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DESCRIPCION
Anticuerpos contra la proteina accesoria del receptor de interleucina humana (IL1RAP) y usos de los mismos
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a agentes a base de anticuerpos para el tratamiento y diagnéstico de enfermedades
y afecciones asociadas a un biomarcador de IL-1 (especificamente, IL1RAP). En particular, se proporcionan agentes
a base de anticuerpos para el tratamiento y diagnéstico de canceres, incluyendo pero sin limitacién a leucemia mieloide
cronica (LMC), leucemia mieloide aguda (LMA) y cénceres asociados a la formaciéon de tumor sélido (tal como
melanoma, cancer de pulmén, y cancer de la mama).

Antecedentes de la invencion
Biologia de la interfeucina-1

La interleucina-1 (IL-1) es una potente citocina proinflamatoria que puede ser producida por varios tipos de células,
incluyendo fagocitos mononucleares, en respuesta a infeccién e inflamacién. La familia de la IL-1 consiste en siete
agonistas, incluyendo IL-1ay IL-1B, y tres antagonistas naturales del receptor, incluyendo el antagonista del receptor
de IL-1 (IL-1 Ra) (Dinarello, CA, Blood 1996, 87(6): 2095-147). Se han identificado dos receptores de IL-1, IL-1R tipo
I'y IL-1R tipo Il. Ambos receptores pueden interactuar con las tres formas de las moléculas de la familia de IL-1. EI IL-
1RI es responsable de mediar la actividad celular inducida por IL-1. Sin embargo, el complejo IL-1 / IL-1RI no puede
enviar sefiales por si mismo, sino que es dependiente de la asociacién a una segunda cadena receptora, la proteina
accesoria de IL-1R (IL1RAP) (Dinarello, CA, Blood 1996, 87(6): 2095-147). En contraste a IL-1RlI, el IL-1RIl no induce
activacion celular con la unién a IL-1 y por tanto el IL-1RIl funciona como un receptor regulador sefiuelo, llevando a
una disminucién neta en la IL-1 disponible para unirse al IL-1RI.

Ademas de la sefalizacion de IL1, la IL1RAP es critica para mediar los efectos de IL33, a través del complejo
ST2/IL1RAP, y la IL36, a través del complejo IL1Rrp2/IL1RAP (Garlanda et al., Immunity, 12 de diciembre de
2013;39(6):1003-18).

La IL-1 es una potente citocina proinflamatoria, que es inducida en sitios de infeccién o inflamacién local y esta
involucrada en la regulacién de varios eventos fisioldgicos y celulares (resumido en Dinarello CA, CHEST, 2000, 118:
503-508 y Dinarello, CA, Clin Exp Rheumatol, 2002, 20(5 Supl 27). S1-13). Es capaz de activar muchos tipos de
células incluyendo leucocitos y células endoteliales. La IL-1 induce y amplifica las respuestas inmunolégicas al
promover la produccion y expresién de moléculas de adhesidn, citocinas, quimiocinas y otros mediadores inflamatorios
tales como prostaglandina E» y 6xido nitrico (NO). En consecuencia, se amplifica y se sostiene la inflamacién local.
Ademas, la produccién inducida por IL-1 de mediadores inflamatorios da como resultado fiebre, dolor de cabeza,
hipotensién y pérdida de peso. Ademas, la IL-1 es un factor de crecimiento hematopoyético y ha mostrado reducir el
nadir de leucocitos y plaquetas en pacientes durante el trasplante de médula 6sea. La IL-1 también ha mostrado
promover la angiogénesis al inducir la produccién de factor de crecimiento endotelial vascular, promoviendo asi la
formacién de pannus y suministro sanguineo en las articulaciones reumaticas. Finalmente, la IL-1 ha mostrado
promover la degradacién 6sea y de cartilago en enfermedades reumaticas.

El papel de la IL-1 en las enfermedades

La IL-1 est4 implicada en un amplio intervalo de enfermedades y afecciones que varian desde gota hasta cancer (para
revisiones, véase Dinarello et al., 2012, Nature Reviews 11:633-652 y Dinarello, 2014, Mol. Med. 20 (supl. 1):S43-S58;
incluyendo:

¢ enfermedades de articulaciones, huesos y musculo, tales como artritis reumatoide y artrosis;

¢ enfermedades autoinflamatorias sistémicas hereditarias, tales como fiebre mediterranea familiar;

¢ enfermedades autoinflamatorias sistémicas, tales como artritis idiopética juvenil sistémica y enfermedad de Still de
inicio en el adulto;

¢ enfermedades inflamatorias comunes, tales como gota y diabetes tipo 2;

¢ enfermedades isquémicas de inicio agudo, tales como infarto de miocardio; y

e cancer.

Varias terapias para bloquear la actividad de IL-1 estan siendo aprobadas y otras en desarrollo. El direccionamiento a
IL-1 comenzé en 1993 con la introduccién de anakinra (Kineret, Amgen), una forma recombinante del antagonista del
receptor de natural (IL-1Ra), que bloquea la actividad tanto de IL-1a como de IL-1B; este agente terapéutico se ha
usado desde entonces para demonstrar un papel para IL-1 en muchas enfermedades (véase lo anterior). El Anakinra
actualmente domina el campo de los agentes terapéuticos de IL-1 debido a su propio récord de seguridad, semivida
corta y multiples rutas de administracién. La neutralizacién de IL-1 con anticuerpos o receptores solubles también ha
demostrado ser eficaz, y el receptor soluble sefiuelo rilonacept (Arcalyst, Regeneron) y el anticuerpo monoclonal
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neutralizante anti-IL-1B canakinumab (Haris, Novartis) se ha aprobado ahora. Otros enfoques terapéuticos, incluyendo
la neutralizacién de IL-1a, una vacuna terapéutica dirigida a IL-1p y un IL-IRa quimérico, estan en ensayos clinicos
tempranos. Ademas, se han desarrollado los inhibidores de la molécula pequefia oralmente activa de la producciéon
de L-1, tales como los inhibidores de caspasa 1, y estan siendo probados.

IL1RAP como un biomarcador para trastornos neoplasicos

Los biomarcadores de tumor son proteinas endégenas o metabolitos cuyas cantidades o modificaciones indican el
estado del tumor, las caracteristicas de la progresién, y la respuesta a terapias. Estan presentes en los tejidos del
tumor o en los fluidos corporales y comprenden una amplia variedad de moléculas, incluyendo factores de
transcripcién, receptores de la superficie celular, y proteinas secretadas. Los marcadores de tumor efectivos tienen
mucha demanda porque tienen el potencial de reducir las tasas de mortalidad por cancer al facilitar el diagnéstico de
canceres en etapas tempranas y al ayudar a individualizar los tratamientos. Durante la ultima década, una mejor
compresién de la carcinogénesis y progresién del tumor ha revelado un gran nimero de marcadores potenciales de
tumor. Se predice que incluso mas seran descubiertos en el futuro cercano con la aplicacién de las tecnologias
actuales tales como microarreglos de tejidos, arreglos de anticuerpos, y espectrometria de masa.

La proteina accesoria del receptor de Interleucina-1 (IL1RAP) ha sido identificado previamente como biomarcador de
la superficie celular asociado con trastornos neoplasicos hematolégicos tales como leucemia mieloide crénica (LMC),
leucemia mieloide aguda (LMA) y sindromes mielodisplasicos (SMD) (por ejemplo, véase el documento WO
2011/021014 de Cantargia AB, Jaras et al., 2010, Proc Nat! Acad Sci EE.UU. 107(37):16280-5, Askmyr et al., 2013,
Blood. 121(18):3709-13 y Barreyro et al., 2012, Blood 120(6):1290-8). Mas recientemente, también se ha revelado la
utilidad de la IL1RAP como un biomarcador de diagnéstico y terapéutico para tumores sélidos, tales como melanomas,
(véase el documento WO 2012/098407 de Cantargia AB).

Por tanto, la presente invencién busca proporcionar anticuerpos mejorados para uso en el diagnéstico y tratamiento
de enfermedades y afecciones asociadas al biomarcador de IL1RAP y/o que responden a la inhibicién de la
sefializacion de IL-1 y/o IL-33.

Sumario de la invencién

Un primer aspecto de la invencién proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo
(“polipéptidos de anticuerpo”) con especificidad de unién para la proteina accesoria del receptor de Interleucina-1
(“IL1RAP”), en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno es capaz de inhibir la unién del anticuerpo
“CANO04” de referencia con la IL1RAP humana, y

en donde el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una regién variable de cadena
pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 8 a 11 o una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con las mismas:

. Q VQLVYQSGAEVKTEKPGSSVIKVYVSTCEKA
SGYAFSSSWMNWVRQAPGQGLEW

M GRIYPGDGNTHYAQIKTFQGRVTL
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVUVY
YCGEGYLDPMDYWGQGTLVTVSS
[SEQ ID NO: 8];

i.Q VQLVYQSGAEVKTEKPGSSVIKVYSTCEKA
SGYAFTSSWMNWVYRQAPG QGLEW

M GRIYPGDGNTHYAQIKTFQGRVTL
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVUVY
YCGEGYLDPMDYWGQGTLVTVSS

[SEQ ID NO: 9];
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. Q ¥ QL YV Q@ 5 G AEV K EKPG S SV EVY S KA
S G Y TF TS S WMNWYERQAPGEKGLEW

M GRIY PG DG QQTHY AQIKTFQQGRWYTL
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVY

Y C G EGYLDPMDY W G QGTLVTVWYSS
[SEQ ID NO: 10]; o

iv.Q VvV Q L VQ S G A EV KKP S SV KVSCKA
S GYTFTSSWMNWVRQAPGKGLEW

M GRIYPGDGQTHYAQKTFQGRVTI
TADKSTSTAYMELS S SLRSETDTAVY
YCGEGYLDPMDYWOGQGTLVTVSS

[SEQ ID NO: 11],

y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de una cualquiera
de las SEQ ID NO: 15 a 17 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia
con las mismas:

vwvDIQMTQSPSSLSASYVY GDRVYTITT CSA
S QGINNYLNWYQQKZPGKAPIKTLTLTI
HYTSGLHAGVPSRTFSGSGSGTT DY
TLTISSLQPEDVATYYCQQYJ STILTFP

w T F G G G T K \ E I K R
[SEQ ID NO: 15];

viD T QMTQSPSS LS ASY GDRVYVTITCLCAQ
AS QGINNYLNWYQQHKU®PGIKAPIKTLL

I HY TS GLHAGVYPSRTFSGS GSGTD

¥ TLTISSLEPEDVATYYCQQVYSITIL

P W T F G G G T K Y E I K R
{SEQ ID NO: 16]; o

vii. DI QMTQSPSSLSASYVY GDRVTTITLC
QASQGINNYLNWYQQKPGKAPKIL
LIHYTSGLHAGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLEPEDVATYYCQQYSI
LPWTFGGGT KVETLITKHR [SEQ ID NO: 17];

y en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno presenta una o més de las siguientes propiedades:

(a) una afinidad de unién (Kp) por la IL1RAP humana de 200 pM o mayor, es decir, la KD < 200 pM (por ejemplo,
como se determina en el Ejemplo A); y/o

b) capacidad de internalizacién al unirse a una o mas lineas celulares de cancer (tal como una linea celular de
LMC, LMA y/o melanoma) (por ejemplo, como se determina en el Ejemplo G).

Por "proteina accesoria del receptor de Interleucina-1", "IL1RAP" y "IL1-RAP" especificamente se incluye la proteina
humana IL1RAP, por ejemplo, como se describe en el n.° de Acceso de GenBank AAB84059, Secuencia de Referencia
de NCBI: NP_002173.1 y n.°de Acceso de UniProtKB/Swiss-Prot. QONPH3-1 (véase también Huang et &l., 1997, Proc
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 94 (24), 12829-12832). La IL1RAP es también conocida en la literatura cientifica como IL1R3,
C3orf13, FLJ37788, IL-IRAcP y EG3556.

Por tanto, los polipéptidos de anticuerpo de la invencién tienen especificidad para IL1RAP. Por "especificidad" se
quiere decir que el polipéptido de anticuerpo es capaz de unirse a IL1RAP in vivo, es decir, bajo las condiciones
fisiolégicas en las que existe la IL1RAP dentro del cuerpo humano. Preferiblemente, el polipéptido de anticuerpo no
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se une a ninguna otra proteina in vivo. Tal especificidad de unién puede ser determinada por métodos bien conocidos
en la técnica, tal como ELISA, inmunohistoquimica, inmunoprecipitacién, transferencias Western y citometria de flujo
usando células transfectadas que expresan IL1RAP. Ventajosamente, el polipéptido de anticuerpo es capaz de unirse
selectivamente a IL1RAP, es decir, se une al menos 10 veces mas fuertemente a IL1RAP que cualquier otra proteina.
Por "anticuerpo CANO4” de referencia™ se incluye un anticuerpo IgG intacto que comprende regiones variables de
cadena pesada y ligera que tienen las secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 1 y 2, respectivamente. A menos
que se indique de otro modo, las referencias en la presente a "CANO4" se refieren a un anticuerpo 1gG intacto que
comprende (a) una cadena pesada que comprende una regién variable como se define por SEQ ID NO:1 y una regién
constante como se define por SEQ ID NO: 19, y (b) una cadena ligera que comprende una regidn variable como se
define por SEQ ID NO:2 y una regién constante como se define por SEQ ID NO: 18. Como alternativa, una version
humanizada de CANO4 (“hCANO04”) puede usarse como el anticuerpo de referencia. Por ejemplo, el anticuerpo de
referencia puede ser un anticuerpo 1gG intacto que comprende (s) una cadena pesada que comprende una region
variable como se define por cualquiera de SEQ ID NO:8 a 11 y una regién constante como se define por SEQ ID NO:
19, y (b) una cadena ligera que comprende una regién variable como se define por cualquiera de SEQ ID NO:15 a 17
y una regién constante como se define por SEQ ID NO: 18.

Como se discute después, el anticuerpo “CANO04” de referencia” se une al dominio 2 de IL1RAP. Por tanto, se apreciara
que el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de la invencién, también se unen al dominio 2 de IL1RAP

Por "capaz de inhibir la unién del anticuerpo “CANO4” de referencia” a IL1RAP humana" se entiende que la presencia
de los polipéptidos de anticuerpo de la invencidn inhibe, totalmente o en parte, la unién de “CANO4” a la IL1RAP
humana. Tal inhibicion de unién competitiva puede determinarse usando ensayos y métodos bien conocidos en la
técnica, por ejemplo, usando placas BlAcore con IL1RAP inmovilizada e incubando con el anticuerpo “CANO4” de
referencia” con y sin un polipéptido de anticuerpo a ser probado. Como alternativa, puede usarse un enfoque de mapeo
por pares, en donde el anticuerpo “CANO4” de referencia” se inmoviliza en la superficie de la placa de BlAcore, el
antigeno de IL1RAP se une al anticuerpo inmovilizado, y después un segundo anticuerpo se prueba para la capacidad
de unién simultanea a IL1RAP (véase “BlAcore Assay Handbook”, GE Healthcare Life Sciences, 29-0194-00 AA
05/2012).

En una alternativa adicional, la inhibicién de unién competitiva puede ser determinada usando citometria de flujo por
ejemplo, para probar si un anticuerpo de prueba es capaz de inhibir la unién del anticuerpo CANO4 de referencia a un
antigeno de superficie celular, las células que expresan el antigeno pueden preincubarse con el anticuerpo de prueba
por 20 min antes de que las células sean lavadas e incubadas con el anticuerpo CANO4 de referencia conjugado a un
fluoréforo, que puede ser detectado por citometria de flujo. Sila preincubacidn con el anticuerpo de prueba reduces la
deteccién del anticuerpo CANO4 de referencia en la citometria de flujo, el anticuerpo de prueba inhibe la unién del
anticuerpo de referencia al antigeno de la superficie celular. Por tanto, si el anticuerpo que se va a probar presenta
alta afinidad por IL1RAP, puede usarse un periodo de preincubacién reducido (o incluso no hacer preincubacién).

En una alternativa adicional, la inhibicién de unién competitiva puede ser determinada usando un ELISA (por ejemplo,
como se describe en el Ejemplo J).

Por "un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo" se incluye sustancialmente las moléculas de
anticuerpo intacto, asi como anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos aislados,
anticuerpos de una cadena, anticuerpos biespecificos, cadenas pesadas de anticuerpo, cadenas ligeras de anticuerpo,
homodimeros y heterodimeros de cadenas pesada y/o ligera de anticuerpos, y fragmentos de unién a antigeno y
derivados de los mismos. Fragmentos de unién a antigeno y derivados adecuados incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, fragmentos de Fv (por ejemplo, Fv de una cadena y Fv unido a bisulfuro), fragmentos tipo Fab (por
ejemplo, fragmentos Fab, fragmentos Fab” y fragmentos F(ab)2), dominios de una variable (por ejemplo, dominios de
VH y VL) y anticuerpos de dominio (dAbs, incluyendo formatos simples y dobles [es decir, dAb-enlazador-dAb]). Las
ventajas potenciales de usar fragmentos de anticuerpo, mas que anticuerpos enteros, son muchas veces. El menor
tamafio de los fragmentos puede llevar a mejores propiedades farmacoldgicas, tales como mejor penetracion de tejido
sélido. Mas aun, los fragmentos de unién a antigeno tales como fragmentos de anticuerpo Fab, Fv, ScFvy dAb pueden
expresarse en y secretarse de E coli, facilitando asi la facil producciéon de grandes cantidades de dichos fragmentos.

La expresidn "un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo" también pretende comprender imitadores
de anticuerpo (por ejemplo, estructuras de andamiaje sin anticuerpo que tienen un alto grado de estabilidad pero que
permiten la variabilidad de introducirse en ciertas posiciones). Los expertos en la técnica de la bioquimica estaran
familiarizados con muchas de esas moléculas, como se discute en Gebauer y Skerra, 2009, Curr Opin Chem Biol
13(3): 245-255. Imitadores de anticuerpos a modo de ejemplo incluyen: aficuerpos (también llamados Trinectinas;
Nygren, 2008, FEBS J, 275, 2668-2676); CTLDs (también llamados Tetranectinas; /nnovations Pharmac Technol.
(2006), 27-30); adnectinas (también llamadas monocuerpos; Meth. Mol. Biol., 352 (2007), 95-109); anticalinas (Drug
Discovery Today (2005), 10, 23-33); DARPinas (ankirinas; Nat Biotechnol (2004), 22, 575-582); avimeros (Nat
Biotechnol (2005), 23, 1556-1561); microcuerpos (FEBS J, (2007), 274, 86-95); aptdmeros de péptido (Expert. Opin.
Biol. Ther (2005), 5, 783-797); dominios de Kunitz (J Pharmacol. Exp. Ther (2006) 318, 803-809); afilinas (Trends.
Biotechnol (2005), 23, 514-522); afimeros (Avacta Life Sciences, Wetherby, RU).
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También se incluyen dentro del alcance de la invencién receptores quiméricos de los linfocitos T (también conocidos
como receptores quiméricos de linfocitos T, inmunorreceptores quiméricos, y receptores quiméricos de antigenos o
CAR) (véase Pule et al, 2003, Cytotherapy 5(3):211-26). Estos son receptores disefiados, que injertan una
especificidad arbitraria sobre una célula efectora inmune. Normalmente, los CAR se usan para injertar la especificidad
de un anticuerpo monoclonal sobre un linfocito T; con la transferencia de su secuencia codificadora facilitada por
vectores retroviricos. La forma més comun de esas moléculas son las fusiones que comprenden un fragmento variable
de una cadena (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal fusionado a transmembrana y endodominio de CD3-zeta.
Cuando los linfocitos T expresan su molécula de fusién, reconocen y eliminan las células diana que expresan la
especificidad transferida del anticuerpo monoclonal.

Los expertos en la técnica apreciaran ademés que la invencién también abarca las versiones modificadas de los
anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos, por ejemplo, existentes ahora o en el futuro, por ejemplo,
modificados por la unién covalente de polietilenglicol u otro polimero adecuado (véase lo siguiente).

Los métodos para generar anticuerpos y fragmentos de anticuerpo son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, los
anticuerpos pueden generarse a través de cualquiera de muchos métodos que emplean la induccién de la produccién
in vivo de moléculas de anticuerpo, investigadas de bibliotecas de inmunoglobulina (Orlandi. et al., 1989. Proc Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 86:3833-3837; Winter et al., 1991, Nature 349:293-299) o generacién de moléculas de anticuerpo
monoclonal por lineas celulares moléculas en cultivo. Estos incluyen, pero no se limitan a, la técnica del hibridoma, la
técnica del hibridoma de linfocitos B humanos, y la técnica de virus de Epstein-Barr (EBV)-hibridoma (Kohler et al.,
1975. Nature 256:4950497; Kozbor et al., 1985. J Immunol. Methods 81:31-42; Cote et al., 1983. Proc Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 80:2026-2030; Cole et al., 1984. Mol. Cell. Biol. 62:109-120).

Los métodos adecuados para la produccién de anticuerpos monoclonales también se revelan en "Monoclonal
Antibodies: A manual of techniques”, H Zola (CRC Press, 1988) y en "Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques
and Applications” J G R Hurrell (CRC Press, 1982).

Del mismo modo, los fragmentos de anticuerpo pueden obtenerse usando métodos bien conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, Harlow y Lane, 1988, "Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva
York, cuyas revelaciones se incorporan en la presente como referencia). Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo
seguln la presente invencidén pueden ser preparados por hidrélisis proteolitica del anticuerpo o por expresién en E coli
o células de mamifero (por ejemplo, cultivo de células de ovario de hamster chino u otro sistema de expresién de
proteinas) de ADN que codifica al fragmento. Como alternativa, los fragmentos de anticuerpo pueden ser obtenidos
por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos enteros por métodos convencionales.

