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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentaciéon de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, listado de
secuencias)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12. .

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. -

Otros: Publicacion con su traduccion.
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ANEXO

El  documento que acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

M&A LEOR;DA RICAURTE

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-07-29-362 |
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y
en espanol, dado y firmado el 12 de julio de 2004.

(firma: ilegible)
Laura J. Schumacher 7~

Vicepresidente, Secretaria y Asesora General Suplente v

Certificado Notarial (Sociedad), documento escrito en inglés y en espaniol.

(firma: ilegible)

Notario Publico -

Sello Oficial _

Trina Lee Ruiz ¢~
Notario Publico, Estado de lllinois |
Mi Comisién Expira el 6-11-2007, i
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Estado de lllinois |
Secretario de Estado
APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América o
Este documento publico )
ha sido firmado por Trina Lee Ruiz -~ '
actuando como Notario Publico, Condado de Lake i

4. lleva el sello/estampilla del Estado de Illinois .~ ~ |
Certificado , | ’
en Springfield, lllinois < 6. el 20 de julio de 2004 /

No. S04VB11001 7

5

7. por el Secretario de Estado, Estado de Illinois

. ,

9 Sello/Estampilla 10.  Firma: ilegible

Sello del Estado de lllinois . Jesse White
Secretario de Estado
Estado de lllinois

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 29 de julio de 2064,
en la ciudad de Bogota, D.C. por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTOR OPICIAL
RBSOLUCION 2197

%, s
L
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO




s
= 0%
ol E

AuTr

;oTCCO"A
T

on0TA

6o

N
o
Y
-

X .
n ROTATID sE o
SaGo CONSTAR O
«CIDE CON LA FE
AN

WE TENIRS 2




APQOSTILLE,
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by TRINA LEE RUIZ

3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC, LAKE COUNTY

4. bears the seal/stamp of STATE OF ILLINOIS

Certified

5. Springfield, lllinois

6 JULY 20, 2004 .

7. by the Secretary of State, State of lllinois

8. No. S04VvB11001 |

9. Seal/Stamp: 10.  Signature: .
Q"’f\” R W&;&T
JESSE WHITE
SECRETARY OF STATE

STATE OF ILLINOIS

1-168.2
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Los abajo firmados, ABBOTT LABORATORIES, una sociedad organizada y existente
de conferidad c&k las leyes del Estado de illinois, Estados Unidos de América,

con domicilio en 100 Abbott Park Road, Abbott Park, IL 60064 USA

N 2

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/lo GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No. 5-83, piso 60., nuestros
representantes legales y verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales, con el fin de dar
cumplimiento al paragrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de 1971, SN

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de
ellos designe, quedan especialmente facultados para representarnos ante las
autoridades colombianas, administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo efecto les facultamos para dar
ante dichas autoridades todos los pasos necesarios al objeto indicado; elevar
solicitudes, declaraciones, reclamos, recursos y presentar desistimientos;
formular descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las solicitudes y los
registros, presentar oposiciones y apelaciones; instaurar cancelaciones,
renunciar total o parcialmente a los registros, abonar todos los impuestos y
cuotas y efectuar todo otro pago determinado por la ley; recibir todos los
documentos y valores, dando el descargo respectivo; llenar cualesquiera otros
requisitos y tomar, en fin, todas las medidas que creyeren conducentes . al
resguardo de nuestros intereses; y adicionalmente quedan facultados para tomar
intervencion como demandantes o demandados ante -los jueces que sean
competentes, pudiendo transar, someter a arbitros, desistir, percibir, conciliar y
apelar, con todas las demas facultades que resulten necesarias, y poriel
presente declaramos desde ahora valido y bueno cuanto dichos representantes
y/o los apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio. :

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para solicitar
en la Oficina de Propiedad Industrial Ia protocolizacion de este documento y de
cualquier poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre nuestro.

Dado y firmado el 12 de Julic de 2004
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The undersigned, ABBOTT LABORATORIES, a corporation organized and existing
under the laws of the State of Illinois, United States of America,

domiciled at 100 Abbott Park Road, Abbott Park, IL 60064 USA

hereby appoint, ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia, with ofﬁces; in
said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth Floor, our true at\jnd_ legal representatives in
Bogota, with power to receive notifications and to appoint judicial or extrajudicial
agents, so as to comply with paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of them
appointed, are especially empowered to represent us before the administrative,
judicial or police authorities of Colombia, in all proceedings pertajning. to
industrial property, for which purpose we authorize them to take before the said
authorities all the necessary steps for the said end: to file petitions, declarations,
claims, recourses and withdrawals, to draw up specifications; to file
amendments, to limit the scope of applications and registrations, file oppositions;
file cancellations total or partially waive registrations, to pay all installments and
effect all other payments prescribed by law: to receive proper receipts, to comply
with all other requirements and, in short, to take all those measures which trimey
may deem fit for the protection of our interests: and additionally we authorize said
agents to act on our behalf, as complainants as well as defendants, before the
competent judges, with full powers to make arrangements, to submit. to
arbitrators, to desist, to collect, to conciliate, to appeal and, in short, with all slich
further powers as may be required, and we hereby declare from now on as valid
and good all that said representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, to apply for protocolization of
this document and of any power of attorney by any one of them conferred in our
name, before the Office of Industrial Property.

Given and signed this 12" day of July, 2004

|
it J..'

Laura J. Schumacher
Vice President, Secretary and Deputy General
Counsel




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Unidos de América
Estado de {ss
Condado de
Hoy 12 de Julio de 2004, compareci6
Laure J. Schumacher , aquien conozco y
de quien me consta que firmé el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
eles Vice Presidenta, Secretaria y Asesora
de ABBOTT
LABORATORIES, la comparila nombrada en el
documento que antecede, una sociedad
debidamente organizada y existente conforme a las
leyes del Estado de Illinois , Estados
Unidos de Ameérica, domiciliada en la ciudad de
Abbott Park ,Condadode Lake .
Estadode Illinois , Estados Unidos de
America, legalmente constituida para un periodo de
duraciéon que adn no ha terminado, que ejerce su
objeto social conforme a las leyes del Estado  de
Illinois , Estados Unidos de América;
que el declarante estd autorizado por dicha
Compafiia para conferir este poder; que el sello
estampado por el al pie de tal poder, en nombre y en
representacion de la expresada Compaiia, es el
sello oficial de ella; y que el objeto para el cual se
confiere este instrumento est4d comprendido dentro
de! de la sociedad.

El' suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en Chicago ,

EstadodeIllinois |, confecha Sep. 12,2003,
y certifica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado la anterior declaracién juramentada es
prueba suficiente de que los hechos sobre que ella
versa son ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

' PallO :" to o)

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

United States of America

1
State of {ss |
County of |
Onthis 12thday of July | 2004
personally i
came |

to me known, and known to me to be thé person who

signed the foregoing instrument, who being by me

S%%l sworn d(ijd D%eﬁ%se and say thatshe isithe Vice Preside
Ceeneral Cochest of ABBOTT .

LABORATORIES, , the company named within, a

Corporation organized and existing under the laws of

the State of, I1linpis ° ' United

States of America, doniciled at the City of Abbott Park

, County of Lake ,

State of I11inois , United States of America,

legally constituted for a period of tenure not yet

expired, which exercises its corporate purposes

according to the laws of the State of I11inois

United States of America; that the deponent is

authorized by said Company to confer this power of

attorney; that the seal affixed hereuﬁto.by the

deponent in the name and on behalf of said

Corporation is the corporate seal thereof: and that the

purpose for which this instrument is granted is

included within the corporate purposes of,- the

Company. '

The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at
Chicago , State of [11inois , under date of
September 12, 2003 ., and hereby
certifies that under the laws of said State the
foregoing acknowledgment is sufficient proof that the
facts therein contained are true, which he attests.

———/

! OFFICIAL SEAL
§ TRINA LEE RUIZ
g NOTARY PUBLIC, STATE OF ILLINOIS
MY COMMISSION EXPIRES 6-11-2007

Vean

e WANUEL SOTERO MEOINA
o 1OTARIO
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
| SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: {51) Int CI: CO7K 14/715
(22) Fecha de solicitud: 21-12-07 (71)Solicitante(s) ABBOTT LABORATORIES
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
60/695,679 30-06-05 us
(72) Inventor(es)  LACY, Susan E.; FUNG, Emma; BELK,
Jonathan P.; DIXON, Richard W.; ROGUSKA,
Michael;, HINTON, Paul R. y KUMAR,
Shankar
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 30-01-08 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 11-01-07
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 29-06-06 No. publicacion: WO 2007/005608 A2

No. de solicitud PCT/US2006/025584

(54) Titulo: ~ PROTEINAS DE UNION A IL-12/P40

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion niumero 1.-

Una proteina de unidén que comprende un dominio de unién a antigeno, dicha proteina de union es
capaz de unirse a una subunidad p40 de IL-12, dicho dominio de unién a antigeno comprende al
menos una CDR que comprende una secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste

de:

CDR-H1. X4-X2-X3-X4-X5-Xe-X7 (SEQ ID NO: 55), en donde,
XiesD,K, T,08S;
X,esY,S,oT,
XsesY,V,G,W,S, oF;
Xsesl,oM;
XsesH,G,E, 0V,
Xs €s V, 0 no esta presente; y
X; es S, 0 no esta presente;

-CDR-H2. X1-X2-X3-X4-Xs-Xe-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17- X18-X19-X20 (SEQ ID
NO: 56), en donde;
XsesH,D,G,W, S, YoR;
X,esl, oF;
XzesY,W,L,S,N,DoG;
XsesW, P, H T o08S;
XsesD, G, E A o0l
XsesD,G,S, T,oN;
X;esD, G, S,0P;
XsesK,N,S, E T, oH;



XoesY, T,P,I,0N;

XwesY,N T HK,S, orG;
XsiisN,0Y;

Xi2esP,N,A D, 0S;

Xi3es S, E, D, oP;

XuesL,K, D, ToY,;

XisesK, F,V,M,R,0A;

Xises S, K, Q, P, o no esta presente;
Xi7es D, G, R, 0 no esta presente;
Xis €s F, 0 no esta presente;

Xig €s Q, 0 no esta presente; y

X2 €s D, 0 no esta presente;

CDR-H3. X4-X2-X3-X 4-X5-Xe-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-X13 (SEQ ID NO: 5§7), en donde;
XiesR,NoW;
X.es G, T,R,P,0oH;
Xses|,R,F,Y,0Q;
XsesR,V,Y,F,0A,
XsesS, N, G, A oR;
XesesAY,L F, oM,
X;esM, A D, L oF;
XsesD, M, Y, oW,
XsesY,D,oN;
Xioes 'Y, A, ono esta presente;
X1y es M, o no esta presente;
Xi2es D, o no esta presente; y
Xiz es 'Y, o no esta presente;

CDR-L1. X1-Xp-X3-X4-X5-Xg=-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-X13-X14-X15 (SEQ ID NO: 58), en donde;
X;jes K, oR;
X, esA;
X;es S;
XsesQ,0FE;
XsesS,oN;
XsesV,o0l;
X;es S,G,0D;
Xses N, T,oK;
XeesD,N,0Y;
XwesV,G,olL;
Xi1es A, |, oH;,
X2 €s S, 0 no esta presente;
Xi3 es F, 0 no esta presente;

Xi4 €8 M, 0 no esta presente; y



Xi5 €s N, o no esta presente;

CDR-L2. X1-X2-X3-X4-Xs5-Xe-X7-Xg (SEQ ID NO: 59), en donde;
X,esY,08S;
X,esAoT,
Xses S, 0A,
XsesN,H,S,0Q;
XsesR,N,0S;
XsesY,Q ol
X;esT,S,0G;y
Xs €s S, o no esta presente;

CDR-L3. X1-X2-X3-X4-Xs-Xe-X7-Xg-X (SEQ ID NO: 60), en donde;
Xies Q;
X, es Q;
X;esD,Y,08S;
XsesY,N K, ol
XsesN, T,S,oF;
XeesS,Y,V,oW,;
X;es P,
XsesW,F, Y, L oP;y
XgesT,0S.

