programa informatico Prism™. El valor de Clso calculado, definido como la concentracion de anticuerpo necesaria para
reducir en un 50 % con respecto a la sefial maxima la unién de hIL-33 biotinilada o MflL-33-6 a hST2-hFc que recubre
la placa, se us6 como indicador de la potencia de bloqueo. El porcentaje de bloqueo se calculd como la proporcion de
la reduccién en la sefial observada en presencia de anticuerpos con respecto a la diferencia entre la sefial con IL-33
solo y el fondo (sefial del anticuerpo secundario conjugado con HRP o de estreptavidina sola). La absorbancia medida
para la concentracién constante de hIL-33 biotinilada o MflL-33-6His solo se define como el 0 % del bloqueo y la
absorbancia medida para la no adicion de IL-33 se define como el 100 % del bloqueo. Los valores de absorbancia de
los pocillos que contenian la concentracién més alta para cada anticuerpo se usaron para determinar el porcentaje de
bloqueo méximo.

Tabla 6: Blogueo por ELISA de la unién de hlL-33 biotinilada o MfIL-33-6His a hST2-hFc¢ por anticuerpos anti-IL-33

D de Blo_q_ueo de hlL-33 % de bloqu_eo_ méximo Blpqueo de Mf-IL-33- % de bloqueo
anticuerpo biotinilada 30 pM en | de hIL-33 biotinilada en | 6His 150 pM en hST2- méx_lmo de Mf-IL-33-
hST2-hFc, Clso (M) hST2-hFc hFc, Clso (M) 6His en hS§T2-hFc

H1M9559N* 1,4 x 1010 88 1,0x10°8 53
H1M9566N* 3,2x1071 69 2,2x 1010 41
H1M9565N* 22x10°8 68 1,2x 108 86
H1M9568N* 1,9 x 1010 55 8,4x101° 38
H4H9629P 4,5x107° 80 N/A NBI
H4H9633P 4,4x101° 66 N/A NBI
H4H9640P 3,56x1071 78 3,56x10° 73
H4H9659P 4,0x107° 78 6,0 x 10-1° 92
H4H9660P 3,1x10710 57 42x10° 68
H4H9662P 1,0x 10° 77 8,6x101° 87
H4H9663P 50x 1071 74 12x10° 81
H4H9664P 3,0x 1071 73 3,8x10° 67
H4H9665P 8,7 x1010 55 4,2x107° 81
H4H9666P 6,0 x 101° 71 1,3x 108 40
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ID de Blo_q_ueo de hlL-33 % de bloqu_eo_ méximo Blpqueo de Mf-IL-33- % de bloqueo
anticuerpo biotinilada 30 pM en | de hIL-33 biotinilada en | 6His 150 pM en hST2- méx_lmo de Mf-IL-33-
hST2-hFc, Clso (M) hST2-hFc hFc, Clso (M) 6His en hST2-hFc

H4H9667P 4,1x107° 78 4,1x10° 72
H4H9670P 4,8x107° 69 3,5x10° 69
H4H9671P 46x107° 46 5,8x 1010 62
H4H9672P 4,4x107° 63 55x10° 48
H4H9675P 4,4x107° 58 1,6x10° 72
H4H9676P 4,6x107° 54 32x10° 57

N/A = no aplicable

NBI = no bloqueador

* = Experimento realizado en un dia separado

Los experimentos de unién para 20 anticuerpos se realizaron en dos dias separados, como se indica en la Tabla 6.
Los 20 anticuerpos anti-IL-33 bloquearon la unién de hlL-33 biotinilada a hST2-hFc¢ con valores de Clso que varian de
140 pM a 22 nM y un porcentaje de bloqueo maximo que varia del 46 % al 88 %. Dieciocho de los 20 anticuerpos anti-
IL-33 bloquearon la unién de MfIL-33-6His a hST2-hFc con valores de Clsp que varian de 220 pM a 13 nM vy el
porcentaje de bloqueo maximo varia del 38 % al 92 %, como se muestra en la Tabla 6. Dos de los anticuerpos
probados, H4H9629P y H4H9633P, no demostraron un bloqueo medible de la unién de MfIL-33-6His a hST2-hFc.

Ejemplo 5. Inhibicidn de la unién de IL-33 al anticuerpo monoclonal anti-IL-33 por ST2 como se muestra por el
Analisis Biacore

Se probé la capacidad de los anticuerpos anti-IL-33 para unirse a un complejo previamente formado de [L-33 con ST2
usando el instrumento Biacore T-200 dotado de un biosensor de resonancia de plasmén superficial en tiempo real. El
experimento se realizé a 25 °C con un tampén compuesto de HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA3mM y
Tensioactivo Tween-20 al 0,05 % v/v (HBS-ET). Primero se derivatizd la superficie del sensor Biacore mediante el
acoplamiento de amina de un anticuerpo monoclonal especifico del marcador anti-myc (Clon n.° 9E10), y en este
sensor derivado se capturaron aproximadamente 160 unidades de respuesta (UR) de proteina ST2 humana expresada
con un marcador de myc-myc-hexahistidina C-terminal (hST2-MMH; SEQ ID NO: 323). Se saturé la superficie de
hST2-MMH capturada inyectando 100 nM de IL-33 humana (hIL-33; R&D Systems, n.° 3625-IL-010/CF) durante
3 minutos seguido de una inyeccién de 3 minutos de una solucién 100 nM del anticuerpo monoclonal anti-IL-33. La
respuesta de unién en tiempo real se controlé en el transcurso del experimento, y se registré la respuesta de unién
observada a los 3 minutos después de la inyeccién del anticuerpo anti-IL-33 al complejo previamente formado de hlL-
33, y se registrd el hST2-MMH capturado, y se tabulé y se mostr6 en la Tabla 7. No se observd unién no especifica
del anticuerpo monoclonal anti-IL-33 a la superficie de captura del marcador anti-myc. Como se muestra en la Tabla
7, 17 de los anticuerpos probados no mostraron una unién medible a hIL-33 tras complejarse previamente con hST2-
MMH, mientras que tres anticuerpos (H1M9565N, H1M9566N y H1M9568N) se unieron a hIL-33 tras complejarse
previamente con hST2-MMH.