Los anticuerpos de la invencidn se definen con referencia a las regiones variables de un anticuerpo derivado de murino,
designado “CAN04”, que comprende:

(a) una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de

QVAQLQQSGPELLKPGASVKISCKAS
GYAFSSSWMNWVKQRPGKGLEWIG
RIYPGDGNTHYSGKFKGKATLTADK
SSSITAYMQLSSLTSEDSAVYFOCGEG
YLDPMDYWGQGTSVTVSS

[SEQ ID NO:1]
y

(b) una regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2:
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DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSA
SQGINNYLNWYQQKPDGTVKLLIHY
TSGLHAGVPSRFSGSGSGTDYSLTI
SNLEPEDVATYYCQQYSILPWTTFG
GGTKLEIKR

[SEQ ID NO:2]

El término "aminoéacido" como se usa en la presente incluye los veinte aminoacidos estandar codificados
genéticamente y sus correspondientes esterecisémeros en la forma “D” (en comparacién a la forma natural “L”),
aminoécidos omega y otros aminoacidos naturales, aminoacidos no convencionales (por ejemplo aminoécidos a,a-
bisustituidos, N-alquil aminoacidos, efc.) y aminoacidos quimicamente derivatizados (véase lo siguiente).

Cuando un aminoécido se enumera especificamente, tal como "alanina" o "Ala" o "A", el término se refiere tanto a la
L-alanina como a la D-alanina a menos que explicitamente se indique de otro modo. Otros aminoacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para los polipéptidos de la presente invencion, en tanto
que se retenga la propiedad funcional deseada por el polipéptido. Para los péptidos mostrados, cada residuo de
aminodacido codificado, cuando sea apropiado, se representa por la designacion de una sola letra, correspondiente al
nombre trivial del aminoéacido convencional.

En una realizacién, los polipéptidos de anticuerpo como se definen en la presente comprenden o consisten en L-
aminoacidos.

Seré apreciado por los expertos en la técnica que cualquier anticuerpo 1gG intacto que comprenda las regiones
variables anteriores puede usarse como el anticuerpo de referencia para identificar los polipéptidos de anticuerpo de
la invencién que inhiben competitivamente la unién de CAN04 a IL1RAP.

Por tanto, en una realizaciéon, el anticuerpo CANO4 usado como una referencia para un enlazador competitivo
determinado es un anticuerpo IgG intacto que comprende:

(a) una cadena pesada que comprende un dominio variable de SEQ ID NO: 1 injertado en una regién constante
de 1gG1 o IlgG2a de murino

(b) una cadena ligera que comprende un dominio variable de SEQ ID NO: 2 injertado en una regién constante
kappa de murino.

Como alternativa, el anticuerpo de referencia puede ser un anticuerpo 1gG intacto quimérico que comprende:

(a) una cadena pesada que comprende un dominio variable de SEQ ID NO: 1 injertado en una regién constante
de IgG1 humana (por ejemplo, como se codifica por el vector pFUSEss-CHIg-hGl de InvivoGen, San Diego,
EE.UU.)

(b) una cadena ligera que comprende un dominio variable de SEQ ID NO: 2 injertado en una regién constante
kappa humana (por ejemplo, como se codifica por el vector pFUSE2ss-CLIg-hk de InvivoGen, San Diego, EE.UU.).

La unién competitiva normalmente surge porque el anticuerpo de prueba se une a, o0 al menos muy cerca del epitopo
en el antigeno al que se une el anticuerpo de referencia (en este caso, CANO4). Sin embargo, sera apreciado por los
expertos en la técnica que la unién competitiva puede también surgir en virtud de la interferencia estérica; entonces,
el anticuerpo de prueba puede unirse a un epitopo diferente de ese al que se une el anticuerpo de referencia, pero
puede ser alin de suficiente tamafio o configuracién para impedir la unién del anticuerpo de referencia al antigeno.

Los anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de la presente invencién se identificaron después de una extensa
investigacién de un gran nimero de anticuerpos anti-IL1RAP, basédndose en la presentacién de propiedades que los
hacen particularmente adecuados como agentes de diagnéstico y terapéuticos para cancer.

Por tanto, en una realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno presenta una o mas de las siguientes
propiedades:

(a) reactividad cruzada con IL1RAP de Macaca fascicularis (por ejemplo, como se determina en el Ejemplo D),
(b) una accidn inhibidora en la sefializacién de IL1 (IL-1a y/o IL-1B; por ejemplo, como se determina en el Ejemplo
E); y/o
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(c) la capacidad de inducir citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC) en una o més
lineas celulares de cancer (tales como lineas celulares de LMC, LLA y/o melanoma) (por ejemplo, como se
determina en el Ejemplo F).

Ventajosamente, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno presenta todas las propiedades anteriores.
En una realizacién alternativa, el anticuerpo o fragmento de unién a no es capaz de inducir ADCC.

En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno es capaz de unirse a un epitopo en el dominio
extracelular de IL1RAP que se superpone, al menos en parte, con el epitopo en IL1RAP al que el anticuerpo de
referencia CANO4 es capaz de unirse. Por tanto, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno puede ser capaz de
unirse a un epitopo ubicado en/dentro del dominio 2 de IL1RAP (véase Wang et al., 2010, Nature Immunology, 11:905-
912), es decir, dentro de los aminoécidos 135 a 234 de IL1RAP (véase el n.° de Acceso Q9NPH3 dentro de
UniProtKB/Swiss-Prot). Por ejemplo, el epitopo en que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno puede ubicarse
dentro de los aminoéacidos 135 a 154, 155 a 174, 175 a 194, 195 a 214 o entre los aminoacidos 215 a 234 de IL1RAP.
Sin embargo, se apreciara que el epitopo puede ser no lineal.

En una realizacion, el polipéptido de anticuerpo de la invencién comprende o consiste en un anticuerpo intacto (tal
como un anticuerpo 1gG1).

En una realizacién alternativa, el polipéptido de anticuerpo de la invencién comprende o consiste en un fragmento de
unién a antigeno seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fv (por ejemplo, Fv de una cadena y Fv unido a
bisulfuro), fragmentos de tipo Fab (por ejemplo, fragmentos Fab, fragmentos Fab” y fragmentos F(ab)2) y anticuerpos
de dominio (por ejemplo, dominios variables Unicos de V, 0 dominios variables de V).

En otra realizacién, como se ha comentado anteriormente, el polipéptido de la invencién comprende o consiste en un
imitador de anticuerpos seleccionado del grupo que comprende o consiste en aficuerpos, tetranectinas (CTLD),
adnectinas (monocuerpos), anticalinas, DARPinas (ankirinas), avimeros, iMabs, microcuerpos, aptdmeros peptidicos,
dominios de Kunitz y afilinas.

En una realizacion preferida, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun el primer aspecto de la
invencién comprende una regién variable de cadena pesada que comprende las siguientes CDR:

a) GYAFSSS [SEQ ID NO: 3] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia;

b) YPGDGN [SEQ ID NO: 4] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia, y/o

c) GYLDPMDY [SEQ ID NO: 5] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia.

Por tanto, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo, puede comprender una regién variable de
cadena pesada que comprenda las CDR de las SEQ ID NO: 3, 4y 5.

Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede comprender una regién variable de
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoécidos de la correspondiente regién del anticuerpo CANO4 de
referencia, es decir, SEQ ID NO:1.

Sin embargo, se apreciara que un bajo nivel de mutacién (normalmente, solo uno o dos aminoacidos) dentro de una
secuencia CDR puede tolerarse sin pérdida de la especificidad del anticuerpo o del fragmento de unién a antigeno por
IL1RAP.

El porcentaje de identidad puede determinarse, por ejemplo, con el programa LALIGN (Huang y Miller, Adv. Appl.
Math. (1991) 12:337-357) en el sitio de la instalaciéon Expasy (http://iwww.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html)
utilizando como parametros la opcién de alineacidén global, la matriz de puntuacién BLOSUMBE2, la penalizacién por
apertura de hueco -14, la penalizacion por extensién de hueco -4. Alternativamente, el porcentaje de identidad de
secuencia entre dos polipéptidos puede determinarse utilizando programas informéticos adecuados, por ejemplo, el
programa GAP de la Universidad de Wisconsin Genetic Computing Group y se apreciara que el porcentaje de identidad
se calcula en relacién con los polipéptidos cuya secuencia se ha alineado de forma éptima.

La alineacion puede realizarse alternativamente utilizando el programa Clustal W (como se describe en Thompson et
al, 1994, Nucl. Acid Res. 22:4673-4680). Los pardmetros utilizados pueden ser los siguientes:

- Parametros de alineacién rapida por pares: Tamafio de la K-tupla(palabra); 1, tamafio de la ventana; 5,
penalizacién por hueco; 3, nUmero de diagonales superiores;5. Método de puntuacién: x por ciento.

- Parametros de alineacién multiple: penalizacién por apertura de hueco; 10, penalizacién por extensiéon de hueco;
0,05.
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- Matriz de puntuacién: BLOSUM.
Como alternativa, se puede utilizar el programa BESTFIT para determinar las alineaciones locales de las secuencias.

En otra realizacién preferida, el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo segun el primer aspecto de la
invencién, comprende una regién variable de cadena pesada que comprende las siguientes CDR:

a) GYAFSSSWMN [SEQ ID NO: 6] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia.

b) RIYPGDGNTHYSGKFKG [SEQ ID NO: 7] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de
identidad de secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o0 90 % de identidad de secuencia; y
c) GYLDPMDY [SEQ ID NO: 5] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia.

Por ejemplo, el polipéptido de anticuerpo puede comprender una regién variable de cadena pesada que comprende
las CDR de SEQIDNO 6, 7y 5.

Como se indic6 antes, el anticuerpo CANO4 de referencia es un anticuerpo de murino. Sin embargo, las cadenas
pesada y ligera componentes de este anticuerpo pueden ser humanizadas para producir polipéptidos de anticuerpo
mas adecuados para uso en seres humanos, por ejemplo, debido a su inmunogenicidad reducida. Por ejemplo, las
CDR de SEQ ID NO 3,4y 5 (0o las CDR de SEQ ID NO 6, 7 y 5) pueden injertarse en un marco de regioén variable
humana.

Seré apreciado por los expertos en la técnica que, para la terapia en seres humanos, se usan preferiblemente
anticuerpos humanos o humanizados. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de murino)
son anticuerpos o fragmentos de anticuerpo quiméricos disefiados genéticamente que tienen preferiblemente
porciones minimas derivadas de anticuerpos no humanos. Los anticuerpos humanizados incluyen anticuerpos en los
que las regiones determinantes de complementariedad de un anticuerpo humano (anticuerpo receptor) se reemplazan
por residuos de una regién determinante de complementariedad de una especie no humana (anticuerpo de donador)
tal como ratén, rata o conejo que tiene la funcionalidad deseada. En algunos casos, los residuos de marco de Fv del
anticuerpo humano se reemplazan por correspondientes residuos no humanos. Los anticuerpos humanizados pueden
también comprender residuos no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de marco o de regién
determinante de complementariedad. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de
al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones
determinantes de complementariedad corresponden a esas de un anticuerpo no humano y todas, o sustancialmente
todas, las regiones de marco corresponden a esas de una secuencia consenso humana relevante. Los anticuerpos
humanizados éptimamente también incluyen al menos una porcién de una regién constante de anticuerpo, tal como
una regién Fc, normalmente derivada de un anticuerpo humano (véase, por ejemplo, Jones et al., 1986. Nature
321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-329; Presta, 1992, Curr Op. Struct Bjol. 2:593-596).

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. En general, el anticuerpo
humanizado tiene uno o mas residuos de aminoécidos introducidos en él de una fuente que no es humana. Estos
residuos de aminoacidos no humanos, llamados a menudo residuos importados, normalmente se toman de un dominio
variable importado. La humanizacién puede realizarse esencialmente como se describe (véase, por ejemplo, Jones et
al., 1986, Nature 321:522-525; Reichmann et al, 1988. Nature 332:323-327, Verhoeyen et al., 1988, Science
239:1534-15361; documento US 4,816,567) al sustituir las regiones humanas determinantes de complementariedad
con correspondientes regiones de roedor determinantes de complementariedad. En consecuencia, esos anticuerpos
humanizados son anticuerpos quiméricos, en donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto
ha sido sustituido por la correspondiente secuencia de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos
humanizados pueden ser normalmente anticuerpos humanos en los que los residuos de la regién determinante de
complementariedad y posiblemente algunos residuos de marco se sustituyen por residuos de sitios analogos en
anticuerpos de roedores.

Los anticuerpos humanos pueden también ser identificados usando varias técnicas conocidas en la técnica, incluyendo
bibliotecas de despliegue de fagos (véase, por ejemplo, Hoogenboom y Winter, 1991, J Mol. Biol 227:381; Marks et
al., 1991, J Mol. Biol. 222:581; Cole et al., 1985, en: “Monoclonal antibodies and Cancer Therapy”, Alan R. Liss, pag.
77; Boerner et al., 1991. J. Immunol. 147:86-95).

Por tanto, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencién puede ser humanizado.

Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, puede comprender una regidén variable de
cadena pesada que tenga una secuencia de aminoécidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 8 a 11.

En una realizacién preferida relacionada, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una
region variable de cadena ligera que comprende las siguientes CDR:
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a) SASQGINNYLN [SEQ ID NO: 12] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad
de secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia.

b) YTSGLHA [SEQ ID NO: 13] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia; y/o

c) QQYSILPWT [SEQ ID NO: 14] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia.

Por tanto, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo, puede comprender una regién variable de
cadena ligera que comprenda las CDR de las SEQ ID NO: 12, 13y 14.

Como en el caso de la regiéon variable de cadena pesada detallada antes, se apreciara que la regién variable de
cadena ligera del polipéptido de anticuerpo de la invencidn, puede humanizarse para producir agentes mas adecuados
para su uso en seres humanos. Por ejemplo, las CDR de SEQ ID NO 12, 13 y 14 pueden injertarse en un marco de
regién variable humana.

Por ejemplo, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo puede comprender una regién variable de
cadena ligera que tenga una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 15 a 17.

Como alternativa, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede comprender una regién variable de
cadena pesada humanizada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO:
8 a 11 y una regién variable de cadena ligera humanizada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos
de cualquiera de SEQ ID NO: 15 a 17.

Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede comprender:

a) una region variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 15;

b) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 15;

¢) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 15;

d) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 15;

e) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16;

f) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 9 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16;

g) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16;

h) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16;

i) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 8 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 17,

j) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 17,

k) una region variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 10 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 17; 0

I) una regién variable de cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 11 y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 17.

Seré apreciado por los expertos en la técnica que los anticuerpos humanizados o fragmentos de unién a antigeno

antes definidos de la invenciéon pueden comprender ademas una region constante de cadena pesada, o parte de la
misma (véase lo siguiente).

10
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En una realizacién, el polipéptido de anticuerpo comprende una regién CH1, CH2 y/o CH3 de una cadena pesada e
IgG (tal como una cadena pesada de I1gG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4). Por tanto, el polipéptido de anticuerpo puede
comprender parte o todas las regiones constantes de una cadena pesada de IgG1. Por ejemplo, el polipéptido de
anticuerpo puede ser un fragmento Fab que comprende las regiones constantes de CH1 y CL, combinadas con
cualquiera de las regiones variables de cadena pesada y ligera definidas antes respectivamente.

Del mismo modo, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno definidos antes de la invencién pueden
comprender ademas una regidén constante de cadena ligera, o parte de la misma (véase lo siguiente). Por ejemplo, el
polipéptido de anticuerpo puede comprender una regién CL de una cadena ligera kappa o lambda.

Por ejemplo, el polipéptido de anticuerpo puede comprender las siguientes regiones constantes:

(a) Regién C de cadena kappa de Ig (Homo sapiens) (UnitProt el n.° de Acceso P01834)

VAAPSVEIF PPSDEQLKSG TASVVCLLNN EYPREAKVOW KVDNALQSGN
SQESVTEQODS KDSTYSLSST LTLSKADYEK HEVYACEVTH QGLISPVTKS

FNRGEC [SEQ ID NO: 18]

(b) Regién C de cadena gamma-1 de Ig (Homo sapiens) (UnitProt el n.° de Acceso P01857)

ASTKGPSVEP

HTFPAVLQSS

KSCDKTHTCP

HEDPEVKENW

EYKCEKVSNEA

LVKGEFYPSDI

LAPSSRKRITSG

GLYSLSSVVT

PCPAPELLGG

YVDGVEVHNA

LPAPIEKTIS

AVEWESNGQP

GTAALGCLVK

VPSSSLGTQT

PSVELEPPKP

KTKPREEQYN

KAKGQPREPQ

ENNYKTTPPV

DYFPEPVIVES

YICNVNHEPS

KDTLMISRTP

STYRVVSVLT

VYTLPPSREE

LDSDGSFFLY

WNSGALTSGV

NTKVDKEVEP

EVICVVVDVS

VLHODWLNGK

MTKNQVSLTC

SKLTVDKSRW

QUGNVFESCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK [SEQ ID NO: 19]

En una realizacién alternativa, pueden utilizarse las variantes naturales de las regiones constantes anteriores pueden
(por ejemplo, véase Jefferis y Lefranc, 2009, MAbs 1(4):332- 8). Por ejemplo, la regién constante de cadena ligera
puede comprender o consistir de SEQ ID NO: 18 que tiene una mutacion W40R y/o V83L y/o la regidén constante de
cadena pesada puede comprender o consistir de SEQ ID NO: 19 que tiene una mutacién K97R, D239E y/o L241M, o
sin la lisina/K en la terminal C (en donde la posicion de las mutaciones de aminoacidos se define usando el Esquema
de Numeracién Eu, que difiere de la numeraciéon en SEQ ID NO: 18 y 19; véase Edelman et al., 1969, Proc Natl. Acad.

Sci. EE.UU., 63:78-85).
Por tanto, los polipéptidos de anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién comprenden:

(a) una cadena pesada que comprende una region variable de SEQ ID NO: 8, 9, 10 o 11 junto con una region
constante de SEQ ID NO: 19; y

(b) una cadena ligera que comprende una regién variable de SEQ ID NO: 15, 16 0 17 junto con una regidn constante
de SEQ ID NO: 18.

En una realizacién relacionada, el polipéptido de anticuerpo puede comprender una regiéon Fc de anticuerpo (por
ejemplo, las regiones CH2 y CH3 de una cadena pesada de 19G). Sera apreciado por un experto que la porcién Fc
puede ser de un anticuerpo IgG, o de una clase diferente de anticuerpo (tal como IgM, IgA, IgD o IgE). En una
realizacion, la regiéon Fc es de un anticuerpo 1gG1, 19G2, 19G3 o IgG4.

La regién Fc puede ser natural (por ejemplo, parte de un anticuerpo producido endégenamente) o puede ser artificial
(por ejemplo, comprende una 0 mas mutaciones puntuales con respecto a una regién Fc natural).

11
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Como esta bien documentado en la técnica, la regién Fc de un anticuerpo media su semivida en suero y las funciones
efectoras, tales como citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) y fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP).

El disefio de la regidn Fc de un anticuerpo monoclonal terapéutico o proteina de fusién a Fc permite la generacién de
moléculas que estan mejor adaptadas para la actividad farmacolégica requerida de ellas (Strohl, 2009, Curr Opin
Biotechnol 20(6):685-91).

(a) Regiones de Fc disefiadas para una mayor semivida

Un enfoque para mejorar la eficacia de un anticuerpo terapéutico es aumentar su persistencia en suero, permitiendo
asi mayores niveles en circulacién, administracién menos frecuente y dosis reducidas.

La semivida de un IgG depende de su unién dependiente del pH al receptor neonatal FcRn. El FcRn, que se expresa
en la superficie de células endoteliales, se une al IgG en una manera dependiente del pH y lo protege de la
degradacion.

Algunos anticuerpos que selectivamente se unen al FcRn a pH 6,0, pero no a pH 7,4, presentan una mayor semivida
en varios modelos animales.

Muchas mutaciones ubicadas en la interfaz entre los dominios CH2 y CH3, tal como T250Q/M428L (Hinton et al., 2004,
J Biol Chem. 279(8).:6213-6) y M252Y/S254T/T256E + H433K/N434F (Vaccaro et al, 2005, Nat Biotechnol.
23(10):1283-8), han demostrado aumentar la afinidad de unién a FcRn y la semivida de 19G1 in vivo.

(b) Regiones de Fc disefiadas para una funcién efectora alterada

Dependiendo de la aplicaciéon del anticuerpo terapéutico o proteina de fusiéon Fc, puede ser deseable ya sea reducir o
aumentar la funcién efectora (tal como ADCC).

Para los anticuerpos que se dirigen a las moléculas de la superficie celular, especialmente esas en células inmunes,
puede requerirse abrogar las funciones efectoras para ciertas indicaciones clinicas.

Por el contrario, para los anticuerpos ideados para uso oncolégico (tal como en el tratamiento de leucemias y tumores
sélidos; véase lo siguiente), aumentar las funciones efectoras puede mejorar la actividad terapéutica.

Para los cuatro isotipos de IgG humana que se unen a los receptores de Fcy activadores (FcyRI, FeyRlla, FeyRllla),
el receptor de FcyRllb inhibidor, y el primer componente del complemento (C1q) con diferentes afinidades,
produciendo funciones efectoras muy diferentes (Bruhns et al., 2009, Blood. 113(16):3716-25).

La unidén de 19G a FcyRs o C1q depende de los residuos ubicados en la regién de bisagra y el dominio de CH2. Dos
regiones del dominio de CH2 son criticas para la unién de FcyRs y C1q, y tienen secuencias Unicas en IgG2 e 1gG4.
Las sustituciones en IgG1 humana de los residuos de 19G2 en las posiciones 233-236 y los residuos de IgG4 en las
posiciones 327, 330 y 331 demostraron reducir en gran medida el ADCC y CDC (Armour et al., 1999, Eur J Immunol
29(8):2613-24; Shields et al, 2001, J Biol Chem. 276(9):6591-604). Ademas, Idusogie et al. demostraron que la
sustitucién de alanina en diferentes posiciones, incluyendo K322, redujeron apreciablemente la activaciéon del
complemento (ldusogie et al., 2000, J inmunol 164(8):4178-84). De modo similar, las mutaciones en el dominio de
CH2 de IgG2A de murino mostraron reducir la unién a FcyRI, y C1q (Steurer. et al., 1995. J Immunol 155(3):1165- 74).