M
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de Propiedad Intelectual
Oficina Internacional

(43) Fecha de Publicacién
11 de Enero de 2007 (11.01.2007)

(10) Numero de Publicacién Internacional

PCT WO 2007/005608 A2

(51) Clasificacién Internacional de Patentes:
CO07K 14/715 (2000.01)

(21) Nimero de Solicitud Internacional: PCT/US2006/025584

(22) Fecha de Registro Internacional: 29 de Junio de 2006

(29.06.2006)
(25) Idioma de registro: INGLES
(26) Idioma de Publicacién: INGLES

(30) Informacién de Prioridad:
60/695,679 30 de Junio de 2005 (30.06.2005)  US

(71) Solicitante: (para todos los estados designados excepto EU):
ABBOTT LABORATORES [US/US]; 100 Abbott Park
Road, Abbott Park, IL 60064 (US).

(72) Inventores: e

(75)Inventores/solicitantes (para los EU unicamente): LACY,
Susan E. [US/US); 313 Maple Avenue, Shrewsbury, MA
01545 (US). FUNG, Emma [US/US]; 14 Ptarmigan Drive,
Shrewsbury, MA 01545 (US). BELK, Jonathan P.
[US/US]; 89 Beaman Road, Sterling, MA 01564 (US).
DIXON, Richard W. [US/US]; 19 Nottingham Drive,
Jefferson, MA 01522 (US). ROGUSKA, Michael [US/US];
16 Hilldale Road, Ashland, MA 01721 (US). HINTON,
Paul R. [US/US]; 321 Dunsmuir Terrace #4, Sunnyvale, CA
94085 (US). KUMAR, Shankar [US/US]J; 3930 Kral Place,
Pleasanton, CA 94588 (US).

(74) Agente: SESHADRI, Tara; Abbott Bioresearch Center,

100 Research Drive, Worcester, MA 01605-4314, (US).

(81) Estados Designados (salvo que de otro modo indicado

para cada clase de la proteccion nacional disponible). AE,
AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY,
BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC,
EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, HN, HR, HU, ID,
IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC,
LK, LR, LS, LT, LU, LV, LY, MA, MD, MG, MK, MN,
MW, MX, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL,
PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SY, TJ,
TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM,
ZW.

(84) Estados Designados (salvo que de otro modo indicado

para cada clase de la proteccion regional disponible):
ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL,
SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ, BY, KG,
KZ, MD, RU, TJ, TM) europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
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PROTEINAS DE UNION A IL-12/P40

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidén abarca proteinas de uniéon a IL12-p40, particulamente
anticuerpos que se unen a la interleucina-12 humana (hiL-12) y/o IL-23 humana
(hiL-23). Especificamente, la invencién se relaciona con anticuerpos que son
anticuerpos quiméricos, de CDR injertada y humanizados. Los anticuerpos
preferidos tienen alta afinidad para hiL-12 y/o hIL-23 y neutralizan la actividad
de hIL-12 y/o hIL-23 in vitro e in vivo. Un anticuerpo de la invencion puede ser
un anticuerpo de longitud total o una porcién de unién a antigeno del mismo.
También se provee el método para preparar y el método para usar los
anticuerpos de la invencion. Los anticuerpos, o porciones de anticuerpo, de la
invencion son utiles para detectar hlL-12 y/o hIL-23 y para inhibir la actividad de
hiL-12 y/o hIL-23, p.e., en un sujeto humano que sufre de un trastorno en el

cual la actividad de hIL-12 y/o hIL-23 es perjudicial.
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PROTEINAS DE UNION A IL-12/P40

Referencia Cruzada con Solicitud Relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud
provisional US no. 60/695,679 presentada el 30 de Junio de 2005.

Esta solicitud esta relacionada con la solicitud de Patente U.S. No.
09/534717 presentada el 24 de Marzo de 2000 (emitida como Patente U.S.
Numero 6,914,128) titulada "Anticuerpos humanos que se unen a |L-12
humano y métodos para producirlos”. Los contenidos completos de esta
solicitud de patente, y patentes emitidas de alli, se incorporan en la presente

por referencia.

Referencia al acuerdo de investigaciéon conjunta

Los contenidos de esta solicitud estan bajo un acuerdo de investigacion
conjunta celebrado por y entre Protein Design Labs, Inc. y Abbott Laboratories
el 14 de Diciembre de 2005, y estd dirigido a anticuerpos disefados

recombinantemente.

Campo de la Invencion

La presente invencion se relaciona con proteinas de union iL-12p40, y
especificamente a sus usos en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades

inflamatorias agudas y crénicas.

Antecedentes de la Invencion

La interleucina-12 humana (IL-12) es una citoquina con una estructura
unica de efectos pleiotrépicos (Kobayashi, et al. (1989) J Exp Med 170:827-

)



845; Seder, et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sd. 90:10188-10192, Ling, et al.
(1995) J Exp Med 154:116-127; Podlaski, et al. (1992) Arch. Biochem. Biophys.
294:230-237). La IL-12 juega un papel critico en la patologia asociada con
varias enfermedades que involucran las respuestas inmune e inflamatoria. Una
revision de IL-12, sus actividades biolégicas, y su papel en la enfermedad se
puede encontrar en Trinchieri, G. (2003) Nat. Rev. Immun. 3:133- 146.
Estructuraimente, la IL-12 es una protéina heterodimérica (referida como la
“proteina p70”) que comprende una sub-unidad de 35 kDa (p35) y una sub-
unidad de 40 kDa (p40) que estan enlazadas mediante un puente de disulfuro.
La proteina heterodimérica es producida principaimente por células que
presentan antigeno tales como monocitos, macréfagos y células dendriticas.
Estas células también secretan un exceso de la sub-unidad p40 con relacion a
la sub-unidad p70. Las subunidades p40 y p35 no estan relacionadas
genéticamente y ninguna ha sido reportada por poseer actividad bioldgica,

aunqgue el homodimero p40 puede funcionar como un antagonista de [L-12.

Funcionalmente, la IL-12 juega un papel central en la regulacion del
balance entre antigeno-linfocitos tipo 1 (Th1) y tipo 2 (Th2) de cooperatores T
especificos de T. Las células Th1 y Th2 gobiernan la iniciacion y progresion de
trastornos autominmunes, y la [L-12 es critica en la regulacion de la
diferenciacion y maduracién del linfocito Th1. Las citoquinas liberadas por las
células Th1 son inflamatorias e incluyen interferona gamma (IFN-y), IL-2, y
linfotoxina (LT). Las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 para
facilitar la inmunidad humoral, reacciones alérgicas, e inmunosupresion.
Consistente con la preponderancia de las respuestas de Th1 en enfermedades
inflamatorias y las actividades proinflamatorias de la IFN-y, la 1L-12 juega un
papel importante en la patologia asociada con muchas enfermedades
autoinmunes e inflamatorias tales como artritis reumatoide (RA), esclerosis
multiple (MS), soriasis (PS) y enfermedad de Crohn (CD).



Los pacientes humanos con MS han demostrado un aumento en la
expresion de IL-12 documentada por los niveles de mARN p40 en placas MS
agudas (Windhagen et al., (1995) J Exp. Med. 182:1985-1996). Adicionaimente,
la estimulacion ex vivo de las células que presentan antigeno con células T que
expresan CD40L de pacientes MS produjo producciéon de IL-12 aumentada
comparada con las células T de control, consistente con la observacion que las
interacciones CD40/CD40L son inductores potentes de la IL-12. Se han
detectado niveles elevados de IL-12 p70 en el sinovia de pacientes RA
comparado con controles saludables (Morita et al. (1998) Arth. and Rheumat.
41:306-314). El perfil de expresién de acido ribonucléico del mensajero de
citoquina (MRNA) en el sinovia RA identifico principalmente citoquinas Th1
(Bucht et al. (1996) Clin. Exp. Immunol. 103:347-367). La IL-12 también parece
jugar un papel critico en la patologia asociada con la enfermedad de Crohn. Se
ha observado la expresion aumentada de EMF-y e IL-12 en la mucosa intestinal
de pacientes con esta enfermedad (Fais et al. (1994) J Interferon Res. 14:235-
238; Parronchi et al. (1997) Am. J. Path. 150:823-832; Monteleone et al. (1997)
Gastroent. 112:1169- 1178, y Berrebi et al. (1998) Am. J Path 152:667-672). El
perfii de secrecion de citoquina de las células T de la lamina propia de
pacientes CD es caracteristico de una respuesta principalmente de Th1,
incluyendo en gran parte niveles de IFN-y aumentados (Fuss, et al. (1996) J
Immunol. 157:1261-1270). Mas audn, las secciones de tejido del colon de
pacientes con CD muestra una abundancia de macréfagos que expresan IL-12
y células T que expresan IFN-y (Parronchi et al (1997) Am. J. Path. 150:823-
832).

La IL-23 también es una citoquina heterodimérica y pertenece a una
familia de las cinco citoquinas heterodiméricas incluyendo IL-12 e IL-27
(Trinchieri et al., (2003) Immunity 19:641-644). La IL-23 comparte la sub-unidad
p40 idéntica a IL-12, pero esta asociada con una sub-unidad p19 mediante un

enlace disulfuro. La sub-unidad p19 esta estructuralmente relacionada con la



IL-6, el factor estiulador de colonia de granulocito (G-CSF), y la sub-unidad p35
de IL-12. La IL-23 es producida por tipos de células similares a las IL-12, y su
receptor esta expresado en las células T, células NK, y células fagociticas y
hematopoyéticas dendriticas. La IL-23 media la sefalizacion mediante 1a union
a un receptor heterodimérico, comprendido de IL-23R e IL-12beta1. La sub-
unidad IL-12beta1 es compartida por el receptor de IL-12, que estd compuesto
de IL-12beta1 e IL-12beta2. IL-23 no comparte funciones de superposicidon con
IL-12 (induciendo la produccién de IFN-y, la diferenciacion de célula Th1 y la
activacion de las funciones que presentan antigeno de las células dendriticas),
sin embargo induce selectivamente la proliferacién de células T de memoria
(Oppmann et al. (2000) Immunity 13:715-725, Parham, et al. (2002) J. Immunol.
168:5699-5708). |

El papel de la IL-23 en la inflamacién autoinmune ha sido disectado en
parte a través de estudios con ratones con p19 eliminada (Murphy et al. J Exp
Med 198:1951-1957; Cua et al. (2003) Nature 421:744-748). Los estudios han
demostrado que la IL-23 modula la respuesta inmune a la infeccion (ver, p.e.,
Pirhonen, et al. (2002) J. Immunol. 169:5673-5678; Broberg, et al. (2002) J.
Interferon Cytokine Res. 22:641-651; Elkins, et al. (2002) Infection Immunity
70:1936-1948; Cooper, et al. (2002) J. Immunol. 168:1322-1327). Se piensa
que la IL-23 juega un papel en las enfermedades inmuno-mediadas in
(Langrish et.al. (2004) Immunological Reviews202: 96-105).