Tabla 7: Unién de anticuerpos anti-IL-33 a un complejo previamente formado de hIL-33 y hST2-MMH

Anticuerpo Respuesta de unién a anticuerpos (UR)
H4H9629P -1
H4H9633P -1
H4H9640P -1
H4H9659P -1
H4H9660P -1
H4H9662P 0
H4H9663P -1
H4H9664P -1
H4H9665P 0
H4H9666P -1
H4H9667P -1
H4H9670P -1
H4H9671P -1
H4H9672P -1
H4H9675P -1
H4H9676P -1
H1M9559N -4
H1M9565N 11
H1M9566N 13
H1M9568N 131
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Ejemplo 6. Inhibicion de la sefializacion del receptor mediada por IL-33 por anticuerpos anti-IL-33

La interleucina-33 (IL-33) es un ligando para ST2, un miembro de la superfamilia de receptores de tipo Toll/interleucina-
1 que se asocia con una proteina auxiliar, IL-1 RAcP (para revision, véase Kakkar y Lee, 2008). Tras la activacion de
ST2/IL-1 RAcP por IL-33, se activa una cascada de sefializacién a través de moléculas en direccién 3, tales como
MyD88 (factor 88 de diferenciacién mieloide) y TRAF6 (factor 6 asociado al receptor de TNF), lo que conduce a la
activacién de NFkB (factor nuclear kB), entre otros. Para desarrollar un sistema de bioensayo biolégicamente relevante
para probar anticuerpos anti-IL-33, se transfectaron células de rifién embrionario humano (HEK293) de manera estable
para expresar ST2 humano (aminoacidos 1-556 del nimero de acceso NP_057316) junto con un indicador de
luciferasa [elemento de respuesta NFkB (5x)-luciferasa-IRES-GFP] (estirpe celular de HEK293/hST2/NFkB-
luciferasa). La estirpe celular HEK293 expresa la IL-1 RAcP de forma endégena, y la activacién de NFKB por IL-33 en
células HEK293 se ha demostrado previamente (Schmitz et al., Immunity 23. 479-490 (2005)). La estirpe celular
estable se aislé y se mantuvo en FBS al 10 %, DMEM, NEAA, penicilina/estreptomicina y G418.

Para el bioensayo, se sembraron células HEK293/hST2/NFkB-luciferasa en placas de ensayo de 96 pocillos a
10.000 células por pocillo en medio con bajo contenido de suero que contenia FBS al 0,1 % p/v y OPTIMEM
(Invitrogen, n.° 31985-070) y luego se incubaron a 37 °C en CO2 al 5 % durante la noche. Al dia siguiente, para
determinar la respuesta a la dosis de IL-33, se diluyeron en serie a 1:3 IL-33 humana (hIL-33; R&D Systems, n.° 3625-
IL) o IL-33 de macaco cangrejero expresada con un marcador de hexahistidina C-terminal (MflL-33-6His; SEQ ID NO:
305) y se afladieron a las células a partir de 10 nM y con un intervalo de hasta 0,0002 nM, mas una muestra de control
que no contenia IL-33. Para medir la inhibicién, los anticuerpos se diluyeron en serie y se afiadieron a las células,
seguido de la adicién de concentraciones constantes de IL-33 (hIL-33 10 pM para el ensayo humano y MfIL-33-6His
5 pM para el ensayo de mono). Se realizaron diluciones en serie de anticuerpos triples antes de la adicidén a las células,
comenzando desde 100 pM y variando hasta 0,002 nM o comenzando desde 10 nM y variando hasta 0,0002 nM.
Ademés de la serie de dilucién de anticuerpos, también se incluyd un pocillo que contenia la concentracién constante
de IL-33 pero sin ningun anticuerpo. Tras 5,5 horas de incubacién a 37 °C en CO2 al 5 %, se detect6 la actividad de
luciferasa usando un lector de placas Victor X (Perkin Elmer), y los resultados se analizaron mediante regresién no
lineal (logistica de 4 parametros) con Prism 5. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Inhibicién de la activacién de IL-33 humana y de IL-33 de mono de células HEK293/hST2/NFkB-luciferasa
por anticuerpos anti-1L33

Especie Ser humano Mono

CEso [M] 2,2 x 1012 355 | %X 8.2 x 102 35
co:_s-f:nte hiL-33 10 pM MfiL-33-6His 5 pM

AbPID | Cleo [M] Notas Cleo [M] | Cleo [M] | [\2" Notas Clso []
H1MO559N 21'8_;< .” | 41,8_5 B |
HiMoseeN | X 'nhlbICIC;nG%aor/i:)lal (Max 18x Inh|b|C|c;n6qaor/i:)|al (Max
H1M9565N 21'8_;< 11,(7)_5
H1M9568N %530‘ '”hibiCiC';”“%aor/f)ia' (Méx 31(5);< Inhibicic’;n;;aor/i:)ial (Méax
H4H9629P 1’0\2)1( 51(5)5
H4H9633P %02_35 11'8-;(
H4H9640P %Lf 11,3_5
H4HOB659P ‘1‘,07_ X 3;8;(
H4HY660P X 1ox
H4H9662P %&f 11, (5)_9
H4HO663P 1,03{35 21(7)5
HAHY664P X 20X
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(continuacién)

Especie Ser humano Mono

CEso [M] 2,2x 10 ::’051)25 ﬁ’:ﬁf 8,2 x 1013 ::’051),‘5
co:_s-f:nte hiL-33 10 pM MfIL-33-6His 5 pM

ABPID | Clso [M] Notas Clso [M] | Clso [M] ([3,\';]" Notas Clso [M]
HAHY665P X oo
HAHO666P Sox 8
H4Ho667P 5:01_35 11,(2);
H4HY670P i e
H4HO671P %5-1)1( 41,3_5
HAHO672P X 20x
H4HO675P Za’{é 41,(1)_5
H4HOB676P %5_35 81,3_5

Dieciocho de los 20 anticuerpos anti-IL33 bloquearon la estimulacién de IL-33 humana de las células
HEK293/hST2/NFkB-luciferasa con valores de Clso que variaban de 7,5 pM a 29 nM, como se muestra en la Tabla 8.
Dos de los anticuerpos probados, HIM9566N y H1M9568N, inhibieron parcialmente la hIL-33 con una inhibicién
maxima del 48 % y 66 %, con valores de Clso de 950 nM y 250 pM, respectivamente. Dieciocho de los 20 anticuerpos
anti-IL33 bloquearon la estimulacién de MfIL-33-6His de las células HEK293/hST2/NFkB-luciferasa con valores de Clso
que varian de 660 pM a 130 nM como se muestra en la Tabla 8. Dos de los anticuerpos probados, H1M9566N y
H1M9568N, inhibié parcialmente MfIL-33-6His con una inhibicidén méaxima del 61 % y 34 %, con valores Clso de 1,5 nM
y 3,5 nM, respectivamente.