Se han hecho muchas mutaciones en el dominio de CH2 de IgG1 humana y su efecto en ADCC y CDC probado in
vitro (véase las referencias citadas antes). Notablemente, la sustitucién de alanina en la posicién 333 se reportd
aumentando tanto el ADCC como el CDC (Shields et al., 2001, supra; Steurer et al., 1995, supra). Lazar et al
describieron un mutante triple (S239D/I332E/A330L) con una mayor afinidad por FcyRllla y una menor afinidad por
FcyRIIb resultando en un ADCC mejorado (Lazar et al., 2006, PNAS 103(11):4005-4010). Las mismas mutaciones se
usaron para generar un anticuerpo con aumento en ADCC (Ryan et al., 2007, Mol. Cancer Ther6:3009-3018). Richards
et al estudiaron un mutante triple ligeramente diferente (S239D/I332E/G236A) con una mejor afinidad de FcyRllla y
proporcién de FeyRlIla/FecyRIlb que media una mayor fagocitosis de las células diana por macréfagos (Richards et al.,
2008. Mol Cancer Ther. 7(8):2517-27).

Debido a la falta de funciones efectoras, los anticuerpos 19G4 representan una subclase preferida de IgG para el
bloqueo del receptor sin agotamiento celular (es decir, inhibicién de sefializaciéon de IL-1). Las moléculas de 1gG4
pueden intercambiar medias moléculas en un proceso dinamico llamado intercambio de brazo Fab. Este fenémeno
también puede ocurrir in vivo entre los anticuerpos terapéuticos y el IgG4 endégeno.

La mutacién S228P, ha mostrado prevenir este proceso de recombinaciéon permitiendo el disefio de anticuerpos de
IgG4 terapéuticos menos impredecibles (Labrijn et al., 2009, Nat Biotechnol 27(8):767-71).

Ejemplos de regiones de Fc disefiadas se muestran en la Tabla 1 y Ejemplo J siguiente.
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TABLA1
Ejemplos de Fc Diseiiadas
Isotipo Especie | Mutaciones* Unién FcR/C1q | Funcién efectora
lgG1 Humana | T250Q/M428L ! Aumento de UnioN Aumento de semivida
1aG1 Humana M252Y/S254T/T256E + Aumento de unién Aumento de semivida
g H433K/N434F 2 a FcRn
IgG1 Humana | M428L/N434S 3 aA”FT;TO de union A mento de semivida
E233P/L234V/L235A/?G23
lgG1 Humana |6 + A327G/A330S/P331S | Reduccién de Reduccién de ADCC y
45 unién a FcyRI CDC
Humana S239D/S298A/I332E + Aumento de unién
IlgG1 S239D/A330L/I332E © a FcyRllla Aumento de ADCC
IgG1 Humana | $239D/i332€E 7 Aumento de union »,ento de ADCC
a FeyRllla
IgG1 Humana | S298A/E333A/K334A 8 aA“FT?F”;lﬁade Union Aumento de ADCC
Aumento de unién Aumento de ADCC y
9
lgG1 Humana | E333A a FeyRllla cDC
IgG1 Humana | P2571/Q311 1° aA”FT;TO de union \/4a media sin cambio
IgG1 Humana | K326\W/E333S 1" aA‘ng”to de union Aumento de CDC
Aumento de
lgG1 Humana | S239D/I332E/G236A 2 FeyRIla/FeyRIIb | Aumento de fagocitosis
ratio de macréfago
Reduccién de
8
lgGT1 Humana | K322A unin a C1q Reduccién de CDC
Reduccién de
N2978 (abrogado) ADCC
Reduccién de
N297Q (abrogado) ADCC
1I'-\;292P + V3051 +/- F243L Aumento de ADCC
P2471/A339Q ™4 Aumento de ADCC
Reduccién de
lgG4 Humana | S228P '° - intercambio del brazo
Fab
L235E + Reduccién de
lgG2a Ratén E318A/K320A/K322A ™ unién a FeyRly | Reduccion de ADCC y
C1q CDC
* La posicién de las mutaciones de los aminoacidos de Fc se define usando el Esquema de Numeracién Eu,
que difiere de la numeracién en SEQ ID NO: 18 y 19 anteriores; véase Edelman et al., 1969, Proc. Natl. Acad.
Sci. EE.UU., 63:78-85)

Referencias ala Tabla 1

1. Hinton et al., 2004 J. Biol. Chem. 279(8).6213-6)

2. Vaccaro et al., 2005 Nat Biotechnol. 23(10):1283-8)

3. Zalevsky et al., 2010 Nat. Biotechnology 28(2):157-159

4. Armour KL. et al., 1999. Eur J Immunol. 29(8):2613-24

5. Shields RL. et al., 2001. J Biol Chem. 276(9).6591-604

6. Masuda et al., 2007, Mol Immunol. 44(12):3122-31

7. Bushfield et al., 2014, Leukemia 28(11):2213-21
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8. Okazaki et al., 2004, J Mol Biol.; 336(5): 1239-49

9. Idusogie et al., 2000. J Immunol. 164(8):4178-84

10. Datta-Mannan A. et al., 2007. Drug Metab. Dispos. 35: 86-94
11. Steurer W. et al., 1995. J Immunol. 155(3):1165- 74

12. Richards et al. 2008 Mol Cancer There. 7(8):2517-27

13. US 7,960,512 B2

14. EP 2 213 683

15. Labrijn AF. et al., 2009. Nat Biotechnol. 27(8):767-71.

En otra realizacién, la funcidén efectora de la regién Fc puede alterarse a través de la modificacién de las porciones de
carbohidrato dentro del dominio de CH2 en el mismo.

Por ejemplo, se sabe que los anticuerpos terapéuticos que carecen o que tienen pocos residuos de fucosa en la regién
Fc, pueden presentar una mejor actividad de ADCC en seres humanos (por ejemplo, véase Peipp et al., 2008, Blood
112(6):2390-9, Yamane-Ohnuki y Satoh, 2009, MAbs 1(3):230-26, lida et al., 2009, BMC Cancer 9;58. Los polipéptidos
de anticuerpo bajos en fucosa pueden ser producidos por expresién en células cultivadas en un medio que contiene
un inhibidor de manosidasa, tal como kinfunensina (véase el Ejemplo | en lo siguiente).

Otros métodos para modificar la glucosilacion de un anticuerpo en un formato bajo en fucosa incluyen el uso de la
encima bacteriana GDP-6-desoxi-D-lixo-4-hexulosa reductasa en células no capaces de metabolizar ramnosa (por
ejemplo usando la tecnologia GlymaxX® de ProBioGen AG, Berlin, Alemania).

Otro método para crear anticuerpos bajos en fucosa en por inhibicién o agotamiento de alfa-(1,6)-fucosiltransferasa
en células productoras de anticuerpos (por ejemplo, usando la tecnologia PoteHigent® CHOK1SV de Lonza Ltd, Basel,
Suiza).

Como se indicé antes, los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden ejercer una accién inhibidora en la
sefializacién de IL-1 (véase el Ejemplo E), ya sea ademas de o en ausencia de cualquier funciéon efectora mediada
por Fc.

En una realizacién, los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden ejercer una accién inhibidora en una o méas
citocinas adicionales (o alternativas) dentro de la superfamilia de IL- 1, incluyendo, pero sin limitacién, I1L-33 y/o IL-36.

La Interleucina-33 (IL-33) induce linfocitos T auxiliares, mastocitos, eosinéfilos y baséfilos para producir citocinas de
tipo 2. Esta citocina fue llamada previamente NF-HEV “factor nuclear (NF) en vénulas altamente endoteliales” (HEV)
ya que originalmente fue identificado en esas células especializadas. La IL-33 media sus efectos bioldgicos al
interactuar con los receptores ST2 (también conocidos como IL1RL1) y la proteina accesoria del receptor de IL-1
(IL1RAP), activando las moléculas intracelulares en las trayectorias de sefializacién de NF-kB y MAP cinasa que
impulsan la produccién de citocinas de tipo 2 (por ejemplo, IL-5 y IL-13) de células Th2 polarizadas. Se cree que la
induccién de citocinas de tipo 2 por IL-33 induce los cambios graves patol6gicos observados en los érganos mucosales
después de la administracion de IL-33.

La Interleucina-36 (IL-36) es una citocina que predominantemente actla en los linfocitos T CD4+ sin modificar a través
del receptor de IL-36. Se sabe que activan el NF-kB y las proteinas cinasas activadas por mitégeno para jugar un
papel en la patologia de la piel. También se ha encontrado que activan la proliferacién de linfocitos T y la liberacién de
IL-2.

Seré apreciado por los expertos en la técnica que el polipéptido de anticuerpo de la invencién puede inhibir la
sefializaciéon de IL-1, IL-33 y/o IL-36 totalmente o en parte. Por ejemplo, la sefializacién puede ser inhibida por al
menos 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 75 % o més con respecto a la sefializacién en la ausencia del polipéptido de la
invencién.

El grado de inhibicién de la sefializacién de IL-1, IL-33 y/o IL-36 por el polipéptido de la invencién puede ser
determinado usando métodos bien conocidos en la técnica.

Por ejemplo, la inhibicién de la sefializacidn de IL-1 puede ser medida como se describe en el Ejemplo E en lo siguiente.
Del mismo modo, la inhibicién de la sefializacién de IL-33 puede ser medida como se describe en el Ejemplo E.

La inhibicién de la sefializacién de |IL-36 puede ser medida por métodos conocido en la técnica. Por ejemplo, el
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estimulo de IL-36 de fibroblastos sinoviales lleva a la activacién de NF-kB y MAP cinasa. Como alternativa, IL-36-a, -p
y y aumentan la proliferacién de linfocitos T en respuesta al estimulo antiCD3/anti-CD28 (véase Vigne et al., 2012,
Blood 120(17):3478-87.

En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede comprender ademas una porcion
para aumentar la semivida in vivo del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, tal como, pero sin limitacién,
polietilenglicol (PEG), albumina de suero humano, grupos de glucosilacién, acidos grasos y dextrano. Esas porciones
adicionales pueden ser conjugadas o combinadas de otro modo con la porcién de unién usando métodos bien
conocidos en la técnica.

Cualquiera o0 més de los siguientes métodos conocidos para mejorar la semivida de las proteinas puede usarse para
este proposito:

(a) PEGilacién

Un método ampliamente usado para mejorar la semivida de las proteinas es el enlace covalente de porciones de
polietilenglicol (PEG) a la proteina. Los PEG son polimeros solubles en agua que debido a su gran volumen
hidrodinamico crean una proteccién alrededor del farmaco pegilado (Molineux, G., “Pegylation: engineering improved
pharmaceuticals for enhanced therapy”. Cancer Treat Rev, 2002. 28 Supl A: pag. 13-6). Las proteinas pegiladas
presentan una menor eliminacién renal y protedlisis, menor toxicidad, menor inmunogenicidad y mayor solubilidad
(Veronese, F. M. y J. M. Harris, “Introduction and overview of peptide and protein pegylation”. Adv Drug Deliv Rev,
2002. 54(4): pag. 453-6., Chapman, A.P., “PEGyiated antibodies and antibody fragments for improved therapy: a
review”. Adv Drug Deliv Rev, 2002. 54(4): pag. 531-45). La pegilacidén ha sido empleada para muchos farmacos a base
de proteinas incluyendo las primeras moléculas pegiladas asparaginasa y adenosina desaminasa (Veronese, F.M. y
J.M. Harris, “Introduction and overview of peptide and protein pegylation”. Adv Drug Deliv Rev, 2002. 54(4): pag. 453-
6., Veronese, F. M. y G. Pasut, “PEGyiation, successful approach to drug delivery”. Drug Discov Today, 2005. 10(21):
pag. 1451-8)e.

Para obtener una proteina exitosamente pegilada, con una semivida aumentada al méaximo y actividad biolégica
retenida, muchos parametros que pueden afectar el resultado son importantes y deben tomarse en consideracién. Las
moléculas PEG pueden diferir, y las variantes de PEG que se han usado para la pegilaciéon de proteinas incluyen PEG
y monometoxi-PEG. Ademas, pueden ser ya sea lineales o ramificadas (Wang, Y.S., et al., “Structural and biological
characterization of pegyiated recombinant inferieron alpha-2b and its therapeutic implications”. Adv Drug Deliv Rev,
2002. 54(4): pag. 547-70). El tamafio de las moléculas de PEG usadas puede variar y las porciones de PEG que varian
en tamafio entre 1 y 40 kDa han sido enlazadas a proteinas (Wang, Y.S., et al., “Structural and biological
characterization of pegylated recombinant interferon alpha-2b and its therapeutic implications”. Adv Drug Deliv Rev,
2002. 54(4): pag. 547-70., Sato, H., “Enzymatic procedure for site-specific pegylaton of proteins”. Adv Drug Deliv Rev,
2002. 54(4): pag. 487-504, Bowen, S., et al., “Relationship between molecular mass and duration of activity of
polyethytene glycol conjugated granulocyte colony-stimulating factor mutein”. Exp Hematol, 1999. 27(3): pag. 42532,
Chapman, A.P., et al., “Therapeutic antibody fragments with prolonged in vivo half-lives”. Nat Biotechnol, 1999. 17(8):
pag. 780-3). Ademas, el niUmero de porciones PEG unidas a la proteina puede variar, y ejemplos de entre uno y seis
unidades de PEG estando unidas a las proteinas han sido reportados (Wang, Y.S., et al., “Structural and biological
characterization of pegylated recombinant interferon alpha-2b and its therapeutic implications”. Adv Drug Deliv Rev,
2002. 54(4): pag. 547-70., Bowen, S., et al., “Relationship between molecular mass and duration of activity of
polyethytene glycol conjugated granulocyte colony-stimulating factor mutein”. Exp Hematol, 1999. 27(3): pag. 42532].
Ademas, se ha utilizado la presencia o ausencia de un enlazador entre PEG, asi como varios grupos reactivos para
conjugacién. Por tanto, el PEG puede enlazarse a grupos amino de la terminal N, o a residuos de aminoacidos con
grupos reactivos amino o hidroxilo (Lys, His, Ser, Thr y Tyr) directamente o usando acido y-amino butirico como un
enlazador. Ademas, el PEG puede acoplarse a grupos carboxilo (Asp, Glu, terminal C) o sulfhidrilo (Cys). Finalmente,
los residuos GIn pueden ser especificamente pegilados usando la enzima transglutaminasa y se han descrito
derivados de alquilamina de PEG (Sato, H., “Enzymatic procedure for site-specific pegylation of proteins”. Adv Drug
Deliv Rev, 2002. 54(4): pag. 487-504].

Se ha demostrado que aumentando el grado de pegilacién da como resultado un aumento en la semivida in vivo. Sin
embargo, seré apreciado por los expertos en la técnica que el proceso de pegilacién necesitara optimizarse para un
polipéptido de anticuerpo particular en una base individual.

El PEG puede acoplarse a enlaces bisulfuro naturales como se describe en WO 2005/007197. Los enlaces bisulfuro
pueden estabilizarse a través de la adicién de un puente quimico que no compromete la estructura terciaria de la
proteina. Esto permite usar la selectividad del tiol de conjugacién de los dos sulfuros que comprenden un enlace
bisulfuro para crear un puente para la unién especifica de sitio del PEG. De este modo, se evita la necesidad de
disefiar residuos en un péptido para unién de las moléculas diana.

Varios copolimeros de bloque alternativos también pueden conjugarse covalentemente como se describe en el

documento WO 2003/059973. Los conjugados poliméricos terapéuticos pueden mostrar mejores propiedades
térmicas, cristalizacién, adhesion, hinchamiento, revestimiento, conformacién y biodistribucién dependiente del pH.
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Ademas, pueden lograr una circulaciéon prolongada, liberaciéon del bioactivo en el entorno proteolitico y acido del
lisosoma secundario después de la captacion celular del conjugado por pinocitosis y propiedades fisicoquimicas mas
favorables debido a las caracteristicas de las moléculas grandes (por ejemplo, mayor solubilidad del farmaco en los
fluidos bioldgicos). Los copolimeros de co-bloque, comprenden bloques hidréfilos e hidréfobos, que forman micelas
poliméricas en solucién. Con la disociacion de las micelas, las moléculas individuales del copolimero de bloque se
excretan de manera segura.

(b) Proteinas de Fusién

Cuando la invencién comprende o reside en el uso de un imitador de anticuerpos (véase més arriba), los siguientes
tipos de proteinas de fusién pueden ser Utiles para prolongar la semivida in vivo.

Proteinas de fusién de IgG

Las moléculas de inmunoglobulina humanan G (IgG) tienen semividas en circulacién de aproximadamente 20 dias. La
porcién Fc de las moléculas de IgG se han usado extensamente para la creacion de proteinas de fusién que consisten
en una parte de Fc y una proteina con un uso terapéutico. Esas proteinas de fusién presentan una semivida prolongada
en comparacién con sus contrapartes que carecen de Fc. Por ejemplo, esta estrategia se usé para el desarrollo de
etanercept, un farmaco anti-reumatico compuesto de una proteina de fusién entre el receptor del factor de necrosis de
tumor p75 humano soluble y la porcion Fc de IgG humana (Goldenberg, M. M., “Etanercept, a novel drug for the
treatment of patients with severe, active rheumatoid arthritis”. Clin Ther, 1999. 21(1): pag. 75-87; discusién 1-2].

Las proteinas enlazadas a Fc se producen al crear proteinas de fusién entre Fc y la regién de unién a antigeno del
polipéptido de interés por protocolos estandar de ingenieria genética. El grupo de Fc se fusiona al extremo C de la
proteina de interés. Debido a la presencia de residuos de cisteina en la regién de bisagra de IgG, las proteinas de
fusién Fc se expresan como homodimeros enlazados a bisulfuro. Esto aumenta mas su tamafio efectivo y semividas
en circulacién. Ademas, las construcciones homodiméricas pueden tener una mayor actividad funcional debido a una
mejor avidez por su receptor / ligando en comparacién con la correspondiente forma monomérica.

Proteinas de fusién de albumina de suero humano

La albumina de suero humano (ASH) es la proteina sanguinea natural mas abundante en la circulacién y tiene una
semivida de 19 dias [Osborn, B. L., et al., “Pharmacokinetic and pharmacodynamic studies of a human serum albumin-
interferon-alpha fusion protein in cynomoigus monkeys”. J Pharmacol Exp Ther, 2002. 303(2): pag. 540-8]. Por tanto,
la ASH es un socio de fusién adecuado para la creacién de proteinas de fusiéon con mejor semivida. Las proteinas de
fusién ASH presentan una semivida prolongada debido a la capacidad de la ASH de estabilizar la proteina hacia
protedlisis y de aumentar el tiempo de residencia en el cuerpo (Veronese, F. M. y J. M. Harris, “Introduction and
overview of peptide and protein pegylation”. Adv Drug Deliv Rev, 2002. 54(4): pag. 453-6]. Las proteinas de fusidén de
ASH, incluyendo IL-2, IFN-a y -B y hormona de crecimiento (GH), se han producido y mostrado tener mejores
propiedades farmacocinéticas. El albuferén (ASH-IFN-a) y la albutropina (ASH-GH) presentan semividas que son 18
y 6 veces mas largas en monos macacos, respectivamente, que las contrapartes respectivas que carecen de un grupo
ASH (Osborn, B. L., et al., “Pharmacokinetic and pharmacodynamic studies of a human serum albumin-interferon-
alpha fusion protein in cynomoigus monkeys”. J Pharmacol Exp Ther, 2002. 303(2): pag. 540-8, Osborn, B.L., et al,,
“Albutropin: a growth hormone-albumin fusion with improved pharmacokinetics and pharmacodynamics in rats and
monkeys”. Eur J Pharmacol, 2002. 456(1-3): pag. 149-58].

Las proteinas enlazadas a ASH se producen al crear proteinas de fusiéon entre ASH y la proteina de interés por
protocolos estandar de ingenieria genética. El grupo ASH puede ser agregado ya sea en el extremo N o C. Ya que la
modificacién se agrega al extremo de la proteina, el riesgo de interferir con la estructura de la proteina y entonces con
su funcién es considerablemente menor en comparacién con las modificaciones tales como la pegilacién al interior de
la proteina. Ademas, la oportunidad de evitar la interferencia con el sitio activo de la proteina aumenta por el hecho de
que el grupo ASH puede ser agregado en cualquiera del extremo N o C de la proteina de interés (Osborn, B.L., et a/,,
“Pharmacokinetic and pharmacodynamic studies of a human serum albumin-interferon-alpha fusion protein in
cynomoigus monkeys”. J Pharmacol Exp Ther, 2002. 303(2): pag. 540-8, Osborn, B. L., et al., “Albutropin: a growth
hormone-albumin fusion with improved pharmacokinetics and pharmacodynamics in rats and monkeys”. Eur J
Pharmacol, 2002. 456(1-3). pag. 149-58, Syed, S., K. E. Kelly, y W. P. Sheffield, “Inhibition of thrombin by hirudin
genetically fused to wild-type or mutant antithrombin”. Thromb Res, 1996. 84(6): pag. 419-29], dependiendo de cual
es mas probable que resulte en una proteina de fusién con actividad biol6gica mantenida. Por tanto, en el caso del
albuferén y de la albutropina, el extremo C de la ASH se fusion6 con el extremo N de IFN-a 0 GH, respectivamente, la
creacion de una proteina de fusién hirudina-ASH funcionalmente activa, el grupo ASH tuvo que ser fusionado al
extremo C de hirudina. Estos resultados indican que las propiedades de la proteina diana determinan si la fusién en
el extremo C o N es 6ptima.