Debido al papel de la IL-12 humana en una variedad de trastornos
humanos, se ha disefiado estrategias terapéuticas para inhibir o contrarrestar la
actividad de IL-12. En particular, los anticuerpos que se enlazan a, y
neutralizan la IL-12 se han visto como un medio para inhibir la actividad de IL-
12. Algunos de los primeros anticuerpos eran anticuerpos monoclonales
murinos (MmAbs), secretados por hibridomas preparados a partir de linfocitos de

ratones inmunizados con IL-12 (ver p.e., Strober et al., Publicacion PCT No.
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WO 97/15327; Gately et al.,, W09937682 A2; Neurath et al., J Exp. Med
182:1281-1290 (1995); Duchmarm et al., J Immunol. 26:934- 938(1996)). Estos
anticuerpos IL-12 murinos estan limitados para su uso in vivo debido a los
problemas asociados con la administraciéon de anticuerpos de raton a humanos,
tales como vida media en suerd corta, una inhabilidad para desencadenar
ciertas funciones efectoras humanas u produccion de respuesta inmune no
deseada contra el anticuerpo de raton en un humano (la reaccion del

"anticuerpo anti-raton humano” (HAMA)).

Un criterio para superar los problemas asociados con el uso de
anticuerpos totalmente murinos en humanos es generar anticuerpos totalmente
humanos tales como los revelados en Salfeld et al., Publicacién PCT No. WO
00/56772 Al. Otros criterios para superar los problemas asociados con el uso
de anticuerpos totalemente murinos en humanos han involucrado disenar
genéticamente los anticuerpos para que sean mas "tipo humano®. Por ejemplo,
se han preparado anticuerpos quiméricos, en los cuales las regiones variables
de las cadenas del anticuerpo son derivadas de murino y las regiones
constantes de las cadenas del anticuerpo son derivadas de humano (Junghans,
et al. (1990) Cancer Res. 50:1495-1502; Brown et al. (1991) Proc. Natl. Acad.
Sci. 88:2663-2667; Kettleborough et al. (1991) Prot. Engineer. 4:773-783).
Tales anticuerpos quiméricos a IL-12 también se revelan en Peritt et al.
Publicacion PCT No. W02002097048A2. Sin embargo, como estos anticuerpos
quiméricos aun retienen secuencias de cadena variable murina, ain pueden
producir una reaccion inmune no deseada, la reacciéon del anticuerpo anti-
quimérico humano (HACA) especialmente cuando se administra por periodos

prolongados.

Existe una necesidad en la técnica de anticuerpos mejorados capaces
de unirse a la sub-unidad p40 de la IL-12 (IL-12p40). Preferiblemente, los

anticuerpos se unen a IL-12 y/o IL-23. Preferiblemente, los anticuerpos son
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capaces de neutralizar la IL-12 y/o 1L-23. La presente invencion provee una
familia novedosa de proteninas de union, anticuerpos con CDR injertada,
anticuerpos humanizados, y fragmentos de los mismos, capaces de unirse a IL-

12p40, unirse con afinidad alta, y unirse y neutralizar la 1L-12 y/o IL-23.

Resumen de la Invencion

Esta invencion se refiere a proteinas de wunidén a IL-12p40,
particularmente anticuerpos capaces de unirse a la sub-unidad p40 de IL-12
humana y la sub-unidad p40 de IL-23 humana. Ademas, la invencion provee

métodos para preparar y usar las proteinas de unién a IL-12p40.

Un aspecto de esta invencién se relaciona con un proteina de union que
comprende un dominio de unién a antigeno capaz de unirse a una subunidad
p40 de IL-12. En una realizaciéon el dominio de unién a antigeno comprende al
menos una CDR que comprende una secuencia de amino &cido seleccionada

del grupo que consiste de:

CDR-H1.  X4-X2-X3-X4-X5-Xs-X7 (SEQ ID NO: 55), en donde;
XiesD,K, T,08S;
X2esY,S,0T,
Xs;esY,V,G,W,S,0F;
Xsesl,oM;
XsesH,G,E 0V,
Xs €s V, 0 no esta presente; y

X7 es S, 0 no esta presente;

CDR-H2.  X4-X2-X3-X4-X5-Xe-X7-Xg-Xog-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-
X18-X19-XQO (SEQ ID NO: 56), en donde;
XiesH,D,G,W,S,YoR;
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Xoesl, oF;
XsesY,W,L,S,N,DoG;
XsesW,P,H T,08S;
XsesD,G,E, A0l
XeesD,G,S, T,0N;
X;esD,G,S,0P;

XsesK,N,S, E, T,oH;

XoesY, T,P,I,oN;

XiwoesY,N, T,HK,S,orG;
X1isN,o0Y;
Xi2esP,N,A,D,08S;

Xiz3es S, E,D,0P;

Xuesl,K,D, ToY,;

Xises K, F,V,M,R, 0A,;

Xises S, K, Q, P, o no esta presente;
Xi7es D, G, R, o no esta presente;
Xig es F, 0 no esta presente;

X19 €s Q, 0 no esta presente; y

X20 €s D, 0 no est4 presente;

CDR-H3.  X3-X3-X3-X4-X5-Xg-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-X13
57), en donde;

XiesR,NoW,

X.es G, T,R,P,0H;

Xses|,R,F,Y,0Q;

XsesR,V,Y,F,0A,;

XsesS, N, G A o0R;

XesesA, Y, L, F,oM;

X;esM,A,D,L,oF;

XsesD, M, Y, oW;

(SEQ ID

NO:



XgesY,D,0N;

Xiwoes Y, A, ono esta presente;
X11 €s M, o no esta presente;
X12 es D, 0 no esta presente; y

X1z es Y, 0 no esta presente;

CDR-L1. X4-X2-X3-X4-X5-Xg-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-X13-X14-X15  (SEQ D
NO: 58), en donde;
XiesK,0R,;
Xz es A,
Xz es S;
Xses Q, 0E;
Xses S, oN;
XegesV,ol;
X7es S, G,o0D;
Xses N, T,oK;
XoesD,N,0Y;
XwesV,G,ol;
Xi1esA l,oH,
Xi2 €s S, 0 no esta presente;
Xi3 es F, 0 no esta presente;
X14 €s M, 0 no esta presente; y

X1s5 es N, 0 no esta presente;

CDR-L2. X1-X2-X3-X4-Xs5-Xg-X7-Xg (SEQ ID NO: 59), en donde;
XiesY,08S;
XoesA oT;
Xzes S,0A;
XsesN,H, S, 0Q;
XsesR,N,0S;



XsesY,Q, ol
X;esT,S,0G;y

Xg €s S, 0 no esta presente;

CDR-L3. X1-X2-X3-X4-Xs5-Xg-X7-Xg-Xg (SEQ ID NO: 60), en donde;
X1 es Q;
X2 es Q;
X;esD,Y,0S;
XsesY,N, K, ol
XsesN, T,S,0E;
XeesS,Y,V,oW,;
X7 es P;
XsesW,F,Y,L,oP;y
XgesT,0S.

Preferiblemente, el dominio de unién a antigeno comprende al menos
una CDR que comprende una secuencia de amino acido seleccionada del
grupo que consiste de los residuos 31-37 de SEQ ID NO.:35; residuos 52-67 de
SEQ ID NO.:35; residuos 100-108 de SEQ ID NO.:35; residuos 24-34 de SEQ
ID NO.:36; residuos 50-56 de SEQ ID NO.:36; residuos 89-97 de SEQ ID
NO.:36; residuos 31-37 de SEQ ID NO.:37; residuos 52-67 de SEQ ID NO.:37
residuos 100-109 de SEQ ID NO.:37; residuos 24-34 de SEQ ID NO.:38;
residuos 50-56 de SEQ 1D NO.:38; residuos 89-97 de SEQ ID NO.:38,; residuos
31-35 de SEQ ID NO.:39; residuos 50-66 de SEQ ID NO.:39; residuos 99-106
de SEQ ID NO.:39; residuos 24-34 de SEQ ID NO.:40; residuos 50-56 de SEQ
ID NO.:40; residuos 89-97 de SEQ ID NO.:40; residuos 31-35 de SEQ ID
NO.:41; residuos 50-66 de SEQ ID NO.:41; residuos 99-106 de SEQ ID NO.:41;
residuos 24-34 de SEQ ID NO.:42; residuos 50-56 de SEQ ID NO.:42; residuos
89-97 de SEQ ID NO.:42; residuos 31-35 de SEQ ID NO.:43; residuos 50-66 de
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SEQ ID NO.:43; residuos 99-106 de SEQ ID NO.:43; residuos 24-34 de SEQ ID
NO.:44; residuos 50-56 de SEQ ID NO.:44; residuos 89-97 de SEQ ID NO.:44,
residuos 31-35 de SEQ |D NO.:45; residuos 50-66 de SEQ ID NO.:45; residuos
99-101 de SEQ ID NO.:45; residuos 24-34 de SEQ ID NO.:46; residuos 50-56
de SEQ ID NO.:46; residuos 89-97 de SEQ ID NO.:46; residuos 31-35 de SEQ
ID NO.:47; residuos 50-66 de SEQ ID NO.:47; residuos 99-106 de SEQ ID
NO.:47; residuos 24-34 de SEQ ID NO.:48; residuos 50-56 de SEQ ID NO.:48;
residuos 89-97 de SEQ ID NO.:48; residuos 31-35 de SEQ ID NO.:49; residuos
50-66 de SEQ ID NO.:49; residuos 99-111 de SEQ ID NO.:49; residuos 24-38
de SEQ ID NO.:50; residuos 53-60 de SEQ ID NO.:50; residuos 93-101 de SEQ
ID NO.:50; residuos 31-37 de SEQ ID NO.:51; residuos 52-67 de SEQ ID
NO.:51; residuos 100-109 de SEQ ID NO.:51; residuos 24-34 de SEQ ID
NO.:52; residuos 50-56 de SEQ ID NO.:52; residuos 89-97 de SEQ ID NO.:52;
residuos 31-35 de SEQ ID NO.:53; residuos 47-66 de SEQ ID NO.:53;residuos
99-107 de SEQ ID NO.:53; residuos 24-34 de SEQ ID NO.:54; residuos 50-56
de SEQ ID NO.:54; y residuos 89-97 de SEQ E) NO.:54. En una realizacion
preferida, la proteina de unién comprende al menos 3 CDRs seleccionadas del
grupo de las secuencias descritas anteriormente. Mas preferiblemente, las 3
CDRs seleccionadas son conjuntos de CDRs de dominio variable

seleccionadas del grupo consistente de:

Conjunto de CDR 1D4 VH
CDR-H1 1D4 VH Residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 35
CDR-H2 1D4 VH Residuos 52-67 de SEQ ID NO.: 35
CDR-H3 1D4 VH Residuos 100-108 de SEQ ID NO.: 35
Conjunto de CDR 1D4 VL
CDR-L1 1D4 VL Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 36
CDR-L2 1D4 VL Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 36
CDR-L3 1D4 VL Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 36