Ejemplo 7. Inhibicién de la desgranulacién inducida por IL-33 de basdfilos humanos por anticuerpos anti-IL-
33

Para evaluar ain mas las caracteristicas in vitro de los anticuerpos anti-IL-33 seleccionados, se midié su capacidad
para bloquear la desgranulacién de basoéfilos inducida por IL-33. Se purificaron células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de sangre completa recién extraida de dos donantes humanos diferentes mediante centrifugacion
en gradiente de densidad. La sangre completa de K2 EDTA se diluyé a 1:1 en RPM11640, se distribuy6
cuidadosamente en capas sobre Ficoll-Paque (GE Healthcare, n.° 17-1440-03) y se centrifugd para separar las PBMC.
Se aspird la capa de interfase que contenia la PBMC, se transfirié a un tubo nuevo y se lavé dos veces con tampén
MACS que estaba compuesto de una dilucién a 1:20 de la solucién de BSA de MACS (Militenyi Biotec, n.® 130-091-
376) en solucién de enjuague MACS (Militenyi Biotec, n.® 130-091- 222). Se sembraron las PBMC purificadas en una
placa de 96 pocillos con fondo en V a una concentracién final de ~3,0 x 108 células/ml en 100 ml de tampén MACS.
Para preparar los baséfilos contenidos en la poblacién de PBMC, se afiadié 1 ng de IL-3 (Sigma, n.° H7166-10UG) en
50 ml de solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco sin Ca™ o Mg** (DPBS) a la suspensién celular, y luego
se incubd a 37 °C durante 10 minutos.

Se realizaron diluciones en serie (1:3) de dos anticuerpos anti-IL-33 ilustrativos diferentes (H4H9675P y HAH9659P)
0 un anticuerpo de control de isotipo, que variaron de 10 nM a 4,6 pM, més un control sin anticuerpo. Las soluciones
se mezclaron con una concentracién fija de 100 pM (concentracidn final) de IL-33 humana (R&D Systems, n.° 3625-
IL/CF) o ningun control negativo de IL-33 antes de la adicién a la PBMC. Todas las condiciones se probaron por
duplicado.

Tras la adicién de la IL-33 humana y los anticuerpos a las células, Las células se incubaron a 37 °C durante 20 minutos
para facilitar la desgranulacién de los basoéfilos. Luego se detuvo la desgranulacion enfriando las placas de ensayo en
hielo humedo durante 5 minutos. Para permitir el analisis de la poblacion de baséfilos usada para medir la
desgranulacién, se afiadieron 20 ml de cada uno (segun las instrucciones del fabricante) de anti-HLA-DR-FITC
(Beckman Coulter, n.° IM0463U), anti-CD123-APC (BD, n.° 560087) y anti-CD203c-PE (Beckman Coulter, n.° IM3575
) a cada muestra, y las muestras se mantuvieron a 4 °C durante 20 minutos a oscuras. Las células se centrifugaron,
se lavaron con DPBS y luego se volvieron a suspender en formaldehido al 2 % (tampén de fijacién) a 4 °C. Al dia
siguiente, Las células fijadas se analizaron en un BD FACSCanto |l para determinar los niveles de desgranulacién de
los basdfilos. Los resultados se resumen en las Tablas 9y 10.
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Tabla 9: Porcentaje de desgranulacién de los baséfilos humanos inducida por la exposicién a IL-33 humana

ES 2983 609 T3

Donante IL-33 100 pM No IL-33
Media DT Media DT
655687 68,800 2,263 10,295 0,856
655688 61,600 0,849 9,915 0,969
Tabla 10: Anticuerpo anti-IL-33 que bloquea la desgranulacién inducida por IL-33 humana de baséfilos
humanos
Donante 655687 Donante 655688

Anticuerpo Clso (M) Clso (M)

H4H9675P 1,329 x 10-1° 9,712 x10™M

H4H9659P 5,786 x 10-10 4,465 x 1010

Control de Isotipo no blogueante no bloqueante

Como se muestra en la Tabla 9, a 100 pM, la IL-33 humana indujo la desgranulacién de basoéfilos en dos donantes
diferentes con un porcentaje medio de desgranulacién del 68,8 % para el donante 655687 y del 61,6 % para el donante
655688.

Como se muestra en la Tabla 10, un anticuerpo anti-IL33, H4H9675P, bloqueé la desgranulacién de basdfilos inducida
por la exposicién a IL-33 humana 100 pM con un valor de Clso de 132,9 pM para el donante 655687, y un valor de Clso
de 97,12 pM para el donante 655688. Otro anticuerpo anti-IL33, H4H9659P, bloqued la desgranulacién de baséfilos
inducida por la exposicién a IL-33 humana 100 pM con un valor de Clso de 578,6 pM para el donante 655687, y un
valor de Clso de 446,5 pM para el donante 655688. En cambio, el control de isotipo no bloqueé la desgranulacion de
los baséfilos de ninguno de los donantes probados.

Ejemplo 8. Inhibicién de IFN-gamma inducida por IL-33 de PBMC humanas por anticuerpos anti-IL-33

Para caracterizar ain més los anticuerpos anti-IL-33, se utiliz6 un ensayo basado en células primarias usando células
mononucleares de sangre periférica (PBMC). El ensayo usado en este ejemplo se basd en los resultados publicados
por Smithgall et al. en International Immunology, 2008, vol. 20 (8) pag. 1019-1030. Para este ensayo, se purificaron
las PBMC de sangre completa recién extraida de tres donantes diferentes mediante centrifugacién en gradiente de
densidad. En resumen, la sangre completa de K2 EDTA se diluyd dos veces en RPMI 1640, se distribuyd
cuidadosamente en capas sobre Ficoll-Paque (GE Healthcare, n.° 17-1440-03) y se centrifugd durante 20 minutos. Se
aspir la capa de interfase que contenia la PBMC, se transfirié a un tubo nuevo y se lavé dos veces con PBS. Se
sembraron las PBMC aisladas en placas de 96 pocillos de fondo redondo a una concentraciéon final de 5 x
105 células/ml en RPMI 1640 complementado con FBS al 10 %, L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/m|
de estreptomicina. Las células se incubaron luego con 50 g/ml de IL-12 humana (hIL-12; R&D Systems, n.° 219-IL-
025/CF) y una dilucién en serie de IL-33 humana (hIL-33; R&D Systems, n.° 3625-IL-010/CF) solo de 10 nM a 0,64 pM,
o con 260 pM de hIL-33 en combinacidn con diluciones en serie de anticuerpos de 100 nM a 6,4 pM. El volumen final
fue de 200 ml por pocillo. Cada condicién se probd por triplicado. Cuando los anticuerpos estaban presentes, se
afiadieron a las células tras 30 minutos de incubacién previa con hiL-33.

Las células se incubaron durante la noche a 37 °C en una incubadora humidificada con CO2 al 5 %, y luego se midieron
los niveles de IFNy en el sobrenadante del cultivo mediante ELISA (R&D Systems, n.° DY285). Para el ELISA, se
recubrieron las placas de fondo plano de 96 pocillos con el anticuerpo de captura, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Después de lavar y bloquear, se afiadieron 100 ml de sobrenadante de cultivo sin diluir a las placas y
se incubaron durante 2 horas. Los lavados y la deteccidn posteriores se realizaron siguiendo las instrucciones del
fabricante.