(c) Glucosilacién

La introduccién de nuevos carbohidratos que contienen &cido silico en una proteina (glico-ingenieria) ha demostrado
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mejorar la semivida in vivo. Este método puede ser usado para proteinas naturalmente glicosiladas o para proteinas
que normalmente carecen de glucosilacién [Elliott, S., et al., “Enhancement of therapeutic protein in vivo activities
through glycoengineering”. Nat Biotechnol, 2003. 21(4): pag. 414-21].

La glucosilacién de proteinas puede ser en la forma de carbohidratos enlazados a N o enlazados a O. Los
carbohidratos enlazados a N normalmente estan unidos a secuencias consenso (Asn-X-Ser/Thr) donde X es cualquier
aminoécido excepto prolina. La O-glucosilaciéon ocurre en los residuos Ser/Thr.

Para la produccion de proteinas glucosiladas, puede requerirse la introduccion de nuevos sitios de glucosilacién. Para
que ocurra la glucosilacion, la expresién puede ser realizada en sistemas de células de levadura, insectos o mamiferos.
Sin embargo, el patron de glucosilacién en las células de levadura es diferente que en las células de mamifero,
generando proteinas hiper-glucosiladas, asociadas a un riesgo de mayor inmunogenicidad. En contraste, las células
de insecto pueden preferirse ya que el patrén de glucosilacién es similar a ese en las células de mamiferos mientras
que los ciclos celulares son mas cortos y por lo tanto es més rapido el proceso de expresion. Darbepoetin-a es un
ejemplo de una eritropoyetina humana modificada expresada en células CHO. Contiene dos sitios extra de N-
glucosilacién, resultando en una mejora de tres veces la semivida in vivo (Elliott, S., et al., “Enhancement of therapeutic
protein in vivo activities through lycoengineering”. Nat Biotechnol, 2003. 21(4): pag. 414-21].

Un método alternativo de glucosilaciéon es la adicién quimica de grupos de carbohidrato a las proteinas. En este
método, la proteina se expresa desnuda, por ejemplo en E coli. Después de la expresién y purificacion, la proteina es
glucosilada en un procedimiento completamente sintético libre de células. El método ofrece gran flexibilidad en
términos de nimero, tamafio y tipo de carbohidrato a ser agregado.

(d) Acilacién/miristoilacién de acido graso

Los é&cidos grasos tienen una alta afinidad y alta capacidad de unién a ASH. Esta caracteristica puede ser utilizada
para mejorar la semivida de las proteinas. Por tanto, puede unirse un acilo graso a los aminoacidos de las proteinas,
generando asi las proteinas aciladas de acilo graso. Al alcanzar la circulacidn, el grupo acilo graso es capaz de unirse
a la ASH circulante, resultando en una mejor semivida in vivo de la proteina.

Este método fue usado para el desarrollo de la Insulina detemir, que fue acilada con acilo graso con miristato en Lys82°
por tratamiento de insulina con ésteres de succinimida-acido graso hidroxilo en dimetil formamida/DMSO [Kurtzhals,
P., et al., “Albumin binding of insulins acylated with fatty acids: characterization of the ligand-protein interaction and
correlation between binding affnity and timing of the insulin effect in vivo”. Biochem J, 1995. 312 (Pt 3): pag. 725-31,
Hamilton-Wessler, M., et al., “Mechanism of protracted metabolic effects of fatty acidicylated insulin, NN304, in dogs:
retention of NN304 by albumin”. Diabetologia, 1999. 42(10): pag. 1254-63]. Esto generd un anélogo de insulina con
aumento de la semivida in vivo debido a la uniéon de ASH.

(e) Dextrano

El dextrano resulta en una inmovilizacién de la proteina, resultando en una liberacién lenta y mejora asi la semivida
de la proteina. El Dextrano-estreptocinasa, ha sido comercializado en Rusia para terapia trombolitica. Ademas,
insulina, somatostatina (que se usa para terapia y diagnéstico de tumores que expresan receptores de somatostatina)
y el farmaco inactivante de ribosoma tricosantina conjugado a dextrano, tuvo semividas apreciablemente mejoradas
[Baudys, M., et al., “Extending insulin action in vivo by conjugation to carboxymethyl dextran”. Bioconjug Chem, 1998.
9(2): pag. 176-83, Chan, W. L., et al., “Lowering of trichosanthin immunogenicity by site-specific coupling to dextran”.
Biochem Pharmacol, 1999. 57(8): pag. 927-34, Wulbrand, U., et al., “A novel somatostatin conjugate with a high affinity
to LLA five somatostatin receptor subtypes”. Cancer, 2002. 94(4 Supl): pag. 1293-7].

Ademas de los compuestos farmacéuticos a base de proteina, el dextrano ha sido usado para mejorar la semivida de
antibiéticos y farmacos citotéxicos [Yura, H., et al., “Synthesis and pharmacokinetics of a novel macromolecular
prodrug of Tacrolimus (FK506), FK506-dextran conjugate”. J Contro/ Release, 1999. 57(1): pag. 87-99, Nakashima,
M., et al, “In vitro characteristics and in vivo plasma disposition of cisplatin conjugated with oxidized and
dicarboxymethylated dextrans”. Biol Pharm Bull, 1999. 22(7): pag. 756-61, Kim, D. S., Y. J. Jung y. M. Kim, “Synthesis
and properties of dextran-linked ampicillin®. Drug Dev Ind Pharm, 2001. 27(1): pag. 97-101].

La conjugacién del dextrano se realiza por aminacién reductiva usando dextrano activado con periodato por el uso de
bromuros de cianégeno [Wulbrand, U., et al., A novel somatostatin conjugate with a high affinity to LLA five
somatostatin receptor subtypes”. Cancer, 2002. 94(4 Supl): pag. 1293-7, Kim, D. S., Y. J. Jung e Y. M. Kim, “Synthesis
and properties of dextran-linked ampicillin®. Drug Dev Ind Pharm, 2001. 27(1): pag. 97-101]. El dextrano usado puede
variar en tamafio, y se ha usado el dextrano que varia de 9 a 82 kDa [Kim, D. S., Y. J. Jung e Y. M. Kim, “Synthesis
and properties of dextran-linked ampicillin®. Drug Dev Ind Pharm, 2001. 27(1): pag. 97-101, Behe, M., et al,,
“Biodistribution, blood half-life, and receptor binding of a somatostatin-dextran conjugate”. Med Oncol, 2001. 18(1):
pags. 59-64].

Ademas de mejorar la semivida de los farmacos, la conjugacién del dextrano puede también reducir la
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inmunogenicidad [Chan, W.L., et al., “Lowering of trichosanthin immunogenicity by site-specific coupling to dextran”.
Biochem Pharmacol, 1999. 57(8): pag. 927-34].

Por tanto, en una realizacién del primer aspecto de la invencién, el polipéptido de la invencién es o comprende un
polipéptido de "fusion".

Ademas de ser fusionado a una porcidn para mejorar las propiedades farmacocinéticas, sera apreciado que el
polipéptido de la invencién puede también ser fusionado a un polipéptido tal como glutation-S-transferasa (GST) o
proteina A para facilitar la purificacién de dicho polipéptido. Ejemplos de esas fusiones son bien conocidos a los
expertos en la técnica. De modo similar, dicho polipéptido puede ser fusionado a una etiqueta de oligo-histidina, tal
como His6, o a un epitopo reconocido por un anticuerpo tal como el bien conocido epitopo de etiqueta Myc. Las
fusiones a cualquier variante o derivado de dicho polipéptido también se incluyen en el alcance de la invencién. Sera
apreciado que las fusiones (o variantes, derivados o fusiones de los mismos) que retienen o mejoran las propiedades
deseables, tales como las propiedades de unién a IL-1R o semivida in vivo son preferidos.

Por tanto, la fusién puede comprender una secuencia de aminoacidos como se detalla antes junto con una porcién
adicional que confiere un aspecto deseable en dicho polipéptido de la invencién; por ejemplo, la porcién puede ser Util
en detectar o aislar el polipéptido, o promover la captacién celular del polipéptido. La porcién puede ser, por ejemplo,
una porcién de biotina, una porcién radioactiva, una porcion fluorescente, por ejemplo un fluoréforo pequefio o un
fluoréforo fluorescente verde de proteina (GFP), como es bien sabido por los expertos en la técnica. La porcidn puede
ser una etiqueta inmunogénica, por ejemplo una etiqueta Myc, como es sabido por los expertos en la técnica o puede
ser una molécula lipéfila 0 dominio de polipéptido que es capaz de promover la captacién celular del polipéptido, como
es sabido por los expertos en la técnica.

Seré apreciado por los expertos en la técnica que los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden comprender
o consistir en uno 0 més aminoacidos que han sido modificados o deriva tizados.

Los derivados quimicos de uno 0 mas aminoacidos pueden lograrse por reaccién con un grupo secundario funcional.
Esas moléculas derivatizadas incluyen, por ejemplo, esas moléculas en las que los grupos amino libres han sido
derivatizados para formar clorhidratos de amina, grupos p-toluen-sulfonilo, grupos carboxibenzoxi, grupos t-
butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. Los grupos carboxilo libres pueden ser derivatizados para formar
sales, metil y etil ésteres u otros tipos de ésteres e hidrazidas. Los grupos hidroxilo libres pueden ser derivatizados
para formar derivados de O-acilo o O-alquilo. También se incluyen como derivados quimicos esos péptidos que
contienen derivados naturales de aminoacidos de los veinte aminoacidos estédndar. Por ejemplo: 4- hidroxiprolina
puede ser sustituida por prolina; 5-hidroxilisina puede ser sustituida por lisina; 3- metilhistidina puede ser sustituida
por histidina; homoserina puede ser sustituida por serina y ornitina por lisina. Los derivados también incluyen péptidos
que contienen una o mas adiciones o deleciones en tanto que se mantenga la actividad necesaria. Otras
modificaciones incluidas son amidacién, acilacién del extremo amino (por ejemplo acetilacién o amidacién de acido
tioglicélico), amidacién del extremo carboxilo (por ejemplo con amoniaco o metilamina), y modificaciones similares de
los extremos.

Se apreciard ademés por los expertos en la técnica que también pueden ser Utiles los compuestos peptidomiméticos.
El término “peptidomimético” se refiere a un compuesto que imita la conformacién y aspectos deseables de un péptido
particular como un agente terapéutico.

Por ejemplo, dicho polipéptido incluye no solo moléculas en las que los residuos de aminoéacidos se unen por enlaces
peptidicos (-CO-NH-) sino también moléculas en las que se invierte el enlace peptidico. Esos peptidomiméticos retro-
inversos pueden formarse usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo tales como esos descritos en Meziere
et al (1997) J Immunol. 159, 3230-3237. Este enfoque implica hacer pseudo-péptidos que contienen cambios que
involucran la estructura principal, y no la orientacién de las cadenas secundarias. Los péptidos retro-inversos, que
contienen enlaces NH-CO en vez de enlaces peptidicos CO-NH, son mucho mas resistentes a la protedlisis. Como
alternativa, dicho polipéptido puede ser un compuesto peptidomimético en donde uno o mas de los residuos de
aminoécidos se enlaza por un enlace -y(CHoNH)- en vez del enlace amida convencional.

En una alternativa adicional, el enlace peptidico puede ser dispensado con todo con la condicién de que se use una
porcién enlazante adecuada que retenga la separacidn entre los &tomos de carbono de los residuos de aminoécidos;
puede ser ventajoso que la porcién enlazante tenga sustancialmente la misma distribuciéon de carga y sustancialmente
la misma planaridad como un enlace peptidico.

Seré también apreciado que dicho polipéptido puede convenientemente ser bloqueado en su extremo N o C para
ayudar a reducir la susceptibilidad a la digestién exo-proteolitica.

También se ha usado varios aminoacidos sin codificar o modificados tales como D-aminoécidos y N-metil aminoacidos
para modificar los péptidos de mamiferos. Ademas, puede establecerse una conformacién bioactiva asumida por una
modificacién covalente, tal como ciclizacién o por incorporacidén de lactama u otros tipos de puentes, por ejemplo véase
Veber et al.,, 1978, Proc Natl. Acad. Sci EE.UU. 75:2636 y Thursell et al., 1983, Biochem. Biophys. Res. Comm.
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111:166.

Los polipéptidos de anticuerpo de la invencidén pueden ser aumentados con una porcién funcional para facilitar su uso
destinado, por ejemplo como un agente de diagnéstico (por ejemplo formacién de imégenes in vivo) o agente
terapéutico. Por tanto, en una realizacidn, el polipéptido de anticuerpo se enlaza, directa o indirectamente, a una
porcién terapéutica.

En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segln cualquiera de las reivindicaciones
precedentes comprende ademas una porcidn terapéutica (por ejemplo citotéxica).

Puede usarse cualquier porcién terapéutica adecuada. Una porcién terapéutica adecuada es una que es capaz de
reducir o inhibir el crecimiento, o en particular eliminar, una célula de cancer (o mastocitos o células progenitoras
asociadas). Por ejemplo, el agente terapéutico puede ser una porcidn citotéxica. La porcién citotdéxica puede
comprender o consistir en uno o mas radioisétopos. Por ejemplo, el uno o mas radioisétopos puede cada uno ser
independientemente seleccionado del grupo que consiste en beta-emisores, emisores Augur, emisores de conversion
de electrones, alfa-emisores, y emisores de energia de bajo contenido de fotones. Puede ser deseable que el uno o
mas radiois6topos tenga cada uno independientemente un patrén de emisién de energia absorbida localmente que
crea una dosis absorbida alta en la vecindad del agente. Radiois6topos a modo de ejemplo pueden beta-emisores de
intervalo largo, tales como P, 32P, 18Re/1%Re; 1%6Ho, 78As/7’As, 89Sr, 153Sm; beta-emisores de intervalo medio, tales
como "3, 177y, Cu, "®1Tb, '%Rh; beta-emisores de intervalo bajo, tales como “°Ca o *S; emisores de conversion o
Auger, tales como %'Cr, 8Ga, ®Tc™, "1In, 114mIn, 23] 125 201T|: y alfa-emisores, tales como 2'2Bi, 23Bi, 223Ac, 2*°Ac,
212pp, 255Fm, 2°Ra, 1*°Tb y 22'At. Estan disponibles otros radiontclidos y sera posibles para uso en terapia.

En una realizacion preferida, el polipéptido de anticuerpo estd enlazado a (o etiquetado de otro modo con) el
radiois6topo 7Lu.

Como alternativa, la porcién terapéutica puede comprender o consistir de uno o mas farmacos terapéuticos (tales
como citotéxicos), por ejemplo, un farmaco citostatico; un farmaco anti- andrégeno; cortisona y derivados de los
mismos; un fosfonato; un inhibidor de testosterona-5-a- reductasa; un adendo de boro; una citocina; tapsigargina y
sus metabolitos; una toxina (tal como saporina o calicamicina); un agente quimioterapéutico (tal como un
antimetabolito); o cualquier otro fArmaco citotéxico terapéutico util en el tratamiento de canceres.

Farmacos a modo de ejemplo terapéuticos/citotéxicos pueden incluir por ejemplo:

o Citostaticos, en particular esos con efectos secundarios limitantes de dosis, incluyendo pero sin limitacién a
ciclofosfamida, clorambucil, ifosfamida, busulfano, lomustina, taxanos, fosfato de estramustina y otras mostazas
de nitrégeno, antibiéticos (incluyendo doxorubicina, calicamicinas y esperamicina), alcaloides vinca, azaridinas,
compuestos que contiene platino, endostatina, sulfonatos de alquilo, nitrosoureas, triazenos, anélogos de é&cido
félico, anélogos de pirimidina, analogos de purina, enzimas, urea sustituida, derivados de metil-hidrazina,
daunorubicina, aminas anfipaticas,

Anti-andrégenos tales como flutamida y bikalutamida y metabolitos de los mismos;

Cortisona y derivados de la misma;

Fosfonatos tales como difosfonato y bufosfonato;

Inhibidores de Testosterona-5-a-reductasa;

Adendos de boro;

Citocinas;

Tapsigargina y sus metabolitos.

Como alternativa, la porcidn citotéxica puede comprender o consistir en una o més porciones adecuadas para uso en
terapia de activacion, tal como terapia de activacion de fotones, terapia de activaciéon de neutrones, terapia de
electrones Auger inducida por neutrones, terapia de irradiaciéon de sincrotrones o terapia de activacién de fotones de
rayos X de baja energia.

Por ejemplo, con los polipéptidos de anticuerpo de la invencién habra el potencial de usar radiacién de sincrotrones (o
rayos X de baja energia) para el avance de la radioterapia, enfocdndose principalmente en la llamada radioterapia de
activacion de fotones (PAT), en donde la deposicion de energia local de la irradiacién externa de rayos X aumenta en
el tejido de cancer por la interaccién con un agente previamente administrado dirigido a un tumor Z grande.

La realizacién de tratamiento PAT usa rayos X monocromaticos de una fuente de sincrotones, tal como se ofrece por
la linea de haz de luz biomédica ID17 en la Instalacién de Radiacién de Sincrotones de Europa (ESRF) en Grenoble,
y como se anticipa que estard disponible en el futuro en otras instalaciones tales como la nueva instalacién de
sincrotones Sueca, Max-IV.

La investigacién en "terapia de tumor de electrones Auger inducidos", a ser realizada en la préxima Fuente de
Fragmentacién Europea (ESS) en Lund, proporciona una realizacién adicional potencial de tratamiento. Los neutrones
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térmicos y semitérmicos producidos por el reactor se han usado por mucho tiempo para la Terapia de Captura de
Neutrones de Boro, BNCT, tanto para experimentos preclinicos como para tratamiento de tumores cerebrales con las
particulas alfa inducidas y el nticleo de retroceso (’L) que da una alta energia absorbida localmente. Un enfoque similar
es usar neutrones y moléculas adecuadas dirigidas a tumor marcadas con nlcleos estables con una gran seccién
transversal para los neutrones. Lo anticuerpos o péptidos pueden por ejemplo marcarse con Gadolinio estable (*’Gd)
y actuar como la molécula diana para los neutrones que son capturados por el nlcleo de Gd, llamada Terapia de
Captura de Neutrones por Gadolinio (GANCT). Mediante las técnicas de Monte Carlo, la distribucién de la dosis en el
tumory los tejidos circundantes se calcula como si resultara de y-fotones, neutrones, retrocesos nucleares, asi como
los rayos X caracteristicos, conversion interna y electrones Auger de gadolinio u otros elementos potenciales.

Opcionalmente, el polipéptido de anticuerpo de la invencion puede comprender ademas una porcién detectable. Por
ejemplo, una porcién detectable puede comprender o consistir de un radioisétopo, tal como un radioisétopo
seleccionado del grupo que consiste en ©mTc, "in, 87Ga, %8Ga, 72As, 89Zr, 123 y 20'T| Opcionalmente, el agente puede
comprender un par de radion(clidos detectables y citotoxicos, tales como #v/*Cy o 124/21"At. Como alternativa, el
polipéptido de anticuerpo puede comprender un radioisétopo que es capaz de actuar simultineamente en una manera
multimodal como una porcién detectable y también como una porcidn citotdxica para proporcionar los llamados
"teragnésticos multimodales”. Las porciones de unién pueden por tanto acoplarse a nanoparticulas que tiene la
capacidad de formacién de imagenes multiples (por ejemplo, SPECT, PET, MRI, Optica, o Ultrasonido) junto con la
capacidad terapéutica usando farmacos citotdxicos, tales como radionulclidos o agentes de quimioterapia.

Como alternativa, la porcién detectable puede comprender o consistir de un isétopo paramagnético, tal como un
isétopo paramagnético seleccionado del grupo que consiste en '>’Gd, %Mn, 162Dy, 52Cr y Fe.

En el caso de que el polipéptido de anticuerpo comprenda una porcién detectable, después la porcién detectable
puede ser detectable por una técnica de formacién de imagen tal como formacién de imagen SPECT, PET, MRI, éptica
o de ultrasonido.

Las porciones terapéuticas y/o detectables (tales como un radiocisétopo, porcién citotéxica o similares) pueden ser
enlazadas directamente, o indirectamente, al anticuerpo o fragmento del mismo. Los enlazadores adecuados son
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, grupos prostéticos, enlazadores no fendlicos (derivados de N-
succimidil-benzoatos; dodecaborato), porciones quelantes tanto de quelantes macrociclicos como de aciclicos, tales
como derivados de &cido 1,4,7,10-tetraazacidododecan-1,4,7,10 tetraacético (DOTA), deferoxamina (DFO), derivados
de 4cido dietilenetriaminpentaacético (DTPA), derivados de acido S-2-(4-Isotiocianatobencil)-1,4,7-triazaciclononano-
1,4, 7-triacético (NOTA) y derivados de acido 1,4,8,11- tetraazacidodocedan-1,4,8,11-tetraacético (TETA), derivados
de écido 3,6,9,15-Tetraazabicido[9.3.1]-pentadeca-1(15),11,13-trien-4-(S)-(4-isotiocianato-bencil)-3,6,9-triacético
(PCTA), derivados de acido 5-S-(4-Aminobencil)-1-oxa-4,7,10-triazaciclododecan-4,7,10- tris(acético) (DO3A) y otras
porciones quelantes.

Un enlazador preferido es DTPA, por ejemplo como se usa en '7’Lu-DTPA-[polipéptido de anticuerpo de la invencién].
Un enlazador mas preferido es deferoxamina, DFO, por ejemplo como se usa en 3°Zr-DFO-[polipéptido de anticuerpo
de la invencién].

Sin embargo, sera apreciado por los expertos en la técnica que algunos usos médicos de los polipéptidos de anticuerpo
de la invencién no requeriran la presencia de una porcidn citotéxica o de diagndstico.