2k
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Conjunto de CDR 1A6 VH

CDR-H1 1A6 VH

Residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 37

CDR-H2 1A6 VH

Residuos 52-67 de SEQ ID NO.: 37

CDR-H3 1A6 VH

Residuos 100-109 de SEQ ID NO.: 37

Conjunto de CDR 1A6 VL

CDR-L1 1A6 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 38

CDR-L2 1A6 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 38

CDR-L3 1A6 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 38

Conjunto de CDR 1D8 VH

CDR-H1 1D8 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 39

CDR-H2 1D8 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 39

CDR-H3 1D8 VH

Residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 39

Conjunto de CDR 1D8 VL

CDR-L1 1D8 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 40

CDR-L2 1D8 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 40

CDR-L3 1D8 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 40

Conjunto de CDR 3G7 VH

CDR-H1 3G7 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 41

CDR-H2 3G7 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 41

CDR-H3 3G7 VH

Residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 41

Conjunto de CDR 3G7 VL

CDR-L1 3GT VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 42

CDR-L2 3GT VL

Residuos 50-56 de SEQ 1D NO.: 42

CDR-L3 3GT VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 42

Conjunto de CDR 5E8 VH

CDR-H1 5E8 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 43

CDR-H2 5E8 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 43

CDR-H3 5E8 VH

Residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 43

Conjunto de CDR 5E8 VL

2
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CDR-L1 5E8 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 44

CDR-L2 5E8 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 44

CDR-L3 5E8 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 44

Conjunto de CDR 8E1 VH

CDR-H1 8E1 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 45

CDR-H2 8E1 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 45

CDR-H3 8E1 VH

Residuos 99-101 de SEQ ID NO.: 45

Conjunto de CDR 8E1 VL

CDR-L1 8E1 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 46

CDR-L2 8E1 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 46

CDR-L3 8E1 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 46

Conjunto de CDR 1H6 VH

CDR-H1 1H6 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 47

CDR-H2 1H6 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 47

CDR-H3 1H6 VH

Residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 47

Conjunto de CDR 1H6 VL

CDR-L1 1H6 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 48

CDR-L2 1H6 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 48

CDR-L3 1H6 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 48

Conjunto de CDR 3A11 VH

CDR-H1 3A11 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 49

CDR-H2 3A11 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 49

CDR-H3 3A11 VH

Residuos 99-111 de SEQ ID NO.: 49

Conjunto de CDR 3A11 VL

CDR-L1 3A11 VL

Residuos 24-38 de SEQ ID NO.: 50

CDR-L2 3A11 VL

Residuos 53-60 de SEQ ID NO.: 50

CDR-L3 3A11 VL

Residuos 93-101 de SEQ ID NO.: 50

Conjunto de CDR 4B4 VH

CDR-H1 4B4 VH

Residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 51

28
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CDR-H2 4B4 VH Residuos 52-67 de SEQ ID NO.: 51

CDR-H3 4B4 VH Residuos 100-109 de SEQ ID NO.: 51
Conjunto de CDR 4B4 VL

CDR-L14B4 VL Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 52

CDR-L2 4B4 VL Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 52

CDR-L3 4B4 VL Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 52
Conjunto de CDR 7G3 VH

CDR-H1 7G3 VH Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 53

CDR-H2 7G3 VH Residuos 47-66 de SEQ ID NO.: 53

CDR-H3 7G3 VH Residuos 99-107 de SEQ ID NO.: 53
Conjunto de CDR 7G3 VL

CDR-L1 7G3 VL Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 54

CDR-L2 7G3 VL Residuos' 50-56 de SEQ ID NO.: 54

CDR-L3 7G3 VL Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 54

En una realizacion, la proteina de unién de la invencién comprende al
menos dos conjuntos de CDR de dominio variable. Mas preferiblemente, los
dos conjuntos de CDR de domino variable se seleccionan de un grupo que
consiste de: Conjunto de CDR 1D4 VH & Conjunto de CDR 1D4 VL; Conjunto
de 1A6 VH & Conjunto de 1A6 VL; Conjunto de CDR 1D8 VH & Conjunto de
CDR 1D8 VL; Conjunto de CDR 3G7 VH & Conjunto de CDR 3G7 VL; Conjunto
de 5E8 VH & Conjunto de CDR 5E8 VL; Conjunto de CDR 8E1 VL & Conjunto
de CDR 8E1 VL; Conjunto de CDR 1H6 VH & Conjunto de CDR 1H6 VL,
Conjunto de CDR 3A11 VH & Conjunto de CDR 3A11 VL; Conjunto de CDR
4B4 VH & Conjunto de CDR 4B4 VL, y Conjunto de CDR 7G3 VH & Conjunto
de CDR 7G3 VL.

En otra realizacion, la proteina de enlace revelada anteriormente
comprende ademas un marco aceptor humano. Preferiblemente, el marco

aceptor humano comprende una secuencia de amino acido seleccionada del

&
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grupo que consiste de SEQ ID NO.:6; SEQ ID NO..7; SEQ ID NO.:8; SEQ ID
NO.:9; SEQ ID NO.: 10; SEQ ID NO.: 11; SEQ ID NO.: 12; SEQ ID NO.: 13;
SEQ ID NO.: 14; SEQ ID NO.: 15; SEQ ID NO.: 16; SEQ ID NO.: 17; SEQ ID
NO.: 18; SEQ ID NO.: 19; SEQ ID NO.:20; SEQ ID NO.:21; SEQ ID NO.:22;
SEQ ID NO.:23; SEQ ID NO.:24; SEQ ID NO.:25; SEQ ID NO.:26; SEQ ID
NO.:27; SEQ ID NO.:28; SEQ ID NO.:29; SEQ ID NO.:30; SEQ ID NO.:31; SEQ
ID NO.:32; SEQ ID NO.:33; SEQ ID NO.:34, SEQ ID NO.:.92, SEQ ID NO.:93,
SEQ ID NO.:94, SEQ ID NO.:95, SEQ ID NO.:96, Y SEQ ID NO.-.97.

En una realizacion preferida, la proteina de union es un anticuerpo con
CDR injertada o porcion de unién a antigeno del mismo capaz de unirse a la
sub-unidad p40 de IL-12 o IL-23. Preferiblemente, el anticuerpo con CDR
injertada o porcién de union a antigeno del mismo, comprende una o mas
CDRs reveladas anteriormente. Mas preferiblemente, el anticuerpo con CDR
injertada o porcion de union a antigeno del mismo comprende al menos un
dominio variable que tiene una secuencia de amino acido seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID NO.:61; SEQ ID NO.:62; SEQ ID NO.:63; SEQ
ID NO.:64; SEQ ID NO.:65; SEQ ID NO.:66; SEQ ID NO.:67; SEQ ID NO.:68,
SEQ ID NO.:69; SEQ ID NO.:70; SEQ ID NO.:71; SEQ ID NO.:72; SEQ ID
NO.:73; SEQ ID NO.:74; SEQ ID NO.:75; SEQ ID NO.:76; SEQ ID NO.:77; y
SEQ ID NO.:78. Lo mas preferido, el anticuerpo con CDr injertada o porcion de
unién a antigeno del mismo comprende dos dominios variables seleccionados
del grupo revelado anteriormente. Preferiblemente, el anticuerpo con CDr
injertada o porcion de unidn a antigeno del mismo comprende un marco
aceptor humano. Mas preferiblemente, el marco acceptor humano es uno

cualquiera de los marcos de acceptor humano revelados anteriormente.

En una realizacion preferida, la proteina de union es un anticuerpo
humanizado o porcién de union a antigeno del mismo capaz de unirse a la

subunidad p40 de IL-12 o IL-23. Preferiblemente, el anticuerpo humanizado o

W
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porcién de union a antigeno del mismo comprende una o mas CDRs reveladas
anteriormente incorporadas en un dominio variable de anticuerpo humano de
un marco aceptor humano. Preferiblemente, el dominio variable de anticuerpo
humano es un dominio variable humano de consenso. Mas preferiblemente, el
marco acceptor humano comprende al menos una sustitucion de amino acido
de Region de Marco en un residuo clave, en donde el residuo clave se
selecciona del grupo que consiste de un residuo adyacente a una CDR; un
residuo de sitio de glicosilacién; un residuo raro; un residuo capaz de
interactuar con una subunidad p40 de IL-12 humana; un residuo capaz de
interactuar con una CDR; un residuo canénico; un residuo de contacto entre
region variable de cadena pesada y region variable de cadena ligera; un
residuo dentro de una zona Vernier; y un residuo en una region que se
superpone entre una CDR1 de cadena pesada variable definida por Chothia y
un marco de cadena pesada primero definido por Kabat. Preferiblemente, el
residuo clave se selecciona del grupo que consiste de 3H, 5H, 10H, 11H, 12H,
13H, 15H, 16H, 18H, 19H, 23H, 24H, 25H, 30H, 41H, 44H, 46H, 49H, 66H,
68H, 71H, 73H, 74H, 75H, 76H, 77H, 78H, 79H, 81H, 82H, 82AH, 82BH, 82CH,
83H, 84H, 85H, 86H, 87H, 89H, 93H, 98H, 108H, 109H, 1L, 2L, 3L, 7L, 8L, 9L,
10L, 11L, 12L, 13L, 15L, 17L, 19L, 20L, 21L, 22L, 36L, 41L, 42L, 43L, 45L, 46L,
58L, 60L, 62L, 63L, 67L, 70L, 73L, 74L, 77L, 78L, 79L, 80L, 83L, 85L, 87L,
104L, y 106L. Preferiblemente, el marco acceptor humano comprende al menos
una sustitucion de amino acido de Regiéon Marco, en donde la secuencia de
amino acido del marco es al menos 65% idéntica a la secuencia de dicho
marco aceptor humano, y comprende al menos 70 residuos de amino acido

idénticos a dicho marco aceptor humano.

En una realizacion preferida, la proteina de uniéon es un anticuerpo
humanizado o porcién de unién a antigeno del mismo capaz de unirse a la
subunidad p40 de IL-12 o IL-23. Preferiblemente, el anticuerpo humanizado, o

porcién de union de antigeno del mismo, comprende una o mas CDRs
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reveladas anteriormente. Mas preferiblemente, el anticuerpo humanizado, o
porcion de unién a antigeno del mismo, comprende tres o mas CDRs reveladas
anteriormente. Lo mas preferido, el anticuerpo humanizado, o porcién de union

a antigeno del mismo, comprende seis CDRs reveladas anteriormente.

En otra realizacion de la invencion reivindicada, el anticuerpo
humanizado o porciéon de union a antigeno del mismo, comprende al menos un
dominio variable que tiene una secuencia de amino acido seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID NO..79, SEQ ID NO.:80, SEQ ID NO.:81, SEQ
ID NO.:82, SEQ ID NO.:83, SEQ ID NO.:84, SEQ ID NO.:85, SEQ ID NO.:86,
SEQ ID NO.:87, SEQ ID NO.:88, SEQ ID NO.:89, SEQ ID NO.:90, SEQ ID
NO.:91, SEQ ID NO.:98, SEQ ID NO.:99, SEQ ID NO.: 100, SEQ ID NO.: 101,
SEQ ID NO.: 102, Y SEQ ID NO.: 103, SEQ ID NO.: 104, SEQ ED NO.: 105,
SEQ ID NO.: 106, SEQ ID NO.: 107, SEQ ID NO.: 108, y SEQ ID NO.: 109.
Mas preferiblemente, el anticuerpo humanizado o porcién de unién a antigeno
del mismo, comprende dos dominios variables seleccionados del grupo que
revelado anteriormente. Lo mas preferido, el anticuerpo humanizado, o porcion
de union a antigeno del mismo comprende dos dominios variables, en donde
dichos dos dominios variables tienen secuencias de amino acido seleccionadas
del grupo que consiste de SEQ ID NO.:67 & SEQ ID NO.:79, SEQ ID NO.:80 &
SEQ ID NO.:81, SEQ ID NO.:82 & SEQ ID NO.:83, SEQ ID NO.:84 & SEQ ID
NO.:85, SEQ ID NO.:86 & SEQ ID NO.:87, SEQ ID NO.:88 & SEQ ID NO.:89,
SEQ ID NO.:90 & SEQ ID NO.:91, SEQ ID NO.:98 & SEQ ID NO.:99, SEQ ID
NO.: 100 & SEQ ID NO.: 101, SEQ ID NO.: 102 & SEQ ID NO.: 103, SEQ |ID
NO.: 104 & SEQ ID NO.: 105, SEQ ID NO.: 106 & SEQ ID NO.: 107, y SEQ ID
NO.: 108 & SEQ ID NO.: 109.