La IL-33 humana, en presencia de hIL-12, indujo la liberacién de IFNy a partir de PBMC totales humanas de los tres
donantes diferentes probados, con valores de CEso de entre 274 pM a 39 pM como se muestra en la Tabla 11. Se
probaron once anticuerpos anti-IL-33 usando PBMC de los donantes n.® 603486 y n.° 603487, mientras que se
probaron 3 anticuerpos anti-IL-33 con PBMC del donante n.° 603491. Los 11 anticuerpos anti-IL-33 probados en los
donantes n.° 603486 y n.° 603487 bloquearon la liberaciéon de IFNy de las PBMC humanas inducidas por la IL-33
260 pM, con valores de Clso que varian de 175 pM a 22 nM, como se muestra en la Tabla 12. Ninguno de los tres
anticuerpos |IL-33 probados en el donante n.° 603491 bloqued la liberaciéon de IFNy de las PBMC humanas inducida
por hIL-33 260 pM y, en cambio, causé un aumento de la liberacién de IFNy con valores de CEso de entre 56,1 pM y
189 nM.

Tabla 11: hiL-33 indujo la liberacion de IFNy a partir de PBMC humanas de tres donantes.

[IL-33]

Donante 603486

Donante 603487

Donante 603491

CEso (M)

1,101 x 101°

3,878 x 10"

2,739x 1010
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Tabla 12: Anticuerpos anti-IL-33 que bloquean la liberacién de IFN-y inducida por IL-33 de PBMC humanas
del donante n.° 603486 y n.° 603487

Anticuerpo Clso (M) del donante n.° 603486 Clso (M) del donante n.° 603487
H4H9629P 8,154 x 1010 5,205 x 10°
H4H9640P 4,419 x 10°° 1,224 x 108
H4H9659P 1,252 x 10° 2,710x 10°
H4H9660P 6,669 x 1010 2,913x10°
H4H9662P 9,640 x 1010 3,021 x10°
H4H9663P 1,236 x 108 2,203 x 108
H4H9664P 3,984 x 10°° 6,081 x 10°
H4H9665P 1,044 x 108 2,337 x 108
H4H9667P 8,066 x 10° 1,876 x 108
H4H9671P 2,968 x 10°° 8,622 x 10°
H4H9675P 1,754 x 101° 4,715 x 1010

Tabla 13: Anticuerpos anti-IL-33 que bloquean la liberacién de IFN-y inducida por IL-33 de PBMC humanas
del donante n.° 603491.

Anticuerpo Clso (M) del donante n.° 603491
H1M9559N no bloqueante
H1M9566N no bloqueante
H1M9568N no bloqueante

Ejemplo 9. Competitividad cruzada de IL-33 humana usando interferometria de biocapa

Se determiné la competitividad de unién entre un panel de diferentes anticuerpos monoclonales anti-IL-33 usando un
ensayo de interferometria de biocapa, en tiempo real, sin marcador en un biosensor Octet® HTX (ForteBio, una filial
de Pall Life Sciences). El experimento se realizé a 25 °C usando un tampdn de HEPES 0,01 M a pH 7,4, NaCl 0,15 M,
Tensioactivo Tween-20 al 0,05 % vivy 0,1 mg/ml de BSA (tampén cinético HBS-ET) agitando la placa a una velocidad
de 1.000 rpm. Para evaluar si dos anticuerpos pudieron competir entre si para unirse a la IL-33 humana, se usé un
formato de ensayo de mezcla previa donde se mezclaron previamente 100 nM de IL-33 humana (R&D Systems; n.°
3625-IL-010/CF) con 500 nM de diferentes anticuerpos monoclonales anti-IL-33 (posteriormente denominados mAb-
2) durante al menos 2 horas antes de ejecutar el ensayo de competicién de unidén. Biosensores Octet recubiertos con
un anticuerpo policlonal anti-Fc de ratén (Pall ForteBio Corp., n.° 18-5088; denominado en lo sucesivo AMC) o con un
anticuerpo policlonal anti-Fc humano (Pall ForteBio Corp., n.° 18-5060; denominado en lo sucesivo AHC) se
sumergieron primero en pocillos que contenian 20 mg/ml de anticuerpos monoclonales anti-IL-33 individuales durante
3 minutos para capturar anticuerpos monoclonales anti-IL-33 expresados ya sea con Fc¢ de ratén o con Fc humano,
respectivamente (posteriormente denominados mAb-1). Después de la etapa de captura, el anticuerpo policlonal anti-
Fc de ratébn no ocupado y el anticuerpo policlonal anti-Fc humano de los biosensores Octet se saturaron
sumergiéndolos durante 4 minutos en pocillos que contenian 200 mg/ml de un anticuerpo monoclonal no especifico
con un Fc de ratén o con un Fc humano, respectivamente. Finalmente, los biosensores Octet se sumergieron durante
4 minutos en pocillos que contenian las muestras previamente mezcladas de 100 nM de IL-33 humana y 500 nM de
mAb-2. Al final de cada ciclo, se eliminaron los anticuerpos anti-IL-33 capturados de forma no covalente junto con el
complejo previo unido de IL-33 y mAb-2 humanos de los biosensores usando tres inmersiones alternativas de
20 segundos en HCI 10 mM, seguidas de inmersién en el tampén cinético HBS-ET. Los biosensores se lavaron en
tampdn cinético HBS-ET entre cada etapa del experimento. La respuesta de unién en tiempo real se controlé durante
las uniones, y se registrd la respuesta de unién (en unidades de nm) al final de cada etapa. Durante el analisis, la
sefial de enlace de fondo de uno mismo para un mAb-2 dado (donde mAb-1 = mAb-2, es decir, a lo largo de la diagonal
de la matriz) se sustrajo de la sefial observada para todas las uniones de mAb-2 (a través de una columna en la matriz
de competitividad cruzada), y los resultados corregidos en el fondo se muestran en la Figura 1. Se midid la respuesta
de la unién de mAb-1 al complejo previo de IL-33 humana y cada una de las diferentes muestras de mAb-2 para
determinar el comportamiento competitivo/no competitivo de diferentes anticuerpos monoclonales anti-IL-33 entre si.

Como se muestra en la Figura 1, los recuadros de color gris claro con fuente de color negro representan una respuesta
de unién para la autocompetitividad. Los anticuerpos que compiten entre si en ambas direcciones, independientemente
del orden de unién, se representan con recuadros de color negro y fuente de color blanco. Las celdas resaltadas en
gris oscuro con fuente de color negro representan el anticuerpo monoclonal anti-IL-33 que se une débilmente a la IL-
33 humana, dando lugar a una competitividad cruzada unidireccional observada. Los controles de isotipo usados en
el experimento estan representados por recuadros de color gris oscuro con fuente de color blanco. Los recuadros de
color blanco con fuente de color negro no representan competitividad entre anticuerpos, lo que sugiere que cada
anticuerpo tiene un epitopo de unién distinto.