Por tanto, cuando el efecto terapéutico del anticuerpo de la invencién es mediado por la inhibicién de la sefializacion
de IL-1 (o sefalizacién de IL-33 y/o IL-36), un puede ser adecuado un polipéptido de anticuerpo "desnudo". Por
ejemplo, cuando el efecto terapéutico es mediado por un efecto directo del anticuerpo de la invencién en células
inmunes, por ejemplo para reducir inflamacién, puede ser ventajoso para el anticuerpo carecer de cualquier actividad
citotdxica.

Como se discutié antes, los métodos para la producciéon de polipéptidos de anticuerpo de la invencién son bien
conocidos en la técnica.

Convenientemente, el polipéptido de anticuerpo es o comprende un polipéptido recombinante. Los métodos
adecuados para la produccion de esos polipéptidos recombinantes son bien conocidos en la técnica, tales como la
expresién en células hospedadoras procariotas o eucariotas (por ejemplo, véase Green y Sambrook, 2012, “Molecular
Cloning, A Laboratory Manual”, 42 edicién, Cold Spring Harbor, Nueva York).

Los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden también ser producidos usando un sistema de traduccién in
vitro disponible en el comercio, tal como un lisado de reticulocitos de conejo o lisado de germen de trigo (disponible
de Promega). Preferiblemente, el sistema de traduccién es un lisado de reticulocito de conejo. Convenientemente, el
sistema de traduccién puede ser acoplado a un sistema de transcripcién, tal como el sistema de transcripcién-
traduccién TNT (Promega). Este sistema tiene la ventaja de producir un transcrito de ARNm adecuado de un
polinucleétido de ADN codificante en la misma reaccién como en la traduccién.

Los expertos en la técnica apreciaran que los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden, como alternativa,
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sintetizarse artificialmente, por ejemplo, usando técnicas de sintesis bien conocidas de fase liquida o fase sélida (tal
como sintesis de péptido de fase sélida t-Boc o Fmoc).

Un segundo aspecto de la invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del primer aspecto de la invencién, o una cadena del polipéptido componente del
mismo. Por "molécula de acido nucleico” incluimos ADN (por ejemplo ADN genémico o ADN complementario) y
moléculas de ARNm, que pueden ser mono o bicatenarias. Por "aislado" se entiende que la molécula de &cido nucleico
no esta ubicada o proporcionada de otro modo dentro de una célula.

En una realizacién, la molécula de acido nucleico es una molécula de ADNc.

Los expertos en la técnica apreciardn que la molécula de acido nucleico puede ser optimizada por codén para la
expresién del polipéptido de anticuerpo en una célula hospedadora particular, por ejemplo para la expresién en células
humanas (por ejemplo, véase Angov, 2011, Biotechnol J 6(6):650-659).

También se incluye dentro del alcance de la invencién lo siguiente:

(a) un tercer aspecto de la invencidn proporciona un vector (tal como un vector de expresién) que comprende una
molécula de acido nucleico de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién;

(b) un cuarto aspecto de la invencién proporciona una célula hospedadora (tal como una célula de mamifero, por
ejemplo, célula humana o célula de ovario de hamster Chino, por ejemplo células CHOK1SV) que comprende una
molécula de acido nucleico de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién o un vector de acuerdo con el tercer
aspecto de la invencion; y

(c) un quinto aspecto de la invencién proporciona un método de formacién de un polipéptido de anticuerpo de
acuerdo con el primer aspecto de la invencién que comprende cultivar una poblacién de células hospedadoras de
acuerdo con el cuarto aspecto de la invencién, en condiciones en las que dicho polipéptido se expresa, y aislando
al polipéptido de las mismas.

Un sexto aspecto de la invencidn proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno segun el primer aspecto de la invencién
y un diluyente, vehiculo, adyuvante o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los expertos en la técnica apreciardn que también pueden incluirse compuestos adicionales en las composiciones
farmacéuticas, incluyendo, agentes quelantes tales como EDTA, citrato, EGTA o glutationa.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser preparadas en una manera conocida en la técnica que es
suficientemente estable en almacenamiento y adecuada para la administracién a seres humanos y animales. Por
ejemplo, las composiciones farmacéuticas pueden ser liofilizadas, por ejemplo a través de secado por congelamiento,
secado por aspersién, enfriamiento por aspersién, o a través del uso de formacién de particulas de formacién
supercritica de particulas.

Por "farmacéuticamente aceptable" se quiere decir un material no téxico que no disminuye la eficacia de la actividad
de unién a IL1RAP del polipéptido de anticuerpo de la invencién. Esos reguladores, vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables, son bien conocidos en la técnica (véase “Remington”s Pharmaceutical Sciences”, 182
edicién, A. R Gennaro, Ed., Mack Publishing Company (1990) y “handbook of Pharmaceutical Excipients”, 32 edicién,
A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press (2000)).

El término "regulador” pretende significar una solucién acuosa que contiene una mezcla de acido-base con el propésito
de establecer un pH. Ejemplos de reguladores son Trizma, Bicina, Tricina, MOPS, MOPSO, MOBS, Tris, Hepes,
HEPBS, MES, fosfato, carbonato, acetato, citrato, glicolato, lactato, borato, ACES, ADA, tartrato, AMP, ATMP,
AMPSO, BES, CABS, cacodilato, CHES, DIPSO, EPPS, etanolamina, glicina, HEPPSO, imidazol, &cido
imidazolelactico, PIPES, SSC, SSPE, POPSO, TAPS, TABS, TAPSOy TES.

El término "diluyente" pretende significar una solucién acuosa o no acuosa con el propésito de diluir el polipéptido de
anticuerpo en la preparacion farmacéutica. El diluyente puede ser uno o més de salina, agua, polietilenglicol,
propilenglicol, etanol o aceites (tales como aceite de girasol, aceite de maiz, aceite de cacahuate, aceite de semilla de
algoddn o aceite de ajonjoli).

El término "adyuvante" pretende significar cualquier compuesto agregado a la formulacién para aumentar el efecto
biolégico del polipéptido de anticuerpo de la invencién. El adyuvante puede ser uno o mas de sales de cinc, cobre o
plata con diferentes aniones, por ejemplo, pero sin limitacién a fluoruro, cloruro, bromuro, yoduro, tiocianato, sulfito,
hidréxido, fosfato, carbonato, lactato, glicolato, citrato, borato, tartrato, y acetatos de diferente composiciéon de acilo.
El adyuvante puede ser también polimeros catiénicos tales como éteres catiénicos de celulosa, ésteres catidnicos de
celulosa, acido hialurénico desacetilado, quitosan, dendrimeros catiénicos, polimeros catiénicos sintéticos tales como
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poli(vinil imidazol), y polipéptidos catiénicos tales como polihistidina, polilisina, poliarginina, y péptidos que contienen
es0s aminoacidos.

El excipiente puede ser uno o més de carbohidratos, polimeros, lipidos y minerales. Ejemplos de carbohidratos
incluyen lactosa, glucosa, sacarosa, manitol, y ciclodextrinas, que se agregan a la composicién, por ejemplo para
facilitar la liofilizacion. Ejemplos de polimeros son almidén, éteres de celulosa, celulosa carboximetilcelulosa,
hidroxipropilmetil celulosa, hidroxietil celulosa, etilhidroxietil celulosa, alginatos, carageninas, acido hialurénico y
derivados del mismo, acido poliacrilico, polisulfonato, polietilenglicol/6xido de polietileno, copolimeros de 6xido de
polietileno/6xido de polipropileno, alcohol polivinilico/acetato de polivinilo de diferentes grados de hidrélisis, y
polivinilpirrolidona, todos de diferentes pesos moleculares, que son agregados a la composicién, por ejemplo, para el
control de viscosidad, para lograr la bioadhesién, o para proteger el lipido de degradacién quimica o proteolitica.
Ejemplos de lipidos son acidos grasos, fosfolipidos, mono-, di-, y triglicéridos, ceramidas, esfingolipidos y glucolipidos,
todos de diferente longitud de cadena de acilo y saturacién, lecitina de huevo, lecitina de soya, lecitina hidrogenada
de huevo y de soya, que son agregados a la composicién por razones similares a esas para los polimeros. Ejemplos
de minerales son talco, 6xido de magnesio, 6xido de cinc y 6xido de titanio, que son agregados a la composicién para
obtener beneficios tales como la reduccién de acumulacién de liquido o propiedades ventajosas de pigmento.

Los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden ser formulados en cualquier tipo de composicién farmacéutica
conocida en la técnica que sea adecuada para el suministro de los mismos.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden estar en forma de un liposoma, en donde
se combina el polipéptido de anticuerpo, ademas de otros vehiculos farmacéuticamente aceptables, con agentes
anfipaticos tales como lipidos, que existen en formas agregadas como micelas, monocapas insolubles y cristales
liquidos. Los lipidos adecuados para la formulacién liposomal incluyen, sin limitacién, monoglicéridos, diglicéridos,
sulfatidos, lisolecitina, fosfolipidos, saponina, acidos biliares, y similares. Los lipidos adecuados también incluyen los
lipidos antes modificados por poli(etilenglicol) en el grupo delantero polar para prolongar el tiempo de circulacién en la
corriente sanguinea. La preparaciéon de esas formulaciones liposomales puede ser encontrada en, por ejemplo, el
documento US 4.235.871.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon también pueden estar en la forma de microesferas biodegradables.
Los poliésteres alifaticos, tales como poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), copolimeros de PLA y PGA
(PLGA) o poli(caprolactona) (PCL), y polianhidridos ha sido usados ampliamente como polimeros biodegradables en
la produccién de microesferas. Las preparaciones de esas microesferas pueden encontrarse en los documentos US
5.851.451 y en EP 0 213 303.

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas de la invencion se proporcionan en la forma de geles de polimero,
donde los polimeros tales como almidén, éteres de celulosa, celulosa carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetil celulosa,
hidroxietil celulosa, etilhidroxietil celulosa, alginatos, carrageninas, &cido hialurénico y derivados de los mismos, &cido
poliacrilico, polivinil imidazol, polisulfonato, polietilenglicol/éxido de polietileno, copolimeros de 6xido de
polietileno/6xido de polipropileno, alcohol polivinilico/acetato de polivinilo de diferente grado de hidrélisis, y
polivinilpirrolidona se usan para espesar la solucién que contiene el agente. Los polimeros pueden comprender
también gelatina o colageno.

Como alternativa, el polipéptido de anticuerpo puede simplemente disolverse en salina, agua, polietilenglicol,
propilenglicol, etanol o aceites (tales como aceite de cartamo, aceite de maiz, aceite de cacahuate, aceite de semilla
de algodén o aceite de ajonjoli), goma de tragacanto, y/o varios reguladores.

Sera apreciado que las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden incluir iones y un pH definido para
potenciacién de la accién del polipéptido de anticuerpo activo. Ademas, las composiciones pueden ser sometidas a
operaciones farmacéuticas convencionales tales como esterilizacion y/o puede contener adyuvantes convencionales
tales como conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes, reguladores, rellenos, etc.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencién pueden ser administradas a través de cualquier ruta adecuada
conocida por los expertos en la técnica. Por tanto, las rutas de administracién posibles incluyen parenteral
(intravenosa, subcutanea, e intramuscular), topica, ocular, nasal, pulmonar, bucal, oral, parenteral, vaginal y rectal.
También es posible la administracién de implantes.

En una realizacién preferida, las composiciones farmacéuticas se administran parenteralmente, por ejemplo, por via
intravenosa, intracerebroventricular, intraarticular, intraarterial, intraperitoneal, intratecal, intraventricular, intraesternal,
intracraneal, intramuscular o subcutanea, o pueden ser administradas por técnicas de infusién. Se usan
convenientemente en la forma de una soluciéon acuosa estéril que puede contener otfras sustancias, por ejemplo,
suficientes sales o glucosa para hacer la solucién isoténica con la sangre. Las soluciones acuosas deben ser
adecuadamente reguladas (preferiblemente a un pH de 3 a 9), si fuese necesario. La preparacién de formulaciones
parenterales adecuadas bajo condiciones estériles se efectlia facilmente por técnicas farmacéuticas estandar bien
conocidas por los expertos en la técnica.
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Las formulaciones para la administracién parenteral incluyen soluciones para inyeccién estériles acuosas y no acuosas
que pueden contener antioxidantes, reguladores de pH, bacteriostéticos y solutos que hacen la formulacién isotdnica
con la sangre del destinatario; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
suspensién y agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en envases de dosis unitaria o dosis
multiples sellados, por ejemplo, ampolletas y frascos y pueden ser almacenadas en una condicibn seca por
congelamiento (liofilizada) que requiere Unicamente la adicién del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, agua para
inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Soluciones y suspensiones de inyeccién extemporaneas pueden
prepararse de polvos estériles, granulos y tabletas del tipo previamente descrito.

Por tanto, las composiciones farmacéuticas de la invencién son especialmente adecuadas para administracion
parenteral, por ejemplo intravenosa.

Como alternativa, las composiciones farmacéuticas puede ser administradas por via intranasal o por inhalacién (por
ejemplo, en la forma de una presentacién de rocio de aerosol de un recipiente presurizado, bomba, rocio o nebulizador
con el uso de un propulsor adecuado, tal como diclorodifluorometano, triclorofluoro-metano, diclorotetrafluoro-etano,
un hidrofluoroalcano tal como 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA 134A3 0 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA 227EA3),
biéxido de carbono u otro gas adecuado). En el caso de un aerosol presurizado, la dosis unitaria puede determinarse
proveyendo una valvula para suministrar una cantidad medida. El contenedor presurizado, bomba, rociador o
nebulizador puede contener una solucién o suspensidén del polipéptido activo, por ejemplo usando una mezcla de
etanol y el propulsor como el solvente, que puede ademés contener un lubricante, por ejemplo trioleato de sorbitan.
Las capsulas y cartuchos (hechos, por ejemplo, de gelatina) para uso en un inhalador o insuflador pueden ser
formuladas para contener una mezcla de polvo de un compuesto de la invencién y una base de polvo adecuada tal
como lactosa o almidon.

Las formulaciones en aerosol o polvo seco se disponen preferiblemente de modo que cada dosis medida o “carga”
contenga al menos 1 mg de un compuesto de la invencién para suministro al paciente. Sera apreciado que la dosis
diaria total con un aerosol variard de paciente a paciente, y puede ser administrado en una Unica dosis 0, mas
usualmente, en dosis divididas en todo el dia.

Como alternativa, los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden ser administrados en la forma de un
supositorio o pesario, o pueden aplicarse tépicamente en la forma de una locién, solucién, crema, pomada o polvo
fino. Los compuestos de la invencién también pueden ser administrados por via transdérmica, por ejemplo, mediante
el uso de un parche para la piel. También pueden administrarse por la ruta ocular.

Para uso oftalmico, los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden formularse como suspensiones micronizadas
en salina isotdnica, ajustada en pH, estéril, o, preferiblemente, como soluciones en salina isoténica, ajustada en pH,
estéril, opcionalmente en combinacién con un conservante tal como un cloruro de benzalconio. Como alternativa,
pueden formularse en una pomada tal como petrolato.

Para la aplicacién tépica a la piel, el polipéptido de anticuerpo de la invencién puede ser formulado como una pomada
adecuada que contiene el compuesto activo suspendido o disuelto en, por ejemplo, una mezcla con uno o mas de los
siguientes: aceite mineral, petrolato liquido, petrolato blanco, propilenglicol, compuesto de polioxietileno
polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Como alternativa, pueden formularse como una locién o crema adecuada
suspendida o disuelta en, por ejemplo, una mezcla de uno o mas de lo siguiente: aceite mineral, monoestearato de
sorbitan, un polietilenglicol, parafina liquida, polisorbato 60, cera de cetil ésteres, alcohol cetearilico, 2-octildodecanal,
alcohol bencilico y agua.

Las composiciones farmacéuticas seran administradas a un paciente en una dosis farmacéuticamente efectiva. Una
“cantidad terapéuticamente efectiva”, o “cantidad eficaz”, o “terapéuticamente efectiva’, como se usa en la presente,
se refiere a esa cantidad que proporciona un efecto terapéutico para una afeccién dada y régimen de administracién.
Esta es una cantidad predeterminada de material activo calculado para producir un efecto terapéutico deseado en
asociacion con el aditivo y diluyente requeridos, es decir, un vehiculo o vehiculo de administracién. Ademas, se
pretende significar una cantidad suficiente para reducir y mas preferiblemente prevenir, un déficit clinicamente
significativo en la actividad, funcién y respuesta del anfitrion. Alternativamente, una cantidad terapéuticamente efectiva
es suficiente para causar una mejora en una afeccién clinicamente significativa en un anfitrién. Como se aprecia por
los expertos en la técnica, la cantidad de un compuesto puede variar dependiendo de su actividad especifica. Las
cantidades de dosis adecuadas pueden contener una cantidad predeterminada de composicién activa calculada para
producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el diluyente requerido. En los métodos y uso para la
fabricacién de las composiciones de la invencidén, se proporciona una cantidad terapéuticamente efectiva del
componente activo. Una cantidad terapéuticamente efectiva puede ser determinada por un médico o veterinario con
experiencia ordinaria con base en las caracteristicas del paciente, tal como edad, peso, sexo, condicién,
complicaciones, otras enfermedades, efc., como es bien conocido en la técnica. La administracién de la dosis
farmacéuticamente efectiva puede ser realizada tanto como una Unica administracién en la forma de una unidad de
dosis individual o como unidades de dosis mas pequefias y también por multiples administraciones de dosis
subdivididas en intervalos especificos. Como alternativa, la dosis puede proporcionarse como una infusiéon continua
durante un periodo prolongado.
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En el contexto del uso en diagnéstico de los polipéptidos de anticuerpo de la invencién, una “cantidad
farmacéuticamente efectiva’, o “cantidad eficaz”, o “diagnésticamente efectiva”, como se usa en la presente, se refiere
a esa cantidad que proporciona una sefial detectable para el diagnéstico, por ejemplo para fines de formacién de
imagen in vivo.

Los polipéptidos de anticuerpo pueden ser formulados a varias concentraciones, dependiendo de la eficacia/toxicidad
del polipéptido que se usa. Por ejemplo, la formulacién puede comprender el polipéptido de anticuerpo activo a una
concentracion de entre 0,1 pM y 1 mM, mas preferiblemente entre 1 uM y 500 puM, entre 500 pM y 1 mM, entre 300
MMy 700 UM, entre 1 pM y 100 UM, entre 100 uM y 200 pM, entre 200 yM y 300 pM, entre 300 uM y 400 uM, entre
400 uM y 500 pM, entre 500 pM y 600 M, entre 600 pM y 700 uM, entre 800 UM y 900 pM o entre 900 pM y 1 mM.
Normalmente, la formulacién comprende el polipéptido de anticuerpo activo a una concentracién de entre 300 uM y
700 pM.

Normalmente, la dosis terapéutica del polipéptido de anticuerpo (con o sin una porcién terapéutica) en un paciente
humano estara en el intervalo de 100 ug a 1 g por administracién (con base en un peso corporal de 70kg, por ejemplo
entre 300 pug a 700 mg por administracién). Por ejemplo, la méaxima dosis terapéutica puede estar en el intervalo de
0,1 a 10 mg/kg por administracién, por ejemplo entre 0,1 y 5 mg/kg o entre 1y 5 mg/kg o entre 0,1 y 2 mg/kg. Sera
apreciado que esa dosis puede ser administrada a diferentes intervalos, como se determina por el oncélogo/médico;
por ejemplo, una dosis puede ser administrada diariamente, dos veces a la semana, semanal, bisemanal o
mensualmente.

Seré apreciado por los expertos en la técnica que las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden ser
administradas solas o en combinacién con otros agentes terapéuticos usados en el tratamiento de canceres, tales
como antimetabolitos, agentes de alquilacién, antraciclinas y otros antibiéticos citotdxicos, alcaloides vinca, etopésido,
compuestos de platino, taxanos, inhibidores de topoisomerasa |, inmunosupresores anti proliferativos, corticosteroides,
hormonas sexuales y antagonistas de hormonas, y otros anticuerpos terapéuticos (tales como trastuzumab).

Seré apreciado ademas por los expertos en la técnica que los polipéptidos y formulaciones farmacéuticas de la
presente invencion tienen utilidad tanto en los campos médicos como veterinarios. Por tanto, los métodos de la
invencién pueden ser usados en el tratamiento tanto de seres humanos como de animales (tales como caballos, perros
y gatos). Preferiblemente, sin embargo, el paciente es un ser humano.

Para uso veterinario, un compuesto de la invencién es administrado como una formulacién convenientemente
aceptable de acuerdo con la préctica veterinaria normal y el cirujano veterinario determinara el régimen de dosificacién
y la ruta de administracién que seré mas apropiada para un animal particular.

Un séptimo aspecto de la invencién proporciona un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun el
primer aspecto de la invencién para uso en medicina.

En una realizacién, los polipéptidos de anticuerpo y formulaciones de la invencién pueden ser usados para tratar
pacientes o sujetos que sufren de o estén en riesgo de sufrir una enfermedad o indicacién para la cual IL1RAP es un
biomarcador.

Por tanto, un octavo aspecto relacionado de la invencién proporciona un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo segun el primer aspecto de la invencién para uso en inducir la muerte celular y/o inhibir el crecimiento y/o
proliferacién de células patolégicas asociadas a un trastorno neoplasico en un sujeto, o mastocitos o células
progenitoras del mismo, en donde las células expresan IL1RAP.

Un noveno aspecto relacionado ademas de la invencién, proporciona un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
segun el primer aspecto de la invencion para uso en el tratamiento y/o diagnéstico de un trastorno neoplésico en un
sujeto, en donde el trastorno neopléasico se asocia a células que expresan IL1RAP.