En una realizacion preferida, la proteina de union revelada anteriormente
comprende un dominio constante de inmunoglobulina de cadena pesada

seleccionado del grupo que consiste de un dominio constante IgM humano, un

32
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dominio constante IgG1 humano, un dominio constante 1gG2 humano, un
dominio constante IgG3 humano, un dominio constante 1gG4 humano, un
dominio constante IgE humano, y un dominio constante IgA humano. Mas
preferiblemente, la proteina de union comprende SEQ ID NO.:2; SEQ DD
NO.:3; SEQ ID NO.:4; y SEQ ID NO.:5.

La proteina de unién de la invencién es capaz de unirse a un objetivo
seleccionado del grupo que consiste de IL-12 e IL-23. Preferiblemente, la
proteina de union es capaz de modular una funcién biolégica de un objetivo
seleccionado del grupo que consiste de IL-12 e IL-23. Mas preferiblemente, la
proteina de union es capaz de neutralizar un objetivo seleccionado del grupo
que consiste de IL-12 e IL-23.

En una realizacion, la proteina de unién de la invencién tiene una
constante de velocidad (asociacion) on (Kon) @ IL-12 o IL-23 de al menos
aproximadamente 10°M's"; al menos aproximadamente 10°M's™; al menos
aproximadamente 10*M's™"; al menos aproximadamente 10°M's™; o al menos
aproximadamente 10°M's™, medida por resonancia de plasmon superficial.
Preferiblemente, la proteina de unién de la invencion tiene una constante de
velocidad on (asociacion) (Kon) a IL-12 0 IL-23 entre 10°M's™ y 10°M's™; entre
10°M7'sy 10*°M's™"; entre 10*°M™'s™ y 10°M's™; o entre 10°M™'s™" y 10°M"s™,

medida por resonancia de plasmoén superficial.

En otra realizacion, la proteina de unién de la invencién tiene una
constante de velocidad off (disociacién) (Ko¢) a IL-12 o IL-23 de maximo
aproximadamente 103s™"; maximo aproximadamente 10*s™; maximo
aproximadamente 10%s™; o maximo aproximadamente 10°%s”, medido por
resonancia de plasmon superficial. Preferiblemente, la proteina de unién de la

invencion tiene una constante de velocidad off (disociacion) (Keg) a IL-12 o IL-

82
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23 de 103s" a 10™s™"; de 10%s" a 10%s™"; 0 de 107%™ a 10°s™, medido por

resonancia de plasmon superficial.

En otra realizacion, la proteina de unién de la invencion tiene una
constante de disociacion (Kp) a IL-12 o0 IL-23 de maximo aproximadamente 107
M: maximo aproximadamente 10° M; maximo aproximadamente 10° M;
maximo aproxiamdamente 107" M; maximo aproximadamente 10" M; maximo
aproximadamente 1072 M; o maximo 10" M. Preferiblemente, la proteina de
union de la invencion tiene una constante de disociacion (Kp) a IL-12 o IL-23 de
107 M a 10° M; de 108 M a 10° M; de 10° M a 107" M; de 10" a 10" M; de
10" M a 10" M; o de 10" a M 10™"® M. Una realizacion de la invencion
provee una construccion de anticuerpo que comprende una cualquiera de las
proteinas de union reveladas anteriormente y un polipéptido enlazante o una
inmunoglobulina. En una realizacion preferida la construccion de anticuerpo se
selecciona del grupo que consiste de una molécula de inmunoglobulina, un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo con CDr
injertada, un anticuerpo humanizado, un Fab, un Fab', un F(ab')2, un Fv, Fv
unido a disulfuro, un scFv, un anticuerpo de dominio sencillo, un diacuerpo, un
anticuerpo multiespecifico, un anticuerpo dual especifico, y un anticuerpo
biespecifico. En una realizacién preferida, la construccion de anticuerpo
comprende un dominio constante de inmunoglobulina de cadena pesada
seleccionado del grupo que consiste de un dominio constante de IgM humano,
un dominio constante de IgG1 humano, un dominio constante de IgG2 humano,
un dominio constante de 1gG3 humano, un dominio constante de IgG4 humano,
un dominio constante de IgE humano, y un dominio constante de IgA humano.
Mas preferiblemente, la construccion de anticuerpo comprende SEQ ID NO.:2;
SEQ ID NO.:3; SEQ ID NO.:4; y SEQ ID NO.:5. En otra realizacion, la invencion
provee un conjugado de anticuerpo que comprende la construccion del
anticuerpo revelada anteriormente y un agente seleccionado del grupo que

consiste de; una molécula de inmunoadhesion, un agente de representacion
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grafica, un agente terapéutico, y un agente citotoxico. En una realizacion
preferida, el agente de representacion grafica es seleccionado del grupo que
consiste de un radiomarcador, una enzima, un marcador fluorescente, un
marcador luminescente, un marcador bioluminescente, un marcador magnetico,
y biotina. Mas preferiblemente, el agente de representacion grafica es un
radiomarcador seleccionado del grupo que consiste de: °H, **C, *°s, v, *T,
Mn, 125, 13 771y, "®Ho, y "3Sm. En una realizacion preferida, el agente
terapéutico o citotdxico es seleccionado del grupo que consiste de; un anti-
metabolito, un agente alquilante, un antibiético, un factor de crecimiento, una
citoquina, un agente anti-angiogénico, un agente anti-mitético, una antraciclina,

toxina, y un agente apoptético.

En otra realizacion, la construccion de anticuerpo estd glicosilada.

Preferiblemente, la glicosilacion es un patron de glicosilacion humano.

En otra realizacion la proteina de unién, la construccidén de anticuerpo o
conjugado de anticuerpo revelado anteriormente existe como un cristal.
Preferiblemente, el cristal es un cristal de liberacion controlada farmacéutico
libre de vehiculo. En una realizacion preferida, la proteina de unién cristalizada,
la construccion de anticuerpo cristalizada o conjugado de anticuerpo
cristalizado tiene una vida media in vivo mayor que su contraparte soluble. En
otra realizacion preferida, la proteina de unién cristalizada, construccion de
ahticuerpo cristalizado o conjugado de anticuerpo cristalizado retiene la

actividad biologica después de cristalizacion.

Un aspecto de la invencién se refiere a un acido nucleico aislado que
codifica una cualquiera de la proteina de unién, construccién de anticuerpo o
conjugado de anticuerpo revelado anteriormente. Una realizaciéon adicional
provee un vector que comprende el acido nucleico aislado revelado

anteriormente, en donde dicho vector se selecciona del grupo que consiste de
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pcADN; pTT (Durocher et al., Nucleic Acids Research 2002, Vol 30, No.2),
pTT3 (pTT con sitio de clonacién multiple adicional; pEFBOS (Mizushima, S. y
Nagata, S., (1990) Nucleic acids Research Vol 18, No. 17), pBV; pJV; y pBJ.

En otro aspecto, una célula hospedera es transformada con el vector
revelado anteiormente. Preferiblemente, la célula hospedera es una célula
procaridtica. Mas preferiblemente, la célula hospedera en E.Coli. En una
realizacion relacionada, la célula hospedera es una célula eucaridtica.
Preferiblemente, la célula eucarittica es seleccionada del grupo que consiste
de célula protista, célula animal, célula de planta y célula fangica. Mas
preferiblemente, la célula hospedera es una célula mamifera incluyendo, pero
sin limitarse a, CHO y COS; o una célula fangica tal como Saccharomyces

cerevisiae; o una célula de insecto tal como Sf9.

Otro aspecto de la invencion provee un método para producir una
proteina de unidén que se une a la subunidad p40 de IL-12, que comprende
cultivar una cualquiera de las células hospederas reveladas anteriormente, en
un medio de cultivo bajo condiciones suficientes para producir una proteina de
union que se une a la subunidad p40 de IL-12. Otra realizacion provee una

proteina de union producida de acuerdo con el método revelado anteriormente.

Una realizacién provee una composicion para liberacién de una proteina
proteina de union en donde la composiciéon comprende una formulacion que a
su vez comprende una proteina de unién cristalizada, construccion de
anticuerpo cristalizada o conjugado de anticuerpo cristalizado revelado
anteriormente y un ingrediente; y al menos un vehiculo polimérico.
Preferiblemente, el vehiculo polimérico es un polimero seleccionado de uno o
mas del grupo que consiste de: poli(acido acrilico), poli(cianoacrilatos), poli
(amino acidos), poli (anhidridos), poli (depsipéptido), poli (ésteres), poli (acido
lactico), poli (acido lactico-co-glicédlico) o PLGA, poli (b-hidroxibutirato), poli
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(caprolactona), poli (dioxanona); poli (etilen glicol), poli ((hidroxipropil)
metacrilamida, poli [(organo)fosfazeno], poli (orto ésteres), poli (vinil alcohol),
poli (vinilpirrolidona), copolimeros de anhidrido maléico — alquil vinil éter,
polioles plurénicos, albumina, alginato, celulosa y derivados de celulosa,
colageno, fibrina, gelatina, acido hialurénico, oligosacaridos, glicaminoglicanos,
polisacaridos sulfatados, mezclas y copolimeros de los mismos.
Preferiblemente, el ingrediente es seleccionado del grupo que consiste de
albumina, sacarosa, trehalosa, lactitol, gelatina, hidroxipropil-p-ciclodextrina,

metoxipolietilen glicol y polietilen glicol.

Otra realizaciébn provee un método para tratar un mamifero que
comprende el paso de tratar un mamifero que comprende el paso de
administrar al mamifero una cantidad efectiva de la composicion revelada

anteriormente.

La invencidon provee también una composicion farmacéutica que
comprende una proteina de union, construccion de anticuerpo o conjugado de
anticuerpo revelado anteriomente, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
En una realizacion adicional, la composicion farmacéutica comprende al menos
un agente terapéutico adicional para el tratamiento de un trastorno en el cual la
actividad de 1L-12 y/o IL-23 es perjudicial. Preferiblemente, el agente adicional
es seleccionado del grupo que consiste de: agente terapéutico, agente de
representacion grafica, agente citotixico, inhibidores de la angiogénesis
(incluyendo, pero sin limitarse a anticuerpos anti-VEGF o VEGF-trap),
inhibidores de quinasa (incluyendo, pero sin limitarse a inhibidores de KDR vy
TIE-2); bloqueadores de molécula de co-estimulacion (incluyendo, pero sin
limitarse a anti-B7.1, anti-B7.2, CTLA4-lg, anti-CD20); bloqueadores de
molécula de adhesion (incluyendo, pero sin limitarse a anti-LFA-1 Abs, anti-E/L
selectina Abs, inhibidores de molécula pequeia); anticuerpo anti-citoquina o

fragmento funcional del mismo (incluyendo, pero sin limitarse a anticuerpos
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anti-IL-18, anti-TNF, anti-IL-6/receptor de citoquina); metotrexato; ciclosporina;
rapamicina; FK506; marcador o reportero detectable; un antagonista de TNF;
un antirreumatico; un relajante muscular, un narcético, un farmaco anti-
inflamatorio no esteroidal (NSAID), un analgésico, un anesésico, un sedante,
un anestésico local, un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano, un
antisoriatico, un corticosteriode, un esteroide anabdlico, una eritropoyetina, una
inmunizacion, una inmunoglobulina, un inmunosupresor, una hormona de
crecimiento, un farmaco de reemplazo hormonal, un radiofarmacéutico, un
antidepresivo, un antisicético, un estimulante, una medicacion para el asma, un
antagonista beta, un esteroide inhalado, una epinefrina o analogo, una

citoquina, y un antagonista de citoquina.