Ejemplo 10. Competitividad cruzada de IL-33 de mono usando interferometria de biocapa
Se determiné la competitividad de unién entre un panel de diferentes anticuerpos monoclonales anti-IL-33 usando un

ensayo de interferometria de biocapa, en tiempo real, sin marcador en un biosensor Octet® HTX (ForteBio, una filial
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de Pall Life Sciences). El experimento se realizé a 25 °C usando un tampdn de HEPES 0,01 M a pH 7,4, NaCl 0,15 M,
EDTA 3 mM, Tensioactivo Tween-20 al 0,05 % v/vy 0,1 mg/ml de BSA (tampén cinético HBS-ET) agitando la placa a
una velocidad de 1.000 rpm. Para evaluar si dos anticuerpos pudieron competir entre si para unirse a la IL-33 de mono
recombinante expresada con un marcador de hexahistidina C-terminal (MflL-33-6His; SEQ ID: 305), se capturaron
primero aproximadamente 0,15 nm de unidades de unién de MfIL-33-6His en biosensores Octet recubiertos con
anticuerpo anti-penta-His (Fortebio Inc, n.° 18-5079) sumergiendo los biosensores durante 85 segundos en pocillos
que contenian 2 mg/ml de MfIL-33-6His. Los biosensores capturados con antigeno se saturaron con un primer
anticuerpo monoclonal anti-IL-33 (posteriormente denominado mAb-1) mediante la inmersién en pocillos que
contenian una solucién de 50 mg/ml de mAb-1 durante 5 minutos. Los biosensores se sumergieron luego en pocillos
que contenian una solucién de 50 mg/ml de un segundo anticuerpo monoclonal anti-IL-33 (posteriormente denominado
mADb-2) durante 4 minutos. Los biosensores se lavaron en tampén cinético HBS-ET entre cada etapa del experimento.
La respuesta de unién en tiempo real se controlé durante el experimento, y se registr6 la respuesta de unién méxima
para cada etapa de unién. Se midié la respuesta de unién de mAb-2 a MfIL-33-6His complejado previamente con mAb-
1, y se determiné el comportamiento competitivo/no competitivo de diferentes anticuerpos monoclonales anti-IL-33
entre si.

Como se muestra en la Figura 2, los recuadros de color gris claro con fuente de color negro (a lo largo de una diagonal)
representan la autocompetitividad (donde mAb-1 = mAb-2). Los anticuerpos que compiten en ambas direcciones,
independientemente del orden de unién, se representan con recuadros de color negro y fuente de color blanco. Los
recuadros de color blanco con fuente de color negro no representan competitividad entre anticuerpos, lo que sugiere
que cada anticuerpo tiene un epitopo de unién distinto. Los recuadros de color gris oscuro con fuente de color blanco
representan el control de isotipo usado en el experimento.

EJEMPLO 11. Prueba de mAb en el modelo in vivo; Modelo de inflamacién pulmonar aguda inducida por HDM
para estudiar el papel de IL-33 en la inflamacién pulmonar

Para determinar el efecto de un anticuerpo anti-IL-33, H4H9675P, en un modelo relevante in vivo, se realizé un estudio
de inflamacién pulmonar aguda inducida por HDM en ratones que eran homocigotos para la expresién de IL-33
humana en lugar de IL-33 de ratén (ratones Humin de IL-33).

Se administraron a ratones Humin de IL-33 por via intranasal 50 mg de extracto de acaros del polvo doméstico (HDM;
Greer,

n.° XPB70D3A2.5) diluido en 20 ml de solucién salina tamponada con fosfato x1 (PBS) (n = 17) 0 20 ml de PBS x1 (n
= 3) durante 5 dias a la semana durante 2 semanas. Se inyectaron por via subcutanea a un subconjunto de los ratones
expuestos a HDM 25 mg/kg de un anticuerpo anti-IL-33, H4H9675, (n = 6) o un anticuerpo de control de isotipo (n =
6) comenzando tres dias antes de la primera administracion de HDM, y luego dos veces a la semana hasta el final de
la exposicién a HDM. El dia 15 después del primer HDM intranasal, todos los ratones fueron sacrificados y se
extrajeron los pulmones. La dosificacion experimental y el protocolo de tratamiento para los grupos de ratones se
muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Protocolo experimental de dosificacién y tratamiento para grupos de ratones

Grupo Ratones Exposicién intranasal DuraC|or_1 de la exposicion Anticuerpo
intranasal
Ratones Humin .
1 de IL-33 PBS x1 2 semanas Ninguno
5 Ratones Humin [ 50 mg de HDM en 20 ml 5 semanas Ninguno
de IL-33 de PBS x1 g
Ratones Humin [ 50 mg de HDM en 20 ml L
3 de IL-33 de PBS x1 2 semanas Control de isotipo
4 Ratones Humin | 50 mg de HDM en 20 mi 2 semanas Anticuerpo anti-IL-33
de IL-33 de PBS x1 (H4H9675)

Extraccién de los pulmones para el analisis de citocinas:

Después del desangrado, se extrajeron los I6bulos craneales y medios del pulmén derecho de cada ratén y se
colocaron en tubos que contenian una solucién de reactivo de extraccién de proteina tisular (reactivo T-PER x1; Pierce,
n.° 78510) complementado con céctel inhibidor de la proteasa Halt x1 (Pierce, n.° 78430). Todas las etapas adicionales
se realizaron en hielo. Se ajusté el volumen de reactivo T-PER (que contenia el céctel inhibidor de la proteasa) para
cada muestra para que coincidiera con una proporcién de 1:8 (p/v) de tejido con respecto a T-PER. Las muestras de
pulmén se homogeneizaron manualmente en los tubos, usando morteros desechables (Kimble Chase, n.°® 749625-
0010). Los lisados resultantes se centrifugaron para formar restos de sedimentos. Se transfirieron los sobrenadantes
que contenian los extractos de proteinas solubles a tubos recién preparados y se almacenaron a 4 °C hasta su
posterior analisis.
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El contenido de proteina total de los extractos de proteina pulmonar se midié usando un ensayo de Bradford. Para el
ensayo, se sembraron 10 ml de muestras de extracto diluido en placas de 96 pocillos por duplicado y se mezclaron
con 200 ml de reactivo colorante x1 (Biorad, n.° 500-0006). Se usaron diluciones en serie de albimina de suero bovino
(Sigma, n.° A7979), comenzando a 700 mg/ml en reactivo T-Per x1 como patrén para determinar la concentracion
exacta de proteina de los extractos. Tras una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente, se midié la absorbancia
a 595 nm en un lector de placas Molecular Devices SpectraMax MS. Se realizd un anélisis de datos para determinar
el contenido total de proteinas usando el programa informatico GraphPad Prism™.