Por “tratamiento” se incluye tanto tratamiento terapéutico como profilactico del paciente. El término “profilactico” se
usa para abarcar el uso de un agente, o formulacién del mismo, como se describe en la presente que ya sea previene
o reduce la probabilidad de un trastorno neoplasico, o el esparcimiento, diseminacién, o metastasis de células de
cancer en un paciente o sujeto. El término “profilactico” también abarca el uso de un agente, o formulacién del mismo,
como se describe en la presente para prevenir la recurrencia de un trastorno neoplasico en un paciente quién ha sido
tratado previamente para el trastorno neoplasico.

Por "diagndstico" incluimos la deteccién de células cancerosas, ya sea in vivo (es decir, dentro del cuerpo de un
paciente) o ex vivo (es decir, dentro de un tejido 0 muestra de célula removida del cuerpo de un paciente).

Por "un trastorno neopléasico asociado a células que expresan IL1RAP" incluimos esos trastornos en donde las células
patolégicas que son responsables, directa o indirectamente, del trastorno expresan IL1RAP en la superficie celular.
Sera apreciado que las células que expresan IL1RAP pueden ser células de cancer, por ejemplo células de tumor, en
si. Ademas, esas células incluyen mastocitos patolégicos (es decir, mastocitos de cancer o CSC) y células
progenitoras que son responsables, directa o indirectamente, del desarrollo de un trastorno neoplasico en un individuo.
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Ejemplos de CSC se revelan en Visvader y Lindeman, 2008, Nat Rev Cancer 8:755-768.

Como alternativa, o ademés, las células que expresan IL1RAP pueden ser asociadas indirectamente al trastorno
neoplésico, por ejemplo, pueden mediar los procesos celulares requeridos para que sobrevivan las células
neoplésicas. El agente anticuerpo de la invenciéon puede en este evento dirigirse a las células esenciales para el
suministro sanguinea del tumor (angiogénesis) o células que inhiben una respuesta inmune benéfica dirigida contra
las malignas (por ejemplo macréfagos supresores o linfocitos T).

Dependiendo de si es terapéuticamente deseable eliminar las células diana que expresan IL1RAP, un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno segun el primer aspecto de la invencién puede ser usado que es capaz de inducir
ADCC. Por ejemplo, cuando las células diana de IL1RAP son células de cancer (tales como células de LMC, LMA,
LLA, melanoma, cancer de pulmén, etc.) puede ser ventajoso para el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno ser
capaz de inducir ADCC para eliminar esas células. Sin embargo, serd apreciado que también puede lograrse un
beneficio terapéutico usando un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que carece de actividad de ADCC, por
ejemplo a través de la inhibicidn de la sefializacién de IL-1 (o IL-33 0 IL-36) llevando a una reduccién en la angiogénesis
en la vecindad de un tumor.

En una realizacién, el trastorno neoplésico es un trastorno neoplasico hematolégico.

Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede ser para uso en el tratamiento y/o
diagndstico de un trastorno neoplasico seleccionado del grupo que consiste en leucemia mieloide crénica (LMC),
trastornos mieloproliferativos (TMP), sindrome mielodisplasico (SMD), leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia
mieloide aguda (LMA).

En otra realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo es para uso en el tratamiento y/o
diagndstico de un trastorno neoplasico asociado a la formacién de tumores sélidos dentro del cuerpo del sujeto.

Por tanto, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede ser para uso en el tratamiento de un
trastorno neoplasico seleccionado del grupo que consiste en cancer de préstata, cancer de mama, cancer de pulmoén,
cancer colorrectal, melanomas, cancer de vejiga, cancer de cerebro/SNC, cancer cervical, cdncer esofagico, cancer
gastrico, cancer de cabeza y cuello, cancer de rifién, cdncer de higado, linfomas, cancer de ovario, cancer pancreatico,
y sarcomas.

En relacién a los aspectos terapéutico y profilactico de la invencion, serd apreciado por los expertos en la técnica que
la unién del polipéptido de anticuerpo a IL1RAP presente en la superficie de las células asociadas al trastorno
neoplasico puede llevar a una modulacién (es decir, un aumento o disminucién) de una actividad biolégica de IL1RAP.
Sin embargo, ese efecto modulador no es esencial; por ejemplo, los polipéptidos de anticuerpo de la invencidén pueden
producir un efecto terapéutico y profilactico simplemente por virtud de unirse a IL1RAP en la superficie de las células
asociadas al tumor sélido, que a su vez puede activar el sistema inmune para inducir la muerte celular (por ejemplo
por ADCC y/o por la presencia dentro del agente de una porcidn citotéxica/radioactiva).

Por "actividad biol6gica de IL1RAP" incluimos cualquier evento de interaccidén o sefializacién que involucra la IL1RAP
en las células asociadas al trastorno neoplasico. Por ejemplo, en una realizacién el polipéptido de anticuerpo es capaz
de bloquear la unién de uno o mas correceptores a IL1RAP (tal como IL1R1, ST2, C-KIT y/o IL1RL2).

Esa inhibicién de la actividad biol6gica de IL1RAP por un polipéptido de anticuerpo de la invencidén puede ser en todo
o en parte. Por ejemplo, el agente puede inhibir la actividad biolégica de IL1RAP por al menos 10 %, preferiblemente
al menos 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 %, y lo més preferiblemente por 100 % en comparacioén
con la actividad biolégica de IL1RAP en células asociadas al trastorno neoplasico que no han sido expuestas al
polipéptido de anticuerpo. En una realizacién preferida, el polipéptido de anticuerpo es capaz de inhibir la actividad
biolégica de IL1RAP por 50 % o més en comparacidn a la actividad biolégica de IL1RAP en células asociadas al
trastorno neoplésico que no han sido expuestas al polipéptido de anticuerpo.

Del mismo modo, sera apreciado que la inhibicidn del crecimiento y/o proliferaciéon de las células asociadas al trastorno
neoplésico puede ser en todo o en parte. Por ejemplo, el polipéptido de anticuerpo puede inhibir el crecimiento y/o
proliferacién de las células asociadas al trastorno neoplasico por al menos 10 %, preferiblemente al menos 20 %,
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o0 90 %, y lo més preferiblemente por 100 % en comparacién al crecimiento y/o
proliferacion de células asociadas al trastorno neoplésico que no han sido expuestas al polipéptido de anticuerpo.

Un décimo aspecto de la invencidn proporciona el uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
segun el primer aspecto de la invencidn en la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento o diagnéstico de un
trastorno neopléasico en un sujeto, en donde el trastorno neoplasico se asocia a células que expresan IL1RAP.

En una realizacién el trastorno neoplasico es un trastorno neopléasico hematolégico.

Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede ser para uso en el tratamiento y/o
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diagndstico de un trastorno neoplasico seleccionado del grupo que consiste en leucemia mieloide crénica (LMC),
trastornos mieloproliferativos (TMP), sindrome mielodisplasico (SMD), leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia
mieloide aguda (LMA).

En otra realizacidn, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo es para su uso en el tratamiento y/o
diagndstico de un trastorno neoplasico asociado a la formacién de tumores sélidos dentro del cuerpo del sujeto.

Por tanto, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede ser para uso en el tratamiento de un
trastorno neoplasico seleccionado del grupo que consiste en cancer de préstata, cancer de mama, cancer de pulmoén,
cancer colorrectal, melanomas, cancer de vejiga, cancer de cerebro/SNC, cancer cervical, cdncer esofagico, cancer
gastrico, cancer de cabeza y cuello, cancer de rifién, cdncer de higado, linfomas, cancer de ovario, cancer pancreatico,
y sarcomas.

Un undécimo aspecto de la invencién proporciona un método para el tratamiento o diagnéstico de un trastorno
neoplasico en un sujeto, que comprende el paso de administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo segun el primer aspecto de la invencién, en donde el trastorno neoplasico
se asocia a las células que expresan IL1RAP.

En una realizacién, el trastorno neoplasico es un trastorno neoplasico hematolégico.

Por ejemplo, el método puede ser para uso en el tratamiento y/o diagnéstico de un trastorno neoplasico seleccionado
del grupo que consiste en leucemia mieloide crénica (LMC), trastornos mieloproliferativos (TMP), sindrome
mielodisplasico (SMD), leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia mieloide aguda (LMA).

En otra realizacion, el método es para su uso en el tratamiento y/o diagnéstico de un trastorno neoplésico asociado a
la formacién de tumores sélidos dentro del cuerpo del sujeto.

Por tanto, el método puede ser para uso en el tratamiento de un trastorno neoplasico seleccionado del grupo que
consiste en cancer de prostata, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer colorrectal, melanomas, cancer de vejiga,
cancer de cerebro/SNC, céncer cervical, cancer esofagico, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello, cancer de
rifién, cancer de higado, linfomas, cancer de ovario, cancer pancreatico, y sarcomas.

En otra realizacién, los polipéptidos de anticuerpo y formulaciones de la invencién pueden ser usados para tratar
pacientes o sujetos quienes sufren de o estan en riesgo de sufrir una enfermedad o afeccién susceptible de tratamiento
con un inhibidor de la sefializacién de IL-1 (o IL- 33 o IL-36).

Por tanto, un duodécimo aspecto de la invencién proporciona un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo segln el primer aspecto de la invencidén para uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccién susceptible
de tratamiento con un inhibidor de sefializacién de IL-1.

Esas afecciones o estados de enfermedad son bien conocidos en la técnica (véase Dinarello et al., 2012, Nature
Reviews 11:633-652 y Dinarello, 2014, Mol. Med. 20 (supl. 1):843- S58) e incluyen, pero no se limitan a, las siguientes:
Artritis reumatoide, todos los tipos de artritis juvenil incluyendo artritis idiopética juvenil de inicio sistémico (SOJIA),
artrosis, sindrome autoinflamatorio familiar inducido por frio (FCAS), enfermedad de Muckle-Wells, enfermedad
inflamatoria multisistémica de inicio neonatal (NOMID), fiebre Mediterranea familiar (FMF), sindrome de artritis
piégena, pioderma gangrenoso y acné (PAPA), enfermedad de Still de inicio en el adulto, sindrome de hiper IgD,
diabetes mellitus tipo 2, sindrome de activacién de macréfagos, sindrome periédico asociado al receptor de TNF,
enfermedad de Blau, espondilitis anquilosante, enfermedad de Sweets, artritis lUpica, enfermedad de Alzheimer,
psoriasis, asma, ateroesclerosis, sarcoidosis, dermatitis atépica, lupus eritematoso sistémico, pénfigo ampolloso,
diabetes mellitus tipo |, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, gastritis por Helicobacter pylori, enfermedad
inflamatoria intestinal (incluyendo colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), Hepatitis C, lesién por isquemia-
reperfusién, esclerosis multiple, meningitis neisérica o neumocécica, tuberculosis, sindrome de Bechet, choque
séptico, enfermedad de injerto contra huésped, asma, diabetes tipo |, enfermedad de Alzheimer, ateroesclerosis,
leucemia de linfocitos T del adulto, mieloma multiple, periodontitis, obesidad y enfermedades relacionadas con la
obesidad (por ejemplo, sindrome metabélico, cardiomegalia, insuficiencia cardiaca congestiva, venas varicosas,
sindrome del ovario poliquistico, enfermedad de reflujo gastroesofagico (GERD), enfermedad de higado graso, cancer
colorrectal, cancer de mama, cancer uterino, insuficiencia renal crénica, accidente cerebrovascular e hiperuricemia),
enfermedad del disco intervertebral, sindrome del intestino irritable, sindrome de Schnitzler, alergia/dermatitis atépica
y gota.

También se cree que el bloqueo de la sefalizacién de IL-1 es beneficioso en el tratamiento de infarto de miocardio.
Un ensayo clinico extenso actualmente busca confirmar la eficacia del bloqueo del anticuerpo de IL1B (usando
Canakinumab) después de infarto de miocardio (el ensayo CANTOS; véase Ridker et al., 2011, Am Heart Journal
162(4):597-605).

Para esas indicaciones, sera apreciado que un beneficio terapéutico puede también lograrse usando un anticuerpo o
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fragmento de unién a antigeno que se une a IL1RAP y bloquea asi la sefializacién de IL-1 (o IL-33 o IL-36) asociada
a las células inmunes. Ese anticuerpo puede ser modificado para que carezca de actividad de ADCC.

Un decimotercer aspecto de la invencién proporciona el uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo segun el primer aspecto de la invencién en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad o afeccién susceptible de tratamiento con un inhibidor de la sefializacién de IL-1 (o IL_33 o IL-36).

Un decimocuarto aspecto de la invencién proporciona un método para el tratamiento de una enfermedad o afeccién
susceptible de tratamiento con un inhibidor de sefializacién de IL-1 (o IL_33 o IL-36) en un sujeto, que comprende el
paso de administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun
el primer aspecto de la invencién.

Un decimoquinto aspecto de la invencién proporciona un método para el tratamiento mediado por ADCC o aumento
de una enfermedad o afeccién susceptible de tratamiento con un inhibidor de sefializacién de IL-1 (0 IL-33 o IL-36) en
un sujeto, que comprende el paso de administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo segun el primer aspecto de la invencidén capaz de inducir ADCC.

Un decimosexto aspecto de la invencidn proporciona un método in vitro para la deteccién de células de cancer en un
sujeto, el método comprende:

(a) proporcionar una muestra de células (por ejemplo, mastocitos de gldbulos blancos/células progenitoras o tejido
de biopsia) de un sujeto a ser probado;

(b) opcionalmente, extraer y/o purificar las células presentes en la muestra;

(c) poner en contacto un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segln el primer aspecto de la
invencién con células presentes en la muestra;

(d) determinar si el polipéptido de anticuerpo se une a las células

en donde la unién del polipéptido de anticuerpo a las células indica la presencia de células de céncer en el tejido de
un sujeto.

Un decimoséptimo aspecto de la invencién proporciona un método in vitro para identificar un paciente con cancer
quién podria beneficiarse del tratamiento con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun el
primer aspecto de la invencién, el método comprende:

(a) proporcionar una muestra de células de céncer (por ejemplo mastocitos de gldbulos blancos/células
progenitoras o tejido de biopsia) de un paciente a ser probado;

(b) opcionalmente, extraer y/o purificar las células presentes en la muestra;

(c) poner en contacto un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segln el primer aspecto de la
invencién con células presentes en la muestra;

(d) determinar si el polipéptido de anticuerpo se une a las células

en donde la unién del polipéptido de anticuerpo a las células de cancer es indicativa de un paciente quién se podria
beneficiar del tratamiento con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun el primer aspecto de
la invencién.

Los expertos en la técnica apreciaran que hay muchas maneras de realizar dicho ensayo. Por ejemplo, el
inmunoensayo podria ser ya sea homogéneo o, mas preferiblemente, heterogéneo. El ensayo podria también se
realizé en un formato ya sea competitivo o, mas preferiblemente, uno no competitivo.

En una realizacién, la expresién de IL1RAP en muestras de sangre (leucemia) o biopsias (tumores sélidos) de
pacientes se mide usando citometria de flujo o inmunohistoquimica, con la expresién arriba de un valor de umbral
siendo indicativo de un paciente quién podria beneficiarse del tratamiento con un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo segun el primer aspecto de la invencion.

En realizaciones preferidas de los métodos anteriores jn vitro, el paso (d) se realiza por citometria de flujo,
inmunochistoquimica o ELISA.

Sin embargo, pueden usarse otros ensayos adecuados para detectar las interacciones anticuerpo-antigeno in vitro.

Un decimoctavo aspecto de la invencidn proporciona un método para tratar a un paciente con cancer, comprendiendo
el método administrar a un sujeto identificado como que tiene cancer usando un método seguin el decimosexto y
decimoséptimo aspecto de la invencidén, un agente terapéutico efectivo en el tratamiento de dicho cancer. En una
realizacion, el agente terapéutico de ejemplo es un polipéptido de anticuerpo segln el primer aspecto de la invencion.

En una realizacién, el método comprende:

(a) disponer una muestra de células (por ejemplo mastocitos de glébulos
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blancos/células progenitoras o tejido de biopsia) de un sujeto a ser probado para la presencia de células de cancer
que expresan IL1RAP arriba de un criterio de umbral usando un método segun el decimosexto o decimoséptimo
aspecto de la invencién;

(b) seleccionar para el tratamiento a sujetos cuya muestra de células probadas en el paso (a) contiene células de
cancer con expresion de IL1RAP arriba de un criterio de umbral; y

(c) administrar al sujeto seleccionado en el paso (b) un agente terapéutico efectivo en el tratamiento de dicho
cancer, por ejemplo un polipéptido de anticuerpo segun el primer aspecto de la invencion.

En una realizacién relacionada, el método comprende:

(a) obtener una muestra de células (por ejemplo, mastocitos de glébulos blancos/células progenitoras o tejido de
biopsia) de un sujeto

(b) probar dichas células para la presencia de células de cancer que expresan IL1RAP arriba de un criterio de
umbral usando un método segun el decimosexto o decimoséptimo aspecto de la invencion;

(c) seleccionar para el tratamiento a sujetos cuya muestra de células probadas en el paso (b) contiene células de
cancer con expresion de IL1RAP arriba de un criterio de umbral; y

(d) administrar al sujeto seleccionado en el paso (¢) un agente terapéutico efectivo en el tratamiento de dicho
cancer, por ejemplo un polipéptido de anticuerpo segun el primer aspecto de la invencion.

Las preferencias y opciones por un aspecto, caracteristica o parametro dado de la invencién deben, a menos que el
contexto lo indique de otro modo, ser considerado como revelado en combinacién con cualquiera y todas las
preferencias y opciones para todos los otros aspectos, caracteristicas y parametros de la invencion. Por ejemplo, en
una realizacién de la invencién se proporciona un anticuerpo 1gG1 intacto que comprende una regién variable de
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:9 y una region variable de cadena ligera que
tiene la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO:16 para uso en el tratamiento de LMA.

La enumeracién o exposicién de un documento aparentemente publicado antes en esta memoria descriptiva, no debe
considerarse necesariamente como un reconocimiento de que el documento forma parte del estado de la técnica o es
de conocimiento general comun.

El uso de la palabra "un" o "una" cuando se usa junto con el término "comprende" en las reivindicaciones y/o la
especificacién puede significar "uno," pero también es consistente con el significado de "uno o mas," "al menos uno,"
y "uno o mas que uno."

Estas y otras realizaciones de la invencién se apreciaran y comprenderan mejor cuando se consideren junto con la
descripcién anterior y los dibujos adjuntos. Sin embargo, debe entenderse, que la descripcidén anterior, aunque indica
varias realizaciones de la invencién y numerosos detalles especificos de la misma, se da a modo de ilustracién y no
de limitacién. Pueden hacerse muchas sustituciones, modificaciones, adiciones y/o reorganizaciones dentro del
alcance de la invencién sin apartarse del espiritu de la misma, y la invencién incluye todas esas sustituciones,
modificaciones, adiciones y/o reorganizaciones.

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencién puede ser comprendida mejor con referencia a uno o mas de
estos dibujos en combinacién con la descripcién detallada de las realizaciones especificas presentadas en la presente.

Figura 1. Unién del anticuerpo a modo de ejemplo en una ELISA indirecta a IL-1RAP humana. Se encontré que el
anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién, CANO4, posee la afinidad mas alta para IL-1RAP humana.

Figuras 2. Uni6én del anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién (CAN0O4) a células de LMC y LMA humana.
(A) El gréfico muestra el valor de MF| para las células KU812 tefiidas con anticuerpos monoclonales direccionados
a IL1RAP a una concentracioén de 0,1 pg/ml, y revela que CANO4 tiene el valor de MFI mas alto de los anticuerpos
comparados. (B) El CANO4 muestra unién especifica a cinco muestras de LMA primaria. (C) En tres muestras de
LMC primaria, CANO4 muestra unién especifica.

Figura 3. Las variantes humanizadas a modo de ejemplo del anticuerpo CANO4 se unen todas a las células BV173
que expresan IL1RAP, con la variante 6 mostrando la intensidad fluorescente media mas alta.

Figuras 4. La capacidad del anticuerpo a modo de ejemplo CANO4 para bloquear la sefializacién de (A) IL-1B (B)
IL-1q, y (FC) IL-33.

Figura 5. La expansion celular total de las células de LMC primitivas primarias en presencia de IL1b se reduce
apreciablemente con el anticuerpo CAN0O4 a modo de ejemplo en comparacién tanto con el control como con un
anticuerpo de referencia. El grafico muestra el resultado combinado de tres muestras individuales del paciente
normalizadas al control que consiste en cultivar sin anticuerpo o con anticuerpo de isotipo de control.

Figuras 6. El ensayo in vitro de ADCC muestra que el anticuerpo CAN04 a modo de ejemplo induce la eliminacién
celular especifica de las células de LMC. (A) Las células KU812, LAMAS84, y BV173 fueron eliminadas
especificamente por adiciéon de 0,1 pg/ml de CANO4. (B) La eliminacién celular mediada por el anticuerpo CAN0O4
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a modo de ejemplo es dependiente de la dosis como se muestra en las células diana BV173. (C) La eliminacién
celular de las células primarias de dos pacientes con crisis blastica de LMC se indujo por 1 pg/ml de CANO4. (D).
Las células de un tercer paciente con crisis blastica de LMC portando la mutaciéon T315I1 fueron sensibles al efecto
de ADCC mediado por CAN0O4. Cada experimento se realizé al menos dos veces con células NK de diferentes
donadores, y los datos presentados muestran un experimento representativo de cada uno.

Figura 7. El ensayo in vitro de ADCC muestra que el anticuerpo CANO4 a modo de ejemplo es eficiente para
inducir eliminacién celular especifica de células de melanoma (linea celular SKMELS5). A todas las concentraciones
probadas, tan poco como 0,1 pg/ml de CANO4 muestra una alta eliminacién especifica. El experimento se realizé
al menos dos veces con células NK de diferentes donadores, y los datos presentados muestran un experimento
representativo.