En otro aspecto, la invencién provee un método para inhibir la actividad
de IL-12 humana y/o IL-23 humana, que comprende contactar la IL-12 humana
y/o 1L-23 humana con una proteina de unién revelada anteriormente, de forma
que la actividad de la IL-12 humana y/o IL-23 humana es inhibida. En un
especto relacionado la invencion provee un método para inhibir la actividad de
la IL-12 humana y/o IL-23 humana en un sujeto humano que sufre de un
trastorno en el cual la actividad de IL-12 y/o IL-23 es perjudicial, que
comprende administrar al sujeto humano una proteina de union revelada
anteriormente de forma que la actividad de la IL-12 humana y/o IL-23 humana
en el sujeto humano es inhibida y se logra el tratamiento. Preferiblemente, el
trastorno se selecciona del grupo que comprende artritis reumatoide,
osteoartritis, artritis cronica juvenil, artritis séptica, artritis de Lyme, atritis
soriatica, artritis reactiva, espondiloartropatia, lupus eritematoso sistémico,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, enfermedad inflamatoria del intestino,
diabetes mellitus dependiente de insulina, tiroiditis, asma, enfermedades
alérgicas, soriasis, dermatitis escleroderma, enfermedad de injerto hospedero,
rechazo de transplante de o6rgano, enfermedad inmune aguda o cronica

asociada con transplante de organo, sarcoidosis, aterosclerosis, coagulacion
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intravascular diseminada, enfermedad de Kawasaki, enfermedad de Grave,
sindrome nefrético, sindrome de fatiga crénica, granulomatosis de Wegener,
purpura de Henoch-Schoenlein, vasculitis microscépica de los rifiones, hepatitis
activa cronica, uveitis, choque séptico, sindrome de choque toxico, sindrome
de sepsis, caquexia, enfermedades infecciosas, enfermedades parasiticas,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, mielitis transversal aguda, corea de
Huntington, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, apoplejia,
cirrosis biliar primaria, anemia hemolitica, malignancias, falla cardiaca, infarto al
miocardio, enfermedad de Addison, esporadica, deficiencia poliglandular tipo | y
deficiencia poliglandural tipo I, sindrome de Schmidt, sindrome de distrés
respiratorio del adulto (agudo), alopecia, alopecia areata, artropatia
seronegativa, artropatia, enfermedad de Reiter, artropatia soriatica, artropatia
colitica ulcerativa, sinovitis enteropatica, clamidia, atropatia asociada con
yersinia y salmonella, espondiloartopatia, enfermedad
ateromatosal/arteriosclerosis, alergia atopica, enfermedad ampollar autoinmune,
peénfigo vulgar, pénfigo foliaceo, penfigoide, enfermedad de IgA lineal, anemia
hemolitica autoinmune, anemia hemolitica positiva Coombs, anemia perniciosa
adquirida, anemia perniciosa juvenil, encefalitis mialgica/Enfermedad de Royal
Free, candidiasis mucocutanea crénica, arteritis de célula gigante, hepatitis
esclerosante primaria, hepatitis autoinmune criptogénica, Sindrome de
Enfermedad de Inmunodeficiencia Adquirida, Enfermedades Relacionadas con
el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, Hepatitis B, Hepatitis C,
inmunodeficiencia variada comun (hipogammaglobulinemia variable comun),
cardiomiopatia dilatada, infertilidad femenina, falla ovarica, falla ovarica
prematura, enfermedad pulmonar fibrética, alveolitis fibrosante criptogénica,
enfermedad pulmonar intersticial post-inflamatoria, neumonitis intersticial,
enfermedad pulmonar intersticial asociada con enfermedad de tejido conectivo,
enfermedad pulmonar asociada con enfermedad de tejido conectivo mixto,
enfermedad pulmonar intersticial asociada con esclerosis sistémica,

enfermedad pulomnar intersticial asociada con artritis reumatoide, enfermedad
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pulmonar asociada con lupus eritematoso sistémico, enfermedad pulmonar
asociada con dermatomiositis/polimiositis, enfermedad pulmonar asociada con
enfermedad de Sjogren, enfermedad pulmonar asociada con espondilitis
anquilosante, enfermedad pulmonar vasculitica difusa, enfermedad pulmonar
asociada con hemosiderosis, enfermedad pulmonar intersticial inducida por
farmaco, fibrosis, fibrosis por radiacion, bronquiolitis obliterante, neumonia
eosinofilica crénica, enfermedad pulmonar infiltrante linfocitica, enfermedad
pulmonar intersticial postinfecciosa, artritis gotosa, hepatitis autoinmune,
hepatitis autoinmune tipo 1 (hepatitis autoinmune clasica o lupoide), hepatitis
autoinmune tipo 2 (hepatitis por anticuerpo anti-LKM), hipoglicemia mediada
autoinmune, resistencia a la insulina tipo B con acanthosis nigricans,
hipoparatiroidismo, enfermedad inmune aguda asociada con transplante de
organo, enfermedad inmune crénica asociada con transplante de organo,
osteoartrosis, colangitis esclerosante primaria, soriasis tipo 1, soriasis tipo 2,
leucopenia idiopatica, neutropenia autoinmune, enfermedad renal NOS,
glomerulonefritides, vasculitis microscépica de los rifiones, enfermedad de
Lyme, lupus eritematoso discoide, infertilidad masculina idiopatica o NOS,
autoinmunidad de la esperma, esclerosis multiple (todos los subtipos), oftalmia
simpatica, hipertension pulmonar secundaria a enfermedad de tejido conectivo,
sindrome de Goodpasture, manifestaciéon pulmonar de poliarteritis nudosa,
fiebre reumatica aguda, espondilitis reumatoide, enfermedad de Still, esclerosis
sistémica, sindrome de Sjorgren, enfermedad de Takayasu/arteritis,
trombocitopenia autoinmune, trombocitopenia idiopatica, enfermedad tiroide
autoinmune, hipertiroidismo, hipertiroidismo autoinmune bocioso (enfermedad
de Hashimoto), hipotiroidismo autoinmune atréfico, mixoedema primario, uveitis
facogénica, vasculitis primaria, enfermedad hepatica aguda vitiligo,
enfermedades hepaticas cronicas, cirrosis alcohdlica, lesién hepatica inducida
por alcohol, colestasis, enfermedad hepatica idiosincrasica, hepatitis inducida
por Farmaco, Esteatohepatitis no alcohdlica, alergia y asma, infeccion
estreptococica del grupo B (GBS), trastornos mentales (p.e., depresion y
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esquizofrenia), enfermedades mediadas Tipo Th1 y Tipo Th1, dolor agudo y
cronico (diferentes formas de dolor), y canceres tales como cancer de pulmon,
seno, estdbmago, vejiga, colon, pancreas, ovario, prostata y rectal, y
malignancias hematopoyéticas (leucemia y linfoma), Abetalipoproteinemia,
Acrocianosis, procesos parasiticos o infecciosos agudos y cronicos, leucemia
aguda, leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML),
infeccion bacteriana aguda o croénica, pancreatitis aguda, falla renal aguda,
adenocarcinomas, latidos ectépicos aéreos, complejo de demencia del SIDA,
hepatitis inducida por alcohol, conjuntivitis alérgica, dermatitis de contacto
alérgica, rinitis alérgica, rechazo de aloinjerto, deficiencia de alfa-1-antitripsina,
esclerosis lateral amiotrofica, anemia, angina de pecho, degeneracién de célula
del cuerno anterior, terapia anti cd3, sindrome antifosfolipido, reacciones de
hipersensibilidad anti-receptor, aneurismas aérticos y periféricos, diseccion
aortica, hipertension arterial, arteriosclerosis, fistula arteriovenosa, ataxia,
fibrilacion auricular (sostenida o paroxismal), aleteo auricular, bloqueo
atrioventricular, linfoma de célula B, rechazo de injerto 6seo, rechazo de
transplante de médula espinal (BMT), bloqueo de ramas de fasciculo, linfoma
de Burkitt, quemaduras, arritmias cardiacas, sindrome de aturdimiento
cardiaco, tumores cardiacos, cardiomiopatia, respuesta de inflamacion por by-
pass cardiopulmonar, rechazo de transplante de cartilago, degeneraciones
corticales cerebelares, trastornos cerebelares, taquicardia auricular cadtica o
multifocal, trastornos asociados con la quimioterapia, leucemia mielocitica
cronica (CML), alcoholismo crénico, patologias inflamatorias crénicas, leucemia
linfocitica cronica (CLL), enfermedad pulmonar obstructuva crénica (COPD),
intoxicacion cronica por salicilato, carcinoma colorrectal, falla cardiaca
congestiva, conjuntivitis, dermatitis de contacto, cor pulmonale, enfermedad de
arteria coronaria, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, sepsis negativa de cultivo,
fibrosis quistica, trastornos asociados con la terapia de citoquina, Demencia
pugilistica, enfermedades de desmielinacién, fiebre de dengue hemorragico,

dermatitis, condiciones dermatologicas, diabetes, diabetes mellitus,

Y/
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enfermedad ateriosclerética diabética, Enfermedad con cuerpo de Lewy difuso,
cardiomiopatia congestiva dilatada, trastornos de los ganglios basales,
Sindrome de Down en la madurez, trastonos de movimiento inducidos por
farmaco, inducidos por farmacos que bloguean los receptores de dopamina del
SNC, sensibilidad a farmacos, eccema, encefalomielitis, endocarditis,
endocrinopatia, epiglotitis, infeccién por virus de epstein-barr, eritromelalgia,
trastornos extrapiramidales y cerebelares, linfohistiocitosis hematofagocitica
familiar, rechazo de implante del timo fetal, ataxia de Friedreich, trastornos
arteriales periféricos funcionales, sepsis fungica, gangrena gaseosa, ulcera
gastrica, nefritis glomerular, rechazo de injerto de cualquier érgano o tejido,
sepsis gram negativa, sepsis gram positiva, granulomas debidos a organismos
intracelulares, leucemia de célula vellosa, enfermedad de Hallerrorden-Spatz,
tiroiditis de hashimoto, fiebre del heno, rechazo de transplante de corazon,
hemacromatosis, hemodialisis, sindrome urémico hemolitico/purpura
trombocitopénica trombolitica, hemorragia, hepatitis (A), arritmias His de
fasciculo, neuropatia por infeccién de VIH/VIH, enfermedad de Hodgkin,
trastornos de movimiento hipercinéticos, reacciones de hipersensibilidad,
neumonitis de hipersensibilidad, hipertension, trastorno de movimientos
hipocinéticos, evaluacién del eje hipotalamico-pituitario-adrenal, enfermedad de
Addison idiopatica, fibrosis pulmonar idiopatica, citotoxicidad mediada por
anticuerpo, Astenia, atrofia muscular espinal infantil, inflamacion de la aorta,
influenza a, exposicién a radiacién ionizante, iridociclitis/uveitis/neuritis 6ptica,
lesion por isquemia-reperfusion, ataque isquémico, artritis reumatoide juvenil,
atrofia muscular espinal juvenil, sarcoma de Kaposi, rechazo de transplante de
tumor, legionella, leishmaniasis, lepra, lesiones del sistema corticoespinal,
lipedema, rechazo de transplante de higado, linfedema, malaria, Linfoma
maligno, histiocitosis maligna, melanoma maligno, meningitis,
meningococcemia, metabdlica/idiopatica, dolores de cabeza migrafiosos,
trastornos del multi sistema mitocondrial, enfermedad de tejido conectivo mixto,