Se midieron las concentraciones de citocinas en los extractos de proteinas pulmonares usando un kit de inmunoensayo
multiplex (para ratdn) Proinflammatory Panel 1 (MesoScale Discovery, n.° K15048D-2), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En resumen, se afiadieron 50 ml/pocillo de calibradores y muestras (diluidas en el
Diluyente 41) a placas previamente recubiertas con anticuerpos de captura y se incubaron a temperatura ambiente
mientras se agitaban a 700 rpm durante 2 horas. Las placas se lavaron 3 veces con PBS x1 que contenia Tween-20
al 0,05 % (p/v), seguido de la adicién de 25 ml de solucién de deteccién de anticuerpos diluida en Diluyente 45.
Después de otras 2 horas de incubacidén a temperatura ambiente mientras se agitaba, se lavd la placa 3 veces y se
afiadieron 150 ml de tampdn de lectura x2 a cada pocillo. La electroquimioluminiscencia se leyd inmediatamente en
un instrumento MSD Spector®. El anélisis de datos se realizd usando el programa informatico GraphPad Prism™.

Se normalizé cada concentracién de citocina en extractos de proteina total pulmonar de todos los ratones de cada
grupo con respecto al contenido de proteina total de los extractos medidos mediante el ensayo de Bradford, y se
expresé para cada grupo como pg promedio de citocina por mg de proteinas pulmonares totales (pg/mg de proteina
pulmonar, £ DT) como se muestra en la Tabla 15.

Extraccién de los pulmones para el analisis de citocinas:

El nivel de las citocinas IL-4 e IL-5 liberadas en los pulmones de los ratones Humin de IL-33 que recibieron HDM
durante 2 semanas fue significativamente mayor que en los ratones Humin de IL-33 expuestos a tampén salino. En
cambio, hubo una tendencia hacia niveles reducidos de IL-4 e IL-5 en los pulmones de ratones Humin de IL-33 tratados
con anticuerpo anti-IL-33 en el transcurso de la exposicion a HDM aguda en comparacion con los ratones Humin de
IL-33 que recibieron HDM sin tratamiento o con control de isotipo.

Tabla 15: Concentracién de citocinas en extractos de proteina pulmonar

Grupo experimental

Media [IL-4] en extractos de proteina
pulmonar (pg/mg de proteina
pulmonar) (+ DT)

Media [IL-5] en extractos de proteina
pulmonar (pg/mg de proteina
pulmonar) (x DT)

1. Exposicién a PBS x1 (n = 3)

0,01 (z 0,01)

0,03 (£ 0,01)

2. Exposicién a HDM (n = 5)

1,77 (x1,63)*

4,72 (x4 14)**

3. Exposicién a HDM +
Anticuerpo de control de
isotipo (n = 6)

0,79 (£0,52)*

2,03 (1,05) *

4. Exposicién a HDM +

0,30 (+ 0,18)

0,81 (+ 0,67)

H4H9675P (n = 6)
Nota: Se indica la significacion estadistica determinada mediante ANOVA unidireccional de Kruskal-Wallis con la
prueba post-hoc de comparaciéon multiple de Dunn (* = p < 0,05, **= p < 0,01, en comparacién con el Grupo 1:
Ratones Humin de IL-33, exposicién a solucién salina).

Extraccién de pulmones para analisis de infiltrado de células pulmonares

Después del desangrado, se extrajo el I6bulo caudal del pulmén derecho de cada ratén, se cortd en cubos de
aproximadamente 2 a 3 mm de tamafio, y luego se colocaron en un tubo que contenia una solucién de 20 mg/ml de
desoxirribonucleasa (Roche, n.° 10104159001) y 0,7 U/ml de Liberase TH (Roche, n.° 05401151001) diluidos en
solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) (Gibco, n.° 14025), que se incubd en un bafio de agua a 37 °C durante
20 minutos y se agité con formacién de vértice cada 5 minutos. La reaccién se detuvo mediante la adicién de acido
etilendiaminotetraacético (Gibco, n.° 15575) a una concentracién final de 10 mM. Posteriormente, se disoci6é cada
pulmén con un disociador gentleMACS® (Miltenyi Biotec, n.® 130-095-937), luego se filtr6 a través de un filtro de
70 mmy se centrifugd. Se volvié a suspender el sedimento pulmonar resultante en 1 ml de tampén de lisis de glébulos
rojos x1 (Sigma, n.° R7757) para eliminar los glébulos rojos. Tras la incubacién durante 3 minutos a temperatura
ambiente, se afiadieron 3 ml de DMEM x1 para desactivar el tampén de lisis de glébulos rojos. Las suspensiones
celulares se centrifugaron y los sedimentos celulares resultantes se volvieron a suspender en 5 ml de tampén MACS
(tampén de ejecucién autoMACS; Miltenyi Biotec, n.® 130-091-221). Las muestras resuspendidas se filtraron a través
de un filtro de 70 mm y se colocaron a 1 x 108 células por pocillo en una placa de fondo en V de 96 pocillos. Luego se
centrifugaron las células y se lavaron los sedimentos en PBS x1. Tras una segunda centrifugacién, se volvieron a
suspender los sedimentos celulares en 100 ml de tincién de células muertas Fixable Aqua LIVE/DEAD® (Life
Technologies, n.° L34957) diluida a 1:1000 en PBS x1 para determinar la viabilidad celular y se incubaron durante
20 minutos a temperatura ambiente mientras se protegian de la luz. Después de un lavado en PBS x1, las células se
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incubaron en una solucién de tampdn MACS que contenia 10 mg/ml de bloque de rata anti-Fc CD16/CD32 de ratdn
purificado, (Clon: 2.4G2; BD Biosciences, n.° 553142) durante 10 minutos a 4 °C. Las células se lavaron una vez y
luego se incubaron en la mezcla de anticuerpos apropiada (descrita en la Tabla 16) diluida en tampén MACS durante
30 minutos a 4 °C mientras se protegia de la luz. Después de la incubacidn de anticuerpos, las células se lavaron dos
veces en tampon MACS, se volvieron a suspender en BD cytofix (BD Biosciences, n.° 554655) y luego se incubaron
durante 15 minutos a 4 °C mientras se protegian de la luz. Después, se lavaron las células, se volvieron a suspender
en tampdén MACS, y luego se transfirieron a tubos BD FACS (BD Biosciences, n.° 352235) para el anélisis de
eosindéfilos, célula linfoide innata de tipo 2 (ILC2) y linfocitos mediante citometria de flujo.