Figuras 8 (A) Imagenes confocales (una seccién éptica, aproximadamente 0,9 pm de espesor) mostrando las
células LAMA incubadas por 2 horas con anticuerpos conjugados de CAN04-AF488 (verde) en hielo, 0 a 37 °C por
2 horas, o siendo incubadas con anticuerpos conjugados de CANO4-AF488 (verde) por 16 horas a 37 °C. Un
anticuerpo definido claramente que se une a la membrana celular de la mayoria de las células puede ser observado
después de 2 horas de incubacién en hielo ("Hielo 2h)". Después de la incubacién por 2 horas con los anticuerpos
conjugados de CANO4-AF488 (verde) a 37 °C, ademés de la unién a la membrana, los anticuerpos comenzaron a
entrar a las células (internalizacién) y ahora se localizan también en el citosol. Después de 16 horas de incubacién
a 37 °C, la unién a la membrana celular aun esta presente y la internalizacion del anticuerpo ha producido la
acumulacién de anticuerpos de CANO4- AF488 en la mayoria de las células. La barra de escala (imagen derecha)
representa 20 um en todas las imagenes. (B) Control para la unién especifica de CANO4 e internalizacién: Las
imagenes confocales (una seccién éptica, aproximadamente 0,9 pm de espesor) muestra las células LAMA
incubadas con anticuerpo de isotipo de control conjugado a AF488 en hielo 0 a 37 °C por 2 horas, o a 37 °C por
16 horas. El anticuerpo de isotipo de control no mostré unién especifica en cualquiera de estas condiciones. Se
aprecié una unién menor a desechos celulares y células necréticas (verde claro). La barra de escala (imagen
derecha) representa 20 pm en todas las imagenes.

Figuras 9. El tratamiento con CANO4 redujo apreciablemente la carga de leucemia. (A) La frecuencia de las células
leucémicas en la sangre periférica fue menor en ratones tratados con el anticuerpo CAN0O4 a modo de ejemplo en
comparacién al isotipo de control en el dia 36 después del trasplante (1,2 % contra 22,7 %, p<0,0001). (B) El
conteo de plaquetas (PLT) permanecié a niveles normales con el CANO4 (p=0,0001). (C) Al momento del sacrificio
la frecuencia de las células leucémicas en la médula ésea se redujo con CANO4 (38,7 % contra 91,5 %; p<0,0001).
(D) La frecuencia de las células leucémicas en el bazo fue menor en los ratones tratados con CANO4 en
comparacién al isotipo de control (27.6 % contra 70,4 %; p = 0,0063).

Figuras 10. El efecto de la baja fucosa y mutaciones de Fc en la actividad de ADCC, como se determina usando
células SKMELS5. (A) Actividad de ADCC en SKMEL-5 de CANO4 (Fc-1) con fucosa normal, CANO4 (Fc-1) con baja
fucosa, Fc-4 y Fc-7. (B) Actividad de ADCC en SKMEL-5 de CANO4 (Fc-1) con fucosa normal, CANO4 (Fc-1) con
baja fucosa, Fc-2 y Fc- 3. (C) Actividad de ADCC en SKMEL-5 de CANO4 (Fc-1) con fucosa normal, CANO4 (Fc-
1) con baja fucosa, Fc-5, Fc-6 y Fc-8.

Ejemplos
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EJEMPLOS
A. Afinidad de unién de los anticuerpos a modo de ejemplo de la invencién para la proteina IL1-RAP
(i) Estudio de Biacore - anticuerpos anti-IL1RAP de origen de murino

Materiales y Métodos

Se inmovilizé IgG cabra anti-ratén en una placa CMS segln el manual técnico del kit de captura y principio de operacién
estandar de BlAcore T200 (Biacore Life Sciences, GE Healthcare Europe GmbH, Uppsala, Suecia).

El ciclo de analisis de unidn consistié de tres pasos: (i) captura del ligando en la superficie de la placa por el anticuerpo
anti-ratén inmovilizado; (ii) unién del analito al ligando capturado; y (iii) disociacién del analito unido.

La superficie de la molécula de captura se regenerd después de cada ciclo de unién usando las condiciones
recomendadas por el fabricante.

Todos los ciclos de unién se realizaron a 25 °C.
Después de cinco ciclos de arranque, cada anticuerpo (100 nM) se inyect6 a un caudal de flujo de 30 pl/min, durante
120 s, al comienzo del ciclo; después el analito (100 nM) se inyecté a una velocidad de flujo de 30 pl/min, durante

120 s, seguido por el monitoreo de la fase de disociacion por 300 s.

Un anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién (CANO4) se probd junto con dos anticuerpos anti-IL1RAP
comparadores (CANO1 y CANO3).

Resultados y Conclusiones

Los resultados se muestran en la Tabla 2 siguiente:

Tabla 2
Medicién de Kon, Koft y Ko
Anticuerpo  ka (1/M's) Kd (1/s) KD (M)
CANO1 2,34E+05 3,35E-04 1,43E-09
CANO3 2,26E+05 7,25E-05 3,21E-10
CANO4 4,27E+05 4,72E-05 1,10E-10

El anticuerpo a modo de ejemplo de la invenciéon, CANO4, presenté la afinidad mas alta por la IL1RAP humana.
(i) Estudio de ELISA - anticuerpos anti-ILIRAP de origen de murino

Materiales y Métodos

Se realiz6é un ensayo ELISA indirecto. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Placas Nunc-MaxiSorp 96
Micro Well™ se revistieron con 100 ng de hILIRAP 21-367 recombinante (100 pl/pocillo) diluido en PBS 0,01 M, pH
7,4, e incubado durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron con regulador de lavado de ELISA (PBS 0,01 M, 0,05 %
de Tween 20, pH 7,4) seguido por un paso de bloqueo usando 150 pl/pocillo de solucién de bloqueo de ELISA (PBS,
0,5 % de BSA, 0,05 % de Tween 20, pH 7,4). Después de 1 h de incubacidén a temperatura ambiente (TA) en agitacién
las placas se lavaron de nuevo usando regulador de lavado de ELISA. Las muestras se diluyeron en una dilucién serial
de tres veces (variando de 1000 ng/ml a 0,5 ng/ml) en solucién de bloqueo de ELISA y después se transfirieron a la
placa de ELISA, 100 pl/pocillo. Las placas se incubaron a TA por 1 h en agitaciéon y después se lavaron con solucién
de lavado de ELISA. 100 pl/pocillo de IgG conejo anti-ratén IgG conjugado a Fosfatasa Alcalina (DAKO, 1:1000) se
agregd y se incub6 1 hora a TA en agitacidén. Las placas se lavaron seguido por adiciéon de sustrato (sal disédica
hexahidratada de 4-Nitrofenil fosfatido, SIGMA, 1 mg/ml), 100 pl/pocillo. Después las placas se incubaron a TA en
agitacién y se midi6 la absorbancia a 405 nm consecutivamente por 30 min. La absorbancia a 0 min se tomé como
sefial de fondo.

Resultados y Conclusiones

Los resultados se muestran en la Figura 1.

Se encontrd que el anticuerpo a modo de ejemplo de la invenciéon, CANO4, posee la afinidad mas alta para la unién a
IL-1RAP humana.
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(iii) Estudio de ELISA - versiones humanizadas del anticuerpo “CAN0O4” a modo de ejemplo

Materiales y Métodos

Los dominios variables de cadena pesada y ligera de dieciséis variantes humanizadas de CAN0O4 (hCANO4) se
subclonaron en vectores con dominios constantes humanos:

- El dominio constante kappa por el dominio VL [SEQ ID NO:18]
- La constante de cadena pesada de IgG1za por el dominio VH [SEQ ID NO:19]

Los anticuerpos se expresaron transitoriamente en células CHOK1SV en un volumen de 200 ml (matraz de agitacién).
Los anticuerpos se purificaron usando cromatografia de afinidad de la Proteina A.

Los anticuerpos purificados se analizaron por SDS-PAGE y SE-HPLC.

Se realiz6é un ensayo ELISA indirecto como se describié antes con la alteracién de que las muestras se diluyeron en

una dilucién serial de tres veces iniciando a 3,5 nM y corridas en réplicas de cuatro.
Resultados y Conclusiones

Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3

Afinidad hacia hIL1RAP determinada mediante ELISA

Anticuerpo Cadena pesada*™ Cadena ligera™ Ko (pM)
CANO4 (murino) SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 2 882
hCANO4 Variante 1 SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 15 125+ 2
hCANO4 Variante 2 SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 15 171+ 4
hCANO4 Variante 3 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 15 450 + 68
hCANO4 Variante 4 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 15 470+ 50
hCANO4 Variante 5 SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 16 135+ 2
hCANO4 Variante 6 SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 16 173+ 4
hCANO4 Variante 7 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 16 526 + 44
hCANO4 Variante 8 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 16 402 + 64
hCANO4 Variante 9 SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 17 210+ 4
hCANO4 Variante 10 SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 17 301+5
hCANO4 Variante 11 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 17 504 £ 26
hCANO4 Variante 12 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 17 620 + 68

* La cadena pesada también comprendié los dominios constantes de cadena pesada de IgG1za [SEQ ID
NO: 19].
** La cadena ligera también comprendié un dominio constante kappa [SEQ ID NO: 18].

Cuatro de las dieciséis versiones humanizadas de CANO4 mostraron unién minima o ninguna unién a IL1RAP (no se
muestran los datos).

B. Unién de anticuerpos a modo de ejemplo de la invencién a células que expresan IL1RAP
(i) Estudio de citometria de flujo - anticuerpos anti-IL1RAP de origen de murino

Materiales y Métodos

Células KU812 de la linea celular de leucemia mieloide crénica (LMC) se tifieron con anticuerpos criados contra
IL1RAP o un isotipo de control relevante. Para la deteccion, se usé un anti-mlg-APC secundario.

Un anticuerpo a modo de ejemplo de la invencion (CANO4) se probé junto con siete anticuerpos comparadores anti-
IL1RAP (CANO1, CANO2, CANO3, CANO5, CANO7, CANO8 y CANQO9). También se incluyé un anticuerpo de isotipo de
control negativo.

Para el anélisis de las células leucémicas primarias, tres muestras de paciente con LMC enriquecidas con CD34 y
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cinco muestras de paciente con leucemia mieloide aguda (LMA) enriquecidas por células mononucleares se tifieron
con CANO4-PE a concentraciones de 1 pg/mly 5 pg/ml respectivamente, o un isotipo de control conjugado a PE. Las
células se analizaron usando un citometro de flujo FACS CANTO (BD).

Resultados y Conclusiones

La tincién de las células leucémicas KU812 que expresan IL1RAP revela una mayor intensidad de fluorescencia media
(MF1) para CANO4 en comparacion al isotipo de control y otros anticuerpos comparadores dirigidos a IL1RAP (Figura
2A). El marcado de las células primarias de cinco LMA y tres LMC pacientes usando CANO4 resulté en la tincién arriba
del isotipo de control en los analisis de citometria de flujo (Figuras 2B a 2C). El presente estudio muestra que CANO4
se une especificamente a IL1RAP con una mayor MFI que otros anticuerpos monoclonales en una linea celular de
LMC, y que CANO4 también se une a las células primarias de LMC y LMA.

(i) Estudio de citometria de flujo - versiones humanizadas del anticuerpo “CAN0O4”

Materiales y Métodos

Células BV173 de la linea celular de leucemia mieloide crénica (LMC) se tifieron con 1 pg/ml de anticuerpo de prueba
0 un isotipo de control relevante. Para la deteccién, se usd un anti-hlgG-PE secundario. Las células se analizaron
usando un citometro de flujo FACS CANTO (BD).

Los anticuerpos de prueba incluyeron un anticuerpo quimérico anti-IL1RAP (“quimario”) y doce versiones diferentes
humanizadas del anticuerpo a modo de ejemplo CANO4 de la invencién (“Vari” a “Var 12”).

Resultados y Conclusiones

La tincién de las células leucémicas BV173 que expresan ILIRAP muestra que las variantes humanizadas de CAN04
se tifien con diferente intensidad, pero a todos niveles por arriba del isotipo de control (véase la Figura 3. Las variantes
humanizadas 1, 2, 5, 6, 9 y 10 de CANO4 (véase la Tabla 3) presentan el marcaje mas fuerte.

C Mapeo de epitopo / dominio de los anticuerpos a modo de ejemplo de la invencién

Materiales y Métodos

Para comprender donde se unen los diferentes clones de anticuerpo en el IL1RAP, se realizé un analisis estructural
de la proteina revelando que la parte extracelular del receptor podria dividirse en tres distintos dominios en lo siguiente
llamados dominios 1, 2y 3 (D1, D2, D3) (véase Wang et al., 2010, Nature inmunology, 11:905-912). Para determinar
el patrén de unién al dominio por los diferentes clones de anticuerpos, se generd una serie de construcciones del
receptor y la unién a estos se probé en un ensayo ELISA.

Se realiz6é un ensayo ELISA indirecto. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Placas Nunc-MaxiSorp 96
Micro Well™ se revistieron con 100 ng de Rec hIL1RAP Domain123 (aa21-367) (control positivo), Rec hIL1RAP
Domain12 (aa21-234), Domain1 (aa21-134) o Rec hIL1RAP Domain3 (aa235-367) (100 pl/pocillo) diluido en PBS 0,01
M, pH 7,4, y se incubaron durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron con regulador de lavado de ELISA (PBS
0,01 M, 0,05 % Tween 20, pH 7,4) seguido por un paso de bloqueo usando 150 pl/pocillo de solucién de bloqueo de
ELISA (PBS, 0,5 % de BSA, 0,05 % de Tween 20, pH 7,4). Después de 1 h de incubacién a temperatura ambiente
(TA) en agitacion las placas se lavaron de nuevo usando regulador de lavado de ELISA. CANO1, CANOS3, CANO4,
CANOS, CANO7, CANO8 y KMT-1 (control positivo) se diluyeron en dilucién serial de tres veces (variando de 1000
ng/ml a 0,5 ng/ml) en solucién de bloqueo de ELISA y después se transfirieron a la placa de ELISA, 100 ul/pocillo. Las
placas se incubaron a TA por 1 h en agitacién y después se lavaron con solucién de lavado de ELISA. 100 pl/pocillo
de IgG conejo anti-ratén conjugado a fosfatasa alcalina (DAKO, 1:1000) se agregb y se incubd 1 hora a TA en
agitacion. Las placas se lavaron seguido por la adicién de sustrato (sal disédica hexahidratada de 4-Nitrofenil fosfatido,
SIGMA, 1 mg/ml), 100 ul/pocillo. Después las placas se incubaron a TA en agitacién y se midié la absorbancia a 405
nm consecutivamente por 30 min. La absorbancia a 0 min se tomé como sefial de fondo.

Un anticuerpo a modo de ejemplo de la invenciéon (CANO4) se probé junto con nueve anticuerpos monoclonales anti-
IL1RAP comparadores (CANO1, CANO2, CANO3, CANO5, CANO7, CANO8, CAN10, y CAN11, junto con un anticuerpo
policlonal anti-IL1RAP (KMT-1) como un control positivo.

Resultados y Conclusiones

Una mayoria de los anticuerpos anti-IL1RAP probados para validacién de diana se unieron al dominio 3 (D3). Sin
embargo, el anticuerpo a modo de ejemplo CANO4 de la invencion es distinto en que se une al dominio 2 (D2). Los
datos completos del mapeo del dominio se encuentran resumidos en la Tabla 4 siguiente.
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Tabla 4
Mapeo de epitopo de los clones del anticuerpo a modo de ejemplo anti-IL1RAP
Clon Dominio123 Dominio12 Dominio1 Dominio3 Epitopo
(aa21-367) (aa21-234) (aa21-134) (aa235-367) sugerido
CANO3 + + D3
CANO05S + + + D1
CANOQ7 + + D3
CANOS8 + + D3
CANO04 + + D2
CANO1 + + D3
CANO02 + nd*
KMT-1 + + + + policlonal

nd* = no determinado ya que los datos de mapeo del epitopo no pudieron identificar claramente el dominio
especifico para estas construcciones, lo que puede atribuirse a la unién a un epitopo estructural que
contiene elementos de secuencia de méas de un dominio, por ejemplo, la unién D2-D3.

D. Especificidad / reactividad cruzada de los anticuerpos a modo de ejemplo de la invencién

Materiales y Métodos

Un aspecto importante de un anticuerpo candidato que lidere bien es que reaccione de forma cruzada con la misma o
casi la misma potencia que la proteina homdloga en una especie relevante en toxicologia. Segun los lineamientos
normativos generales, la unién a uno de roedor y a uno no de roedor seria el escenario preferido, pero para los
anticuerpos este es raramente el caso, en cambio muchos laboratorios tienen problemas para identificar cualquier
especie relevante en toxicologia excepto para los primates.

Para el presente estudio, se esperaba la reaccién cruzada a primates no humanos tales como Macaca mulata (rhesus)
o Macaca fascicularis (cynomolgus) ya que la proteina IL1RAP en estas especies comparte 99 % de homologia a la
proteina humana IL1RAP.

Un numero de anticuerpos lideres potenciales se seleccionaron y probaron para unirse a IL1RAP recombinante de M.
fascicularis (aa21-367) en un ensayo de ELISA.

Un anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién (CANO4) se probé junto con ocho anticuerpos monoclonales anti-
IL1RAP comparadores (CANO1, CANO2, CANO3, CANO7, CAN08, CAN09, Mab676 de R&D, y un anticuerpo policlonal
anti-IL1RAP (KMT-1).

Resultados y Conclusiones

Sorprendentemente, se encontré que muchos anticuerpos anti-IL1RAP comparadores probados no reaccionaron de
manera cruzada con el IL1RAP de cynomolgus, entre ellos el anticuerpo de referencia comercial mAb676 de R&D,
Tabla 5.

Tabla 5
Unién a IL1RAP de macaco
(Los valores en negrita indican clones que se identificé que reaccionaban de manera cruzada con la IL1RAP
de M. fascicularis)

Clon Unién a rec. M. fascicularis IL1RAP (OD4ps)
CANO1 0,324
CANO02 0,014
CANO09 0,022
CANO3 0,870
CANO04 0,416
CANO7 0,111
CANO8 0,375
mAb676 (R&D) 0,037
KMT-1 0,481

E. Inhibicién de la sefalizacién de IL-1a, IL-18 y IL-33 por los anticuerpos a modo de ejemplo de la invencion

(i) Efecto de CANO4 en la sefializacién de IL-1 en la linea celular HEK-Blue IL-33/IL-1$
Materiales y Métodos

Ya que IL1RAP es una parte funcional del complejo receptor de IL-1, los anticuerpos que se unen a IL1RAP también
pueden inhibir la sefializacién de IL-1. Ya que un numero de tipos de células de tumor han demostrado usar la IL-1
como un factor de crecimiento, esto puede ser un importante mecanismo adicional para mediar los efectos
antitumorales.

Para la prueba de la capacidad de los anticuerpos candidatos lideres potenciales de bloquear la sefializacién de IL-1,
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se establecié un ensayo de gen reportero dependiente de IL-1. Las células HEK-Blue IL-33/IL-1B (InvivoGen)
respondieron a la sefializacién de IL-1 por la liberacién de fosfatasa alcalina que puede ser cuantificada por un ensayo
colorimétrico. Para probar la capacidad inhibidora de los candidatos lideres, células HEK-Blue se colocaron en placas
a 50 000 células/pocillo y se incubaron con los anticuerpos de prueba 45 minutos antes del estimulo con IL-1q, IL-1B
o IL-33 en una concentracién final del ensayo de 0,3 ng/ml por cada ligando. Las concentraciones finales en el ensayo
de los anticuerpos fueron 100 nM - 0,01 nM. En los pocillos de control, los anticuerpos se reemplazaron por PBS. Las
células se incubaron a 37 °C o/n antes de medir la cantidad de fosfatasa alcalina liberada. Los anticuerpos también se
probaron para los efectos agonisticos potenciales por incubar las células en la presencia de una alta concentracién de
anticuerpo (10 mg/ml) en la ausencia de estimulos adicionales. Cualquier efecto agonistico de IL-1R podria por tanto
registrarse como una liberacién de fosfatasa alcalina.

Un anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién (CANO4) se probd junto con dos anticuerpos monoclonales anti-
IL1RAP comparadores (CANO1 y CANO3) y un isotipo de control negativo.

Resultados y Conclusiones

Como se representa en la Figura 4A, el anticuerpo a modo de ejemplo CANO4 indujo una inhibiciéon pronunciada de
sefializacién de IL-1B. El anticuerpo CANO03 comparador también produjo una inhibicibn detectable pero
apreciablemente menor que CANO4. Ninguno del CANO1 comparador ni el isotipo de control produjo cualquier
inhibiciéon medible de la sefializacion de IL1.

Ademas de bloquear la IL-13, CANO4 es también un potente inhibidor de la sefializaciéon de IL-1a y IL-33; véase las
Figuras 4B y 4C, respectivamente.

Ninguno de los candidatos probados mostrd algln efecto agonistico.
(i) Efecto en células primarias de LMC

Materiales y Métodos

Aspirados de médula 6sea o sangre periférica se extrajeron de tres pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC)
en fase cronica. Se aislaron células mononucleares por centrifugacion sobre Lymphoprep, y las muestras se
enriquecieron por células CD34+ usando un anticuerpo anti-CD34 y perlas magnéticas (Miltenyi biotech.) Las células
CD34+ se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta su uso, cuando se descongelaron y tifieron con anticuerpos contra
CD34 y CD38. Se usd yoduro de propidio como un marcador viable. Usando un clasificador celular FACS Aria, se
clasificaron las células viables CD34+CD38- a una densidad de 2500 células por pocillo en placas tratadas de cultivo
de tejido de 96 pocillos con 100 pl de medio de cultivo Stemspan libre de suero sin suplementos. Después del
clasificado, IL1b y el anticuerpo de prueba se agregaron a los pocillos en un total de 100 ul de Stemspan para producir
un volumen final de 200 pl por pocillo con 0-0,4 ng/ml de IL1b y 0-10 ug/ml de anticuerpo. Las placas se incubaron a
37 °C, 5 % COy, por 7 dias después de lo cual se contd el nimero de células viables (7AAD-) usando perlas de conteo
Countbright y un FACS Canto.