gammopatia monoclonal, mieloma multiple, degeneraciones de sistemas
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multiples (Mencel Dejerine-Thomas Shi-Drager y Machado-Joseph), miastenia
grave, micobacteria aviar intracelular, tuberculosis por micobacteria, sindrome
mielodisplasico, infarto al miocardio, trastornos isquémicos del miocardio,
carcinoma nasofaringeo, enfermedad pulmonar crénica neonatal, nefritis,
nefrosis, enfermedades neurodegenerativas, atrofias musculares neurogénicas
|, fiebre neutropénica, linfoma diferente de hodgkins, oclusién de la aorta
abdominal y sus ramificaciones, trastornos arteriales oclusivos, terapia con
okt3, orquitis/epididimitis, procedimientos de reversion de orquitis/vasectomia,
organomegalia, osteoporosis, rechazo de transplante de pancreas, carcinoma
pancreatico, sindrome paraneoplasico/hipercalcemia maligna, rechazo de
transplante de paratiroide, enfermedad inflamatoria pélvica, rinitis perenne,
enfermedad pericardica, enfermedad aterlosclerética periférica, trastornos
vasculares periféricos, peritonitis, anemia perniciosa, neumonia pneumocystis
carinii, neumonia, sidrome de POEMS (polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gammopatia monoclonal, y sindrome de cambios de la piel),
sindrome post perfusién, sindrome post bombeo, sindrome de cardiotomia
post-MI, preeclampsia, Pardlisis Supranuclear Progresiva, hipertension
pulmonar primaria, terapia de radiacion, fenémeno y enfermedad de Raynaud,
enfermedad de Raynoud, enfermedad de Refsum, taquicardia con QRS
estrecho regular, hipertensién renovascular, lesién por reperfusion,
cardiomiopatia restrictiva, sarcomas, escleroderma, corea senil, Demencia senil
del tipo cuerpo de Lewy, artropatias seronegativas, choque, anemia de célula
de hoz, rechazo de aloinjerto de piel, sindrome de cambios de la piel, rechazo
de transplante de intestino delgado, tumores sélidos, arritmias especificas,
ataxia espinal, degeneraciones espinocerebelares, miositis estreptococica,
lesiones estructurales del cerebelo, panencefalitis esclerosante subaguda,
sincope, sifilis del sistema cardiovascular, anafalaxis sistémica, sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, artritis reumatoide juvenil de aparicion
sistémica, célula T o FAB ALL, Telangiectasia, tromboangitis obliterate,

trombocitopenia, toxicidad, transplantes, trauma/hemorragia, reacciones de
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hipersensibilidad tipo Ill, hipersensibilidad tipo IV, angina inestable, uremia,
urosepsis, urticaria, enfermedades cardiacas valvulares, venas varicosas,
vasculitis, enfermedades venosas, trombosis venosa, fibrilacién ventricular,
infecciones virales y fungicas, encefalitis vital/meningitis aséptica, sindrome
hemafagocitico vital asociado, sindrome de Wernicke-Korsakoff, enfermedad

de Wilson, rechazo de xenoinjerto de cualquier érgano o tejido.

En otro aspecto la invencién provee un método para tratar un paciente
que sufre de un trastorno en el cual la IL-12 humana y/o IL-23 humana es
perjudicial, que comprende el paso de administrar una cualquiera de las
proteinas de union reveladas anteriormente, concurrente, o después de la
administraciéon de un segundo agente, como se discutié anteriormente. En una
realizacion preferida, el segundo agente es seleccionado del grupo que
consiste de budenosida, factor de crecimiento epidérmico, corticosteroides,
ciclosporina, sulfasalazina, aminosalicilatos, 6-mercaptopurina, azatioprina,
metronidazol, inhibidores de lipoxigenasa, mesalamina, olsalazina, balsalazida,
antioxidantes, inhibidores de tromboxano, antagonistas del receptor IL-1,
anticuerpos monoclonales anti-IL-1B, anticuerpos monoclonales anti-IL-6,
factores de crecimiento, inhibidores de elastasa, compuestos piridinil-imidazol,
anticuerpos o agonistas de TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-16, IL-
18, EMAP-Ii, GM-CSF, FGF, y PDGF, anticuerpos de CD2, CD3, CD4, CDS8,
CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD90 o sus ligandos, metotrexato,
ciclosporina, FK506, rapamicina, micofenolato mofetil, leflunomida, NSAIDs,
ibuprofeno, corticosteroides, prednisolona, inhibidores de fosfodiesterasa,
agonistas de adenosina, agentes antitrombéticos, inhibidores de complemento,
agentes adrenérgicos, IRAK, NIK, IKK, p38, inhibidores de MAP quinasa,
inhibidores de la enzima convertidora de IL-1B, inhibidores de la enzima
convertidora de TNFa, inhibidores de sefializacién de célula T, inhibidores de
metaloproteinasa, sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores de

la enzima convertidora de angiotensina, receptores de citoquina solubles,
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receptor de TNF p55 soluble, receptor TNF p75 soluble, sIL-1Rl, siL-1RIl, slL-
6R, citoquinas antiinflamatorioas, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13 y TGFB. En una
realizacion preferida, las composiciones farmacéuticas reveladas anteriormente
son administradas al sujeto mediante al menos un modo seleccionado de
parenteral, subcutaneo, intramuscular, intravenoso, intrarticular, intrabronquial,
intraabdominal, intracapsular, intracartilaginoso, intracavitario, intracelial,
intracerebelar, intracerebroventricular, intracélico, intracervical, intragéastrico,
intrahepético, intramiocardico, intradseo, intrapélvico, intrapericardico,
intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar, intrarrectal,
intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratoracico, intrauterino,
intravesical, por bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal, vy

transdérmico.

Un aspecto de la invenciéon provee al menos un anticuerpo anti-idiotipo
IL-12 a al menos una proteina de union de IL-12 de la presente invencién. El
anticuerpo anti-idiotipo incluye cualquier molécula que contiene proteina o
péptido que comprende al menos una porcién de una molécula de una
inmunoglobulina tal como, pero sin limitarse a, al menos una region
determinante de complementariedad (CDR) de una cadena pesada o liviana o
una porcidon de union a ligando de la misma, una region variable de cadena
pesada o cadena ligera, una regioén constante de cadena pesada o cadena
ligera, una region de marco, o; cualquier porcion de los mismos, que puede ser

incorporada en una proteina de union de la presente invencion.

Descripcion Detallada de la Invencién

Esta invencion se refiere a proteinas de wunion a IL-12p40,
particularmente anticuerpos anti-IL-12p40, o porciones de union a antigeno de
los mismos, que se unen a IL-12p40. Varios aspectos de la invencion se

relacionan con anticuerpos y fragmentos de anticuerpo, y composiciones
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farmacéuticas de los mismos, asi como acidos nucleicos, vectores de
expresion recombinante y células hospederas para preparar tales anticuerpos y
fragmentos. Métodos para usar los anticuerpos de la invencion para detectar
IL-12p40 humana, IL-12 humana e IL-23 humana; para inhibir la actividad de
IL-12 humana y/o IL-23 humana, ya sea in vitro o in vivo; y para regular la

expresion del gen, también estan abarcados por la invencion.

A menos que se defina de otra forma en la presente, los términos
cientificos y técnicos usados en conexion con la presente invencion tendran los
significados entendidos comlUnmente por los expertos en la técnica. El
significado y alcance de los términos debe ser claro, sin embargo, en el caso
de ambiguedad latente, las definiciones proporcionadas aqui seran
precedentes sobre cualquier definicion de diccionario o extrinseca.
Adicionalmente, a menos que el contexto lo requiera de otra forma, los
términos en singular incluiran los plurales y los términos en plural incluiran el
singular. En esta solicitud, el uso de "o" significa "y/o" a menos que se declare
de otra forma. Adicionalmente, el uso del término "que incluye", asi como otras
formas, tales como "incluye" e "inclido", no es limitante. También, los términos
tales como "elemento" o "componente" abarca tanto elementos como
componentes que comprenden una unidad y elementos y componentes que
comprenden mas de una subinidad a menos que se declare especificamente
de otra forma.

Generalmente, las nomenclaturas usadas en connexion con, y las
técnicas de, cultivo de celulas y tejidos, biologia molecular, inmunologia,
microbiologia, quimica e hibridacion de proteina y acid nucleico descritas aqui
son aquellas conocidas y cominmente usadas en la técnica. Los metodos y
técnicas de la presente invencion se realizan generalmente de acuerdo con
métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como se desciben en

varias referencias generales y mas especificas que son citadas y discutidas por
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la presente descripcion a menos que se indique de otra forma. Las reacciones
enzimaticas y técnicas de purificacion se realizan de acuerdo con las
especificaciones del fabricante, como se realiza cominmente en la técnica o
como se describe aqui. La nomenclatura usada en conexién con, y los
procedimientos de laboratorio y técnicas de, quimica analitica, quimica
organica sintética, y quimica medicinal y farmacéutica descritos aqui son
aquellos bien conocidos y usados cominmente en la técnica. Se usan técnicas
estandar para sintesis convencionales, analisis quimicos, preparacion

farmacéutica, formulacion, y liberacion, y tratamiento de pacientes.

Pasra que la presente invencion pueda ser mas faciimente entendida,

los términos seleccionados se definen a continuacion.

El término "Polipéptido" como se usa aqui, se refiere a cualquier cadena
polimérica de amino acidos. Los términos "péptido" y "proteina” se usan
intercambiablemente con el término polipéptido y también se refieren a una
cadena polimérica de amino acidos. El término "polipéptido” abarca proteinas
nativas o artificiales, fragmentos de proteina y analogos de polipéptido de una

secuencia de proteina. Un polipéptido puede ser monométrico o polimérico.

El término "proteina aislada" o "polipéptido aislado" es una proteina o
polipéptido que en virtud de su origen o fuente de derivacion, no esta asociado
con componentes asociados naturalmente que lo acomparan en su estado
nativo; es sustancialmente libre de otras proteinas de las mismas especies,
esta expresado por una célula de especies diferentes; o no se encuentra en la
naturaleza. Asi, un polipéptido que es sintetizado quimicamente o sintetizado
en un sistema celular de la célula de la cual se origina sera "aislado" de sus
componentes naturalmente asociados. Una proteina también puede hacerse

sustancialmente libre de componentes asociados naturalmente mediante

A
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asilamiento, usnado técnicas de purificacion de proteina bien conocidas en la

técnica.

El término "recuperacion" como se usa aqui, se refiere al proceso de
hacer una especie quimica, tal como un polipéptido sustancialmente libre de
componentes naturalmente asociados mediante aislamiento, p.e., usando

técnicas de purificacion de proteina bien conocidas en la técnica.