Los linfocitos T CD4 activados se definieron como células que estaban vivas, CD45* SSCle, FSCe, CD3*, CD19;,
CD4*, CD8 y CD89". Los linfocitos B activados se definieron como células que estaban vivas, CD45*, SSCLe, FSCle,
CD3, CD19* y CD69*. Los eosindfilos se definieron como eosindfilos vivos, CD45*, GR1-, CD11c, SiglecF". Las
células ILC2 se definieron como células vivas, CD45", Linaje-(Linaje: CD19, CD3, CD11b, CD11c, F4/80), CD127+,
Sca1*, ST2*. Los datos para las células CD4 activadas, expresados como frecuencia de células activadas (CD69")
dentro de la poblacién parental (CD4, + DT), se muestran en la Tabla 17.

Tabla 16: Anticuerpos usados para el analisis de citometria de flujo
Anticuerpo | Fluorocromo Fabricante Numero de catalogo Dilucién final
CD11c APC BD Biosciences | 550261 1/100
CD45 PerCP Cy5.5 eBiosciences 45-0454-82 1/800
F4/80 Pacific Blue eBiosciences 48-4801-82 1/200
Siglec-F PE BD Biosciences | 552126 1/100
Ly6G (Gr-1) | APC-eFluor780 | eBiosciences 47-5931-82 1/200
CD3 PE-Cy7 BD Biosciences | 552774 1/200
CD19 eFluor 450 eBiosciences 48-0193-82 1/200
CD4 APC-H7 BD Biosciences | 560181 1/200
CD8 APC eBiosciences 17-0081-82 1/200
CD69 PE eBiosciences 12-0691-82 1/200
CD3 eFluor450 eBiosciences 48-0031-82 1/200
CD11b eFluor450 eBiosciences 40-0112-82 1/100
CD11c eFluor450 eBiosciences 48-0114-82 1/100
CcD127 APC-eFluor780 | eBiosciences 47-1271-82 1/200
Sca-1 FITC BD Biosciences | 557405 1/200
ST2 APC Biolegend 145306 1/200

Analisis de infiltrado de células pulmonares:

Como se muestra en la Tabla 17, la frecuencia de los linfocitos T CD4* activados, los eosinéfilos e ILC2 en los
pulmones de los ratones Humin de IL-33 que recibieron HDM durante 2 semanas fue significativamente mayor que la
de los ratones Humin de IL-33 expuestos al control de PBS x1. En cambio, se observé una tendencia hacia una
frecuencia reducida de estos infiltrados en los ratones Humin de IL-33 cuando se trataron con el anticuerpo anti-IL-33
en el transcurso de la exposicién a HDM aguda en comparacién con ratones Humin de IL-33 que habian recibido HDM
sin tratamiento o con control de isotipo.

Se observé una tendencia hacia un aumento en la frecuencia de los linfocitos B activados en los pulmones de ratones
Humin de IL-33 expuestos a HDM durante 2 semanas en comparacién con los ratones Hmin de IL33 expuestos a
control de PBS x1. Tras el tratamiento con anticuerpos anti-IL-33, se observd una reduccién significativa en la
frecuencia de los linfocitos B activados pulmonares en los pulmones de ratones Humin de IL-33 expuestos a HDM, en
comparacion con los ratones Humin de IL-33 que recibieron HDM sin tratamiento o con control de isotipo.

Tabla 17: Frecuencia de infiltrado de células pulmonares segun lo determinado mediante citometria de flujo
Frecuencia media de | Frecuencia media de Frecuencia media Frecuencia media

Grupo experimental linfocitos T CD4+ linfocitos B activados de eosindfilosenla |de ILC2 en
P P activados en poblacidn | en la poblacién de poblacién CD45+ (= | poblacién linfoide
CD4+ (+ DT) linfocitos B (x DT) DT) (xDT)
1. Exposicién a
PBS x1 (n = 3) 6,17 ( 0,59) 6,85 (+ 3,09) 255 (+ 0,79) 0,33 (¢ 0,05)
2. Exposicién a N N -
HDM (n = 5) 29,52 (£ 8,57) 10,13 (£ 3,30) 17,28 (+ 3,97) 115 (+ 0.37)

3. Exposicién a
HDM + Anticuerpo
de control de isotipo
(n=86)

29,68 (+ 9,84)* 11,01 (£ 2,31) 19,19 (£ 11,55) 1,57 (+ 0,78)*
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(continuacién)

Frecuencia media de

Frecuencia media de

Frecuencia media

Frecuencia media

Grupo experimental linfocitos T CD4+ linfocitos B activados de eosindfilosenla |[delLC2en
P P activados en poblacién | en la poblacién de poblacién CD45+ (+ | poblacién linfoide
CD4+ (+ DT) linfocitos B (+ DT) DT) (+ DT)

4. Exposicion a
HDM + H4H9675P

16,38 (+ 3,30)

4,88 (+ 1,70) t

10,32 (+ 4,63)

0,53 (+ 0,12)

(n=86)
Nota: Se indica la significacion estadistica determinada mediante ANOVA unidireccional de Kruskal-Wallis con la
prueba post-hoc de comparacién multiple de Dunn (* = p < 0,05, **= p < 0,01, en comparacién con los grupos 1:
Ratones Humin de IL-33, Exposicion a solucion salina; Tp < 0,05, en comparacion con el grupo 3: Ratones Humin
de IL-33, Exposicién a HDM de 2 semanas + anticuerpo de control de isotipo).

EJEMPLO 12: Prueba de mAb en modelo in vivo; Modelo de fibrosis crénica inducida por HDM e inflamacién
pulmonar grave para estudiar el papel de IL-33 en la inflamacién pulmonar

Para determinar el efecto de un anticuerpo anti-IL-33, H4H9675P, en un modelo relevante in vivo, Se realizé un estudio
de fibrosis crdnica inducida por HDM e inflamacién pulmonar grave en ratones homocigotos para la expresion de IL-
33 humana en lugar de IL-33 de rat6n (ratones Humin de IL-33).