Un anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién (CAN04) se probé junto con anticuerpos monoclonales anti-IL1RAP
comparadores (CANO1) y un anticuerpo de isotipo de control negativo.

Resultados y Conclusiones

Como se muestra en la Figura 5, el cultivo de células de LMC de fase crénica primaria CD34+CD38 en la presencia
de IL1b resulta en una mayor expansién celular. El aumento inducido por IL1 en la expansién celular se redujo
apreciablemente con la adicién del anticuerpo a modo de ejemplo CANO04 al cultivo (p<0,0001). También en
comparacion con otros anticuerpos dirigidos a IL1RAP, CANO1, el CANO4 es apreciablemente més efectivo en reducir
la expansién celular total (p = 0,0022). Concluimos que la unién de CANO4 a IL1RAP interfiere con el estimulo en la
expansion celular inducida por IL1 en células de LMC primitivas primarias.

F. Efecto en ADCC de los anticuerpos a modo de ejemplo de la invencién
(i) Lineas celulares de leucemia mieloide crénica (LMC)

Materiales y Métodos

Las lineas celulares de leucemia mieloide crénica (LMC) KU812, LAMA84 y BV173, o células primarias de tres
pacientes con LMC en crisis blastica se usaron como células diana en el ensayo de citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo in vitro (ADCC). Brevemente, las células diana se marcaron con PKH26 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
segun las instrucciones del fabricante, y se sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5.000-10.000
células por pocillo. Subsiguientemente, el anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién, CANO4, o anticuerpo de
isotipo de control se agregd a los pocillos en diferentes concentraciones y se incubé por 30 min antes de agregar
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100,000 NK de células efectoras a cada pocillo. Se extrajeron células de voluntarios sanos después de consentimiento
informado usando un kit de aislamiento celular negativo de células NK segun las instrucciones del fabricante (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Alemania). Se us6 un anticuerpo IgGl humano no especifico como un isotipo de control
negativo en los experimentos (Eureka Therapeutics, Emeryville, CA). El grado de muerte celular se evalud por
deteccién de células positivas 7-AAD usando un citémetro de flujo FACS CANTO (BD). Cada experimento se realizé
al menos dos veces con células NK de diferentes donadores.

Resultados y Conclusiones

El ensayo de ADCC in vitro muestra que el anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién, CAN04, dirige las células
NK a eliminar las lineas celulares de LMC KU812, LAMA84 y BV173 a un mayor grado que el isotipo de control (Figura
6A). Una titulacién de la dosis de CANO4 usando células diana BV173 muestra que el efecto en la eliminacién celular
es dependiente de la dosis con un mayor grado de eliminacién celular con el aumento en la concentracién de CANO4
(Figura 6B). La leucemia mieloide crénica que has progresado a crisis de blastos muestra solo un efecto transitorio al
tratamiento con inhibidores de tirosina cinasa y por tanto impone un problema mayor de tratamiento. El ensayo de
ADCC con células primarias de dos pacientes con crisis blastica con LMC individual muestran que estas células fueron
sensibles a la citotoxicidad inducida por CANO4 y células NK (Figura 6C). Ademas, las células de un tercer paciente
con crisis blastica de LMC albergando la mutacién T3151 que causa resistencia a muchos inhibidores de tirosina cinasa
presentan una sensibilidad similar (Figura 6D). En conjunto, los experimentos muestran que el CANO4 tiene la
capacidad de dirigir las células NK a una eliminacién celular especifica las lineas celulares de LMC asi como células
de LMC con crisis blastica primaria, y que el efecto citotéxico inducido por CANO4 es dependiente de la dosis.

(i) Lineas celulares de melanoma

Materiales y Métodos

La linea celular de melanoma maligno SKMEL-5 se usé como una diana para el ensayo de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo in vitro (ADCC). Brevemente, las células diana se marcaron con PKH26 (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) segun las instrucciones del fabricante, y se sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad de
5,000-10,000 células por pocillo. Subsiguientemente, se agregé CANO4, o el anticuerpo de isotipo de control a los
pocillos en diferentes concentraciones y se incubd por 30 min antes de agregar 100.000 NK de células efectoras a
cada pocillo. Se extrajeron células de voluntarios sanos después de consentimiento informado usando un kit de
aislamiento celular negativo de células NK segun las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Alemania). Se us6 un anticuerpo IgG1 humano no especifico como un control en los experimentos (Eureka
Therapeutics, Emeryville, CA). El grado de muerte celular se evalud por deteccién de células positivas 7-AAD usando
un citbmetro de flujo FACS CANTO (BD). Cada experimento se realizé al menos dos veces con células NK de
diferentes donadores.

Resultados y Conclusiones

El ensayo de ADCC in vitro mostré que el CANO4 se dirige a las células NK para eliminar la linea celular SKMEL-5 a
un grado mucho mayor que un isotipo de control coincidente (Figura 7). La titulacién de la dosis de CANO4 mostrd que
el CANO4 es eficiente para inducir ADCC, a bajas concentraciones (Figura 7). En resumen, estos datos demuestran
que el CANO4 tiene la capacidad de dirigir las células NK a una eliminacién celular especifica de SKMEL-5 en una
manera dependiente de la dosis y que CANO4.

G. Internalizacion de los anticuerpos a modo de ejemplo de la invencion

Materiales y Métodos

Células y condiciones de cultivo: Células LAMA-84, una linea celular establecida de un paciente con leucemia mieloide
crénica en crisis bléastica, se obtuvieron de DSMZ (Braunschweig, Alemania) y se cultivaron segun la recomendacion
por el proveedor. Brevemente, las células se cultivaron en RPMI 1640 con 10 % de FBS, 1 % de Glutaminay 1 % de
Penicilina/ Estreptomicina en 5 % de CO,, 37 °C. Los cultivos celulares se dividieron a una densidad de 0,5 x 108
células/ml cada 2-3 dias. Las células se usaron por hasta 12 pases después de ser recibidas de DSMZ.

Las células de la suspensién de linea celular LAMA-84 se lavaron una vez en salina regulada con fosfato (PBS) se
suplementaron con 1% de Albumina de Suero bovino (BSA) y se volvieron a suspender en PBS-BSA se
suplementaron con 5 % de suero humano AB+ de Sigma y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente (TA).
El anticuerpo CANO4 selectivo de IL-1RAP marcado con AlexaFluor488 (AF488), o el anticuerpo de control de isotipo
coincidente, se agregé a una concentracién final de 10 pg/ml. Las células se colocaron (incubadas) en hielo 0 a 37 °C
por 2 o 16 horas.

Para el anélisis de imagen con microscopia confocal (Microscopio confocal LSM 510 Meta Zeiss), las células se lavaron

dos veces en PBS-1% de BSA, se centrifugaron brevemente seguido por resuspensiéon en 3 % de fijacién de
paraformaldehido (en PBS) por 20 minutos (a 4 °C). Después, las células se centrifugaron, se volvieron a suspender
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en PBS con 0,001 % de Triton X-100 (PBS-TX) y un marcador nuclear (DAPI), y se dejaron incubar por 5 minutos a
TA. Después de una breve centrifugacién las células se volvieron a suspender en PBS-TX y se colocaron en pocillos
de microscopio con fondo de vidrio. Después, las células se dejaron adherir por una hora. Se recolectaron datos de
imagen a través de escaneo confocal de las células proporcionando imagenes de alta resolucién de fluorescencia de
AlexaFluor488 en secciones épticas delgadas a través del centro de las células (representado por un marcado
nuclear). Analisis posterior del anticuerpo de unidén a la membrana celular y/o anticuerpos internalizados se realizaron
a través de anélisis de imagen por software (Zeiss Zen2010).

Resultados y Conclusiones

La relacién estructural de la unién de CANO4 a la membrana celular y su capacidad de entrar a las células
("internalizar") se demuestra con los datos de formaciéon de imagen de alta resolucién registrados por medio de
microscopia de escaneo de laser confocal, y por analisis de imagen de estos datos.

Las representaciones de los datos de imagen se muestran en la Figura 8.

H. Eficacia terapéutica in vivo de un anticuerpo a modo de ejemplo de la invencién

Materiales y Métodos

Ratones sin acondicionar NOD/SCID se injertaron con dosis letales de células MA9Ras, generadas previamente por
la transformaciéon de células CD34* sanguineas de cordén umbilical humano por integracién retrovirica de ADNc que
dirigen la expresién de una fusiéon de MLL/AF9 y un gen NRAS activado. Los ratones leucémicos se trataron con el
anticuerpo a modo de ejemplo CANO4 dirigido a IL1RAP, o un correspondiente anticuerpo de isotipo de control. Los
anticuerpos se administraron por inyecciones intraperitoneales dos veces por semana a través del experimento con el
primer tratamiento dado el dia tres después del trasplante. Cada dosis de anticuerpo fue 500 pg, excepto por la primera
que fue dada como un bolo de 1000 ug. Los ratones se sacrificaron con los signos de enfermedad severa segun el
juicio de estar jorobados, con pelambre sucio, y poca movilidad, o debido a tumores sélidos.

Resultados y Conclusiones

Ratones inmunodeficientes se injertaron con células leucémicas humanas y se trataron con CANO4, un anticuerpo
monoclonal dirigido a IL1RAP. La frecuencia de las células leucémicas en la sangre periférica se redujo
apreciablemente en el dia 36 después del trasplante, y el conteo de plaquetas permanecié normal en los ratones que
recibieron CANO4 en comparacién con el anticuerpo de isotipo de control indicando una hematopoyesis mas funcional
(Figuras 9A a 9B). El tratamiento de CANO04 resulté en una reduccién significativa de células leucémicas en la médula
6sea y bazo (Figuras 9C a 9D). Concluimos que la inmunoterapia de anti-IL1RAP reduce la leucemia humana en la
sangre periférica, médula 6sea, y bazo, en el modelo de xenoinjerto MA9Ras. Los resultados soportan la
inmunoterapia de anti-IL1RAP como una nueva estrategia terapéutica prometedora para LMA.

1. Efecto de (a) anticuerpos de baja fucosa y (b) mutaciones Fc en la actividad de ADCC

Materiales y Métodos

La variante humanizada de dominio variable de cadena pesada de CANO4 (que comprende SEQ ID No: 9) se subclond
en el vector con el dominio constante humano IgG1za (SEQ ID NO:19).

La variante humanizada de dominio variable de cadena ligera de CANO4 (que comprende SEQ ID No: 16) se subclond
en el vector con el dominio constante humano Kappa (SEQ ID NO:18).

Para examinar el efecto de baja fucosa, el anticuerpo hCANO4 "Fc-1" (véase lo siguiente) se expresé transitoriamente
por cotransfeccion de los vectores resultantes en células HEK293 cultivadas en medio con Kinfunensina. El anticuerpo
Fc-1, producido por expresién en la ausencia de Kinfunensina, se usé como el control de “fucosa normal’

Para resolver como varios mutantes con FC disefiado de hCANO4 afectan la actividad de ADCC, las variantes de
hCANO4 disefiadas genéticamente se generaron como sigue:

Fc-1 = (CANO4 humanizado con Fc de tipo silvestre; es decir, hCANO4variante 6 en la Tabla 3)
Fc-2 = (como Fc-1 pero con mutaciones S239D/S298A/1332E)

Fc-3 = (como Fec-1 pero con mutaciones S239D/A330L/I332E)

Fc-4 = (como Fec-1 pero con mutaciones S239D/I332E)

Fc-5 = (como Fec-1 pero con mutaciones S298A/E333A/K334A)

Fc-6 = (como Fc-1 pero con mutacién N297Q)

Fc-7 = (como Fec-1 pero con mutacion N297S)

Fc-8 = (como Fc-1 pero con mutaciones P2471/A339Q).
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En donde la posicién de las mutaciones del amino&cido se define usando el Esquema de Numeracién de Eu, que
difiere de la numeracién en SEQ ID NO: 18 y 19 anteriores; véase Edelman et al., 1969, Proc Natl. Acad. Sci. EE.UU.,
63:78-85).

Los anticuerpos se purificaron usando cromatografia de afinidad de la Proteina A.

Los ensayos de ADCC se realizaron usando la linea celular SKMELS5.

Resultados y Conclusiones

Una variante baja en fucosa de hCANO4, producida en la presencia de kinfunensina, fue superior a una variante de
CANO04 de fucosa normal CANO04 (Figura 10).

El efecto de la mutacién de Fc en la actividad de ADCC fue dependiente de la mutacidn(es) realizadas. Asi:

(a) La actividad de ADCC de las variantes Fc-6 y Fc-7 del CANO4 humanizado se abrogd por completo;

(b) La actividad de ADCC de las variantes Fc-3, Fc-4, y Fc-5 del CANO4 humanizado se mejoré, incluso con
respecto a la variante baja en fucosa de CANO4;

(c) La actividad de ADCC de la variante de Fc-8 del CANO4 humanizado fue similar a esa de la forma baja en
fucosa del CANO4

(d) La actividad de ADCC de la variante Fc-2 del CANO4 humanizado fue similar a esa de la forma de fucosa normal
del CANO4.

J. Anélisis de unién competitiva por ELISA

Protocolo

Todas las muestras deben ser analizadas por duplicado.

Revestir una placa Nunc-MaxiSorp 96 Micro Well™ con 100 ul/pocillo de hIL1RAP 21-367 recombinante (1 ug/ml)
diluido en 0,01 M de PBS, pH 7,4.

Incubar la placa durante la noche a 4 °C.

Lavar la placa con regulador de lavado de ELISA (PBS 0,01 M, 0,05 % de Tween 20, pH 7,4).

Agregar 150 pl/pocillo de solucién de bloqueo de ELISA (PBS, 0,5 % de BSA, 0,05 % de Tween 20, pH 7,4).
Incubar la placa por 1 h a temperatura ambiente (TA) bajo agitacion.

Lavar la placa con regulador de lavado de ELISA.

Agregar las muestras de los articulos de prueba (por ejemplo, mAb 1, mAb 2) a los pocillos (100 ul/pocillo, 10
ug/ml).

Incubar la placa por 1 ha TA.

Lavar la placa con solucién de lavado de ELISA.

Agregar una solucién de anticuerpo de referencia CAN0O4 (100 ul/pocillo, 1 ug/ml) a todos los pocillos.

Incubar la placa por 1 ha TA.

Lavar la placa con regulador de lavado de ELISA.

Agregar 100 pl/pocillo de un anticuerpo secundario adecuado conjugado a IgG alcalino de conejo anti-ratén
conjugado a fosfatasa alcalina (si los articulos de prueba son anticuerpos humanos, un anticuerpo secundario
adecuado seria anticuerpo IgG Cabra Anti-ratén (especifico de Fc)-fosfatasa alcalina, SIGMA, A1418).

Incubar la placa por 1 h a TA bajo agitacion.

Lavar la placa con regulador de lavado.

Agregar 100 pl de sustrato de pNPP por pocillo. (sal disédica hexahidratada de 4-Nitrofenil fosfatido, SIGMA, 1
mg/ml).

Incubar la placa a TA bajo agitacién y medir la absorbancia a 405 nm consecutivamente durante 30 min. La
absorbancia a 0 min debe tomarse como una sefial de fondo.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unién a antigeno del mismo con especificidad de unién por la proteina
accesoria del receptor de Interleucina-1 humana (IL1RAP), en donde el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno

5 son capaces de inhibir la unién del anticuerpo de referencia "CAN04" a la IL1RAP humana, en donde el anticuerpo de
referencia "CANO4" es un anticuerpo de 1gG intacto que comprende regiones variables de cadenas pesada y ligera
que tienen las secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 1 y 2 respectivamente, y

en donde el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una regién variable de cadena
10 pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoécidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 8 a 11 o una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con las mismas:
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[SEQ ID NO: 8];
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[SEQ ID NO: 9];
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[SEQ ID NO: 11],

y una regién variable de cadena ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoéacidos de una
cualquiera de las SEQ ID NO: 15 a 17 o una secuencia de aminodcidos que tiene al menos un 90 % de identidad
de secuencia con las mismas:

v. DI QMTQSPSSLSASV GGDRVYTITTC CS
K L L

25

I

N N Y
G L H

SSLQPEDVATYYCQQYSTIIL

L N
A G

G

WY QQ KPGKAP
V PSRFSGSGS GGTD

A TV < = P

G T K \Y E I K
[SEQ ID NO: 15];
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ViD I Q M TQSPSSLSASVYGDRYTITCOQ
A'SQGINNTYLNWYQOEKTPGIEKATPEKLL
IHYTSGLHAGVPSRTFSGSGSGTD
YTLTISSLEPEDVATYYCQOQYSIL
P W T F G G G T K Vv E 1 K R

[SEQ ID NO: 16); o

vi DI QMTQSPSSLSASVGDRVTITC
QASQGINNYLNWYOQQKTPGTIKATPEK.IL
LIHYTSGLHAGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLEPEDVATYYCOQG QYS!
LPWTFGGGTIKVETIEKTR R [SEQ ID NO: 17;

y en donde el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno presentan una o més de las siguientes propiedades:

a) una afinidad de unién (KD) por la IL1RAP humana de 200 pM o mayor,

y/o

b) capacidad de internalizacién al unirse con una o més lineas celulares de cancer (tal como una linea celular
de LMC, LMA y/o melanoma).

2. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno presentan reactividad cruzada con IL1RAP de Macaca fascicularis y/o
son capaces de inducir ADCC en una o més lineas celulares de cancer (tal como una linea celular de LMC, LMA y/o
melanoma).

3. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno son capaces de inducir ADCC de células que expresan IL1RAP.

4. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3
que comprenden o consisten en un anticuerpo intacto.

5. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
que comprenden o consisten en un fragmento de unidén a antigeno seleccionado del grupo que consiste en fragmentos
Fv, fragmentos tipo Fab y anticuerpos de dominio.

6. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores
que comprenden una regién variable de cadena pesada que comprende las siguientes CDR:

a) GYAFSSS [SEQ ID NO: 3] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia;

b) YPGDGN [SEQ ID NO: 4] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia; y

c) GYLDPMDY [SEQ ID NO: 5] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia.

7. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores
que comprenden una regién variable de cadena ligera que comprende las siguientes CDR:

a) SASQGINNYLN [SEQ ID NO: 12] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad
de secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencig;

b) YTSGLHA [SEQ ID NO: 13] o una secuencia de aminoéacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia; y

c) QQYSILPWT [SEQ ID NO: 14] o una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 60 % de identidad de
secuencia con la misma, por ejemplo, al menos un 70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia.

8. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores
que comprenden una regién Fc.

9. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segln una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo son capaces de inhibir la sefializacién
de IL1 y/o capaces de inhibir la sefializacién de IL33 y/o capaces de inhibir la sefializacién de IL36.

10. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segln una cualquiera de las reivindicaciones
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anteriores que comprenden, ademas, una porcién citotéxica y/o una porcién detectable.

11. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo
segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores o una cadena polipeptidica componente de la misma.

12. Una célula hospedadora recombinante que comprende una molécula de 4cido nucleico seguln la reivindicacién 11.

13. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo o de un fragmento de unién
a antigeno del mismo segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y un diluyente, un vehiculo o un excipiente
farmacéuticamente aceptables.

14. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
para su uso en el tratamiento de un trastorno neopléasico en un sujeto, en donde el trastorno neopléasico se asocia a
células que expresan IL1RAP.

15. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
para su uso en el tratamiento de una enfermedad o una afeccién susceptibles de tratamiento con un inhibidor de
sefializaciéon de IL-1, en donde la enfermedad o la afeccién susceptibles de tratamiento con un inhibidor de sefializacién
de IL-1 se seleccionan del grupo que consiste en artritis reumatoide, todos los tipos de artritis juvenil incluyendo artritis
idiopatica juvenil de inicio sistémico (SOJIA), artrosis, sindrome autoinflamatorio familiar inducido por frio (FCAS),
enfermedad de Muckle-Wells, enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal (NOMID), fiebre Mediterrdnea
familiar (FMF), sindrome de artritis piégena, pioderma gangrenoso y acné (PAPA), enfermedad de Still de inicio en el
adulto, sindrome de hiper IgD, diabetes mellitus tipo 2, sindrome de activaciéon de macréfagos, sindrome periédico
asociado al receptor de TNF, enfermedad de Blau, espondilitis anquilosante, enfermedad de Sweets, artritis lUpica,
enfermedad de Alzheimer, psoriasis, asma, ateroesclerosis, sarcoidosis, dermatitis atdpica, lupus eritematoso
sistémico, pénfigo ampolloso, diabetes mellitus tipo |, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, gastritis por
Helicobacter pylori, enfermedad inflamatoria intestinal, hepatitis C, lesidén por isquemia-reperfusién, esclerosis multiple,
meningitis neisérica 0 neumocdécica, tuberculosis, sindrome de Bechet, choque séptico, enfermedad de injerto contra
huésped, asma, diabetes tipo |, enfermedad de Alzheimer, ateroesclerosis, leucemia de linfocitos T del adulto, mieloma
multiple, periodontitis, obesidad, sindrome metabdlico, cardiomegalia, insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de
miocardio, venas varicosas, sindrome del ovario poliquistico, enfermedad de reflujo gastroesofagico (GERD),
enfermedad del higado graso, céncer colorrectal, cancer de mama, cancer uterino, insuficiencia renal crénica,
accidente cerebrovascular, hiperuricemia, enfermedad del disco intervertebral, sindrome del intestino irritable,
sindrome de Schnitzler, alergia/dermatitis atépica y gota.
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