Se administraron a ratones Humin de IL-33 por via intranasal 50 mg de extracto de acaros del polvo doméstico (HDM;
Greer, n.° XPB70D3A2.5) diluidos en 20 ml de solucidn salina tamponada con fosfato x1 (PBS) o 20 ml de PBS x1
durante 5 dias a la semana durante 12 semanas. Se administraron a un segundo grupo de control de ratones Humin
de IL-33 50 mg de extracto de HDM diluidos en 20 ml de PBS x1 durante 5 dias a la semana durante 4 semanas, para
evaluar la gravedad de la enfermedad al inicio del tratamiento con anticuerpos. Se inyectaron a dos grupos de ratones
expuestos a HDM por via subcutanea 25 mg/kg de un anticuerpo anti-IL-33, H4H9675P o un anticuerpo de control de
isotipo comenzando tras 4 semanas de la exposicion a HDM y luego dos veces a la semana hasta el final de la
exposicidbn a HDM (8 semanas de tratamiento con anticuerpos). En el dia 85 del estudio, todos los ratones fueron
sacrificados y se extrajeron los pulmones. La dosificacién experimental y el protocolo de tratamiento para los grupos
de ratones se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18: Protocolo experimental de dosificacién y tratamiento para grupos de ratones

Grupo Ratones Exposicién intranasal Du_ra_cflor_1 de la Anticuerpo
exposicién intranasal
Ratones
1 Humlin de IL- PBS x1 12 semanas Ninguno
33
Ratones
2 Humlin de IL- 50 mg de HDM en 20 ml 4 semanas Ninguno
33 de PBS x1
Ratones
3 Humlin de IL- 50 mg de HDM en 20 ml 12 semanas Ninguno
33 de PBS x1
Ratones
4 Humlin de IL- 50 mg de HDM en 20 ml 12 semanas Anticuerpo de control de isotipo
33 de PBS x1
Ratones . .
50 mg de HDM en 20 ml Anticuerpo anti-IL-33
5 Humlg3de IL- de PBS X1 12 semanas (H4H9675P)

Extraccién de los pulmones para el analisis de citocinas:

Después del desangrado, se extrajeron los I6bulos craneales y medios del pulmén derecho de cada ratén y se
colocaron en tubos que contenian una solucién de reactivo de extraccién de proteina tisular (reactivo T-PER x1; Pierce,
n.° 78510) complementado con céctel inhibidor de la proteasa Halt x1 (Pierce, n.° 78430). Todas las etapas adicionales
se realizaron en hielo. Se ajusté el volumen de reactivo T-PER (que contenia el céctel inhibidor de la proteasa) para
cada muestra para que coincidiera con una proporcién de 1:8 (p/v) de tejido con respecto a T-PER. Las muestras de
pulmén se homogeneizaron manualmente en los tubos, usando morteros desechables (Kimble Chase, n.°® 749625-
0010). Los lisados resultantes se centrifugaron para formar restos de sedimentos. Se transfirieron los sobrenadantes
que contenian los extractos de proteinas solubles a tubos recién preparados y se almacenaron a 4 °C hasta su
posterior analisis.

El contenido de proteina total de los extractos de proteina pulmonar se midié usando un ensayo de Bradford. Para el

ensayo, se sembraron 10 ml de muestras de extracto diluido en placas de 96 pocillos por duplicado y se mezclaron
con 200 ml de reactivo colorante x1 (Biorad, n.° 500-0006). Se usaron diluciones en serie de albimina de suero bovino
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(BSA, Sigma, n.° A7979), comenzando a 700 mg/ml en reactivo T-Per x1 como patrén para determinar la concentracion
de proteina de los extractos. Tras una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente, se midié la absorbancia a
595 nm en un lector de placas Molecular Devices SpectraMax M5. El analisis de datos para determinar el contenido
total de proteina de extracto pulmonar basado en el patrébn de BSA se realiz6 usando el programa informatico
GraphPad Prism™.

Se midieron las concentraciones de citocinas en los extractos de proteinas pulmonares usando un kit de inmunoensayo
multiplex (para ratdn) Proinflammatory Panel 1 (MesoScale Discovery, n.° K15048D-2), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En resumen, se afiadieron 50 ml/pocillo de calibradores y muestras (diluidas en el
Diluyente 41) a placas previamente recubiertas con anticuerpos de captura y se incubaron a temperatura ambiente
mientras se agitaban a 700 rpm durante 2 horas. Las placas se lavaron 3 veces con PBS x1 que contenia Tween-20
al 0,05 % (p/v), seguido de la adicién de 25 ml de solucién de deteccién de anticuerpos diluida en Diluyente 45.
Después de otras 2 horas de incubacién a temperatura ambiente mientras se agita, se lavd la placa 3 veces y se
afladieron 150 ml de tampén de lectura X2 a cada pocillo. La electroquimioluminiscencia se leyé inmediatamente en
un instrumento MSD Spector®. El anélisis de datos se realizé usando el programa informético GraphPad Prism.

Cada concentracidon de citocinas en los extractos de proteina total pulmonar de todos los ratones en cada grupo se
normalizé al contenido de proteina total de los extractos medidos por el ensayo de Bradford, y se expresd para cada
grupo como pg promedio de citocina por mg de proteinas pulmonares totales (pg/mg proteina pulmonar, + DT) como
se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19: Concentracion de citocinas en extractos de proteina pulmonar

Grupo experimental

Media [IL-4] en extractos de proteina
pulmonar (pg/mg de proteina
pulmonar) (£ DT)

Media [IL-5] en extractos de proteina
pulmonar (pg/mg de proteina
pulmonar) (+ DT)

1. Exposicién a PBS x1,

12 semanas (n = 5)

2. Exposicién a HDM, 4 semanas
(n=86)

3. Exposicién a HDM, 12 semanas
(n=3)

4. Exposicion a HDM, 12 semanas
+ Anticuerpo de control de isotipo
(n=2)

5. Exposicion a HDM, 12 semanas
+ HAHO675P (n = 5) 0,38 (£ 0,21) 0,48 (x 0,17)

Nota: Se indica la significacion estadistica determinada mediante ANOVA unidireccional de Kruskal-Wallis con la
prueba post-hoc de comparaciéon multiple de Dunn (* = p < 0,05, **= p < 0,01, en comparacién con los grupos 1:
Ratones Humin de IL-33, exposicién a solucién salina).

0,03 (+ 0,01) 0,08 (+ 0,05)

2,84 (£ 2,22)* 4,44 (+ 4,00)*

7,31 (+ 3,94)" 6,23 (+ 3,81) *

2,28 (+ 1,94) 3,39 (£ 3,29)

Andlisis de citocinas pulmonares:

El nivel de las citocinas IL-4 e IL-5 liberadas en los pulmones de los ratones Humin de IL-33 que recibieron HDM
durante 4 y 12 semanas fue significativamente mayor que en los ratones Humin de IL-33 expuestos a PBS x1. En
cambio, hubo una tendencia hacia niveles reducidos de IL-4 e IL-5 en los pulmones de ratones Humin de IL-33 tratados
con anticuerpo anti-IL-33 en el transcurso de la exposicién a HDM crénica en comparacion con los ratones Humin de
IL-33 que recibieron HDM sin tratamiento o con control de isotipo.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo monoclonal completamente humano aislado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se
une especificamente a la interleucina 33 (IL-33), en donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno comprende
una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 274, y una regién
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 282.
2. El anticuerpo monoclonal humano de acuerdo con la reivindicacién 1 que es un anticuerpo 1gG1.

3. El anticuerpo monoclonal humano de acuerdo con la reivindicacién 1 que es un anticuerpo 1gG4.

4. Una molécula aislada de acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Un vector de expresién que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 4.
6. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresién de la reivindicacién 5.

7. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-3, y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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