El término "IL-12 humana" (abreviada aqui como hIL-12, o IL-12), como
se usa aqui, incluye una citoquina humanda que es secretada principaimente
por células que presentan antigeno tales como monocitos macréfagos y células
dendriticas. El término incluye una proteina heterodimérica que comprende una
subunidad de 35 kD (p35) y una subunidad de 40 kD (p40) que estan unidas
con un puente de disulfuro. La proteina heterodimérica es referida como una
"proteina p70". La estrutura de la IL-12 humana esta descrita adicinalmente en,
por ejemplo, Kobayashi, et al. (1989) J. Exp Med. 170:827- 845; Seder, et al.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 90:10188-10192; Ling, et al. (1995) J. Exp Med.
154: 116-127; Podlaski, et al. (1992) Arch. Biochem. Biophys. 294:230-237. El
término IL-12 humana pretende incluir IL-12 humana recombinante (rh IL-12),

que puede prepararse mediante métodos de expresion recombinante estandar.

El término "IL-23 humana" (abreviada aqui como hiIL-23, o IL-23), como
se usa aqui, incluye una citoquina humana heterodimérica que pertenece a una
familia de cinco citoquinas heterodiméricas que incluyen IL-12 e IL-27
(Trinchieri et al., (2003) Immunity 19:641-644). El término incluye una proteina
heterodimérica que comprende una subunidad de 19 kD (p19) y una subunidad
de 40 kD (p40) que estan unidas con un puente de disulfuro. El término IL-23
humana pretende incluir IL-23 humana recombinante (rh IL-23), que puede

prepararse mediante métodos de expresidén recombinante estandar.
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El término "IL-12p40", idéntico a "IL-23p40", y también referido como
simplemente "p40", como se usa aqui, incluye la subunidad de 40 kD de la
citoquina humana IL-12 (p40) y la subunidad de 40 kD de la citoquina humana
IL-23. La Tabla 1 muestra la secuencia de amino acido de IL-12p40, SEQ ID

No. 1, que es conocida en la técnica.

Tabla 1: Secuencia de la subunidad p40 de IL-12 e IL.-23

Proteina Identificador de Secuencia

Secuencia

12345678901234567890123456789012

i . MCHOOLVISWFSLVFLDLVAIWELKKDVYVVE
Subunidad p40 | SEQID NO.: 1 LDWYPDAPGENVVLTCDTPEEDGITWTLDQSS
de IL-12 e IL-23 EVLGSGKTLTIQVKEFGDAGQYTCHKGGEVLS

HSLLLLHKKEDGIWSTDILKDOKEPKNKTFLR
CEAKNYSGRFTCWWLTTISTDLTFSVKSSRGS
SDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQ
EDSACPAAEESLPIEVMVDAVHKLKYENYTSS
FFIRDIIKPDPPKNLQLKPLKNSRQVEVSWEY
PDTWSTPHSYFSLTFCVQVQGKSKREKKDRVF
TDKTSATVICRKNASISVRAQDRYYSSSWSEW
ASVPCS

"Actividad biolégica" como se usa aqui, se refiere a todas las
propiedades bioldgicas inherentes de la citoquina. Las propiedades biologicas
de IL-12 incluyen, pero no se limitan al unién al receptor de IL-12; induccion de
la secrecion de (IFN-y) y regulacién de balance entre antigeno-linfocitos de
célula T colaboradora tipo 1 (Th1) y tipo 2 (Th2) especifica. Las propiedades
bioldgicas de IL-23 incluyen, pero no se limitan a unién al receptor de IL-23,
incluyendo induccién de la produccion de IFN-y, diferenciacion de célula Th1 y
activacion de las funciones que presentan antigeno de células dendriticas, e

inducir selectivamente la proliferacion de células T de la memoria.

Los términos "union especifica" o "que se une especificamente”, como
se usan aqui, en referencia a la interaccién de un anticuerpo, una proteina, o

un péptido con una segunda especie quimica, significan que la interaccion es
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dependiente de la presencia de una estructura particular (p.e., un determinante
antigénico o epitopo) en las especies quimicas; por ejemplo, un anticuerpo
reconoce y se une a una estructura de proteina especifica en lugar de otras
proteinas generalmente. Si un anticuerpo es especifico para el epitopo "A", la
presencia de una molécula que contiene el epitopo A (o A libre, no marcado),
en una reaccion que contiene "A" marcado y el anticuerpo, reducira la cantidad

de A marcado unido al anticuerpo.

El término "anticuerpo”, como se usa aqui, ampliamente se refiere a
cualguier molécula de inmunoglobulina (Ig) comprendida de cuatro cadenas de
polipéptido, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), o cualquier
fragmento funcional, mutante, variante, o derivacién de las mismas, que retiene
las caracteristicas de union a epitopo esenciales de una molécula de Ig. Tales
formatos de anticuerpo mutantes, variantes, o derivados son conocidos en la

técnica. Ejemplos no limitantes de estos se dicuten mas adelante.

En un anticuerpo de longitud total, cada cadena pesada comprende una
region variable de cadena pesada (abreviada aqui como HCVR o VH) y una
region constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada
esta comprendida de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta
comprendida de una region variable de cadena ligera (abreviada aqui como
LCVR o VL) y una region constante de cadena ligera. La region constante de
cadena ligera esta comprendida de uno dominio, CL. Las regiones VH y VL
pueden estar ademas subdivididas en regiones de hipervariabilidad, llamadas
regiones determinantes de complementariedad (CDR), interespaciadas con
regiones que son mas conservadas, llamadas regiones marco (FR). Cada VH y
VL esta compuesta de tres CDRs y cuatro FRs, distribuidas desde el terminal
amino al terminal carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,

CDR3, FR4. Las moléculas de inmunoglobulina pueden ser de cualquier tipo
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(p.e., IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (p.e., IgG 1, 1gG2, IgG 3, 1gG4, IgA1
e IgA2) o subclase.

El término "porcion de unidn a antigeno" de un anticuerpo (0
simplemente "porcion de anticuerpo”), como se usa aqui, se refiere a uno o
mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la habilidad para unirse
especificamente a un antigeno (p.e., hiL-12). It Se ha mostrado que la funcion
de union a antigeno de un anticuerpo puede realizarse por fragmentos de un
anticuerpo de longitud total. Tales realizaciones de anticuerpo también pueden
ser formatos biespecificos, duales especificos, o multi-especificos; que se unen
especificamente a dos o mas antigenos diferentes. Ejemplos de fragmentos de
union abarcados dentro del término "porcién de unién a antigeno” de un
anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que
consiste de los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab');, un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente
de disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste de los
dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste de los dominios VL y VH
de un brazo sencillo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al, (1989)
Nature 341:544-546, Winter et al., Publicacion PCT WO 90/05144 Todas
incorporadas aqui por referencia), que comprende un dominio variable sencillo;
y (vi) una region determinante de complementariedad aisiada (CDR).
Adicionalmente, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan
codificados por genes separados, pueden ser unidos, usando métodos
recombinantes, mediante un enlazante sintético que permite que se hagan
como una cadena de proteina sencilla en la cual el par de regiones VL y VH
forman moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla
(scFv); ver p.e., Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sd. USA 85:5879-5883). Tales anticuerpos de cadena sencilla
también pretenden estar abarcados dentro del término "porcién de union a

antigeno" de un anticuerpo. También se abarcan otras formas de anticuerpos
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de cadena sencilla, tales como diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos
bivalentes, biespecificos en los cuales los dominios VH y VL estan expresados
en una cadena de polipéptido sencilla, pero usando un enlazante que es
demasiado corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios sobre la
misma cadena, forzando asi a los dominios a emparejarse con dominios
complementarios de otra cadena y creando dos sitios de union a antigeno (ver
p.e., Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448, Poljak,
R. J., et al. (1994) Structure 2:1121-1123). Tales porciénes de uniéon a
anticuerpo son conocidas en la técnica (Kontermann y Dubel eds., Antibody
Engineering (2001) Springer-Verlag. New York. 790 pp. (ISBN 3-540-41354-5).

El término "construccion de anticuerpo” como se usa aqui se refiere a un
polipéptido que comprende una o mas porciones de unién a antigeno de la
invencién unidas a un polipéptido enlazante o un dominio constante de
inmunoglobulina. Los polipéptidos enlazantes comprenden dos o mas rediduos
de amino acido unidos por enlaces de péptido y se usan para unir una o0 mas
porciones de unién a antigeno. Tales polipéptidos enlazantes son bien
conocidos en la técnica (ver p.e., Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:6444-6448; Poljak, RJ., et al. (1994) Structure 2:1121-1123). Un
dominio constante de inmunoglobulina se refiere a un dominio constante de
cadena pesada o ligera. Las secuencias de amino acido de dominio constante
de cadena pesada y cadena ligera de IgG humana son conocidas en la técnica

y estan representadas en la Tabla 2.
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Secuencia de dominio constante de cadena pesada y dominio

constante de cadena ligera de IlgG humana

Proteina

Identificador de

Secuencia

Secuencia

12345678901234567890123456789012

Regién
constante

gamma-1 Ig

SEQID NO.: 2

ASTKGPSVFFLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMEEALHNHYT
QKSLSLSPGK

Mutante de
Region
constante

gamma-1 Ig

SEQID NO.: 3

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVITCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSPF
LYSKLTVDKSRWQQGNVF SCSVMHEALHNHY'?
OKSLSLSPGK

Region
constante kappa
g

SEQIDNO.: 4

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSP
VTKSFNRGEC

Region
constante

lambda Ig

SEQID NO.: 5

QPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDF
YPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNK
YAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVE
KTVAPTECS

AUn adicionalmente, un anticuerpo o porcién de unién a antigeno del
mismo puede ser parte de moléculas de inmunoadhesiébn mas grandes,

formadas por asociacion covalente o no covalente del anticuerpo o porcion de
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anticuerpo con una o mas proteinas o péptidos diferentes. Ejemplos de tales
moléculas de inmunoadhesion incluyen el uso de reagion de nucleo de
estreptavidina para preparar una molécula scFv tetramérica (Kipriyanov, S.M.,
et al. (1995) Human Antibodies and Hybridomas 6:93-101) y el uso de un
residuo de cisteina, un péptido marcador y una etiqueta de polihistidina C-
terminal para preparar moléculas scFv bivalentes y biotiniladas (Kipriyanov,
S.M,, et al. (1994) Mol. Immunol. 31:1047-1058). Las porciones de anticuerpo,
tales como fragfmentos Fab y F(ab');, pueden preparase de anticuerpos
anteros usando técnicas convencionales, tales como digestion con papaina o
pepsina, respectivamente, de los anticuerpos enteros. Mas aun, los
anticuerpos, porciones de anticuerpo y moléculas de inmunoadhesion pueden
obtenerse usando técnicas de ADN recombinante estandar, como se describen

aqui.

Un "anticuerpo aislado", como se usa aqui, pretende referirse a un
anticuerpo que es sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen
especificidades de antigeno diferentes (p.e., un anticuerpo aislado que se une
especificamente a hiL-12 es sustancialmente libre de anticuerpos que se unen
especificamente a antigenos diferentes de hlL-12). Un anticuerpo aislado que
se une especificamente a hlL-12 puede, sin embargo, tener reactividad cruzada
con otros antigenos, tales como moléculas de IL-12 de otras especies. Mas
aun, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de material celular

y/o quimicos.

El término "anticuerpo humano", como se usa aqui, pretende incluir
anticuerpos que tienen regiones variables y constantes derivadas de
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal. Los anticuerpos humanos de
la invencion pueden incluir residuos de amino acido no codificados por
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana (p.e., mutaciones

introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o por

Y
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mutacién somatica in vivo), por ejemplo en las CDRs y en particular CDR3. Sin
embargo, el término "anticuerpo humano”, como se usa aqui, no pretende
incluir anticuerpos en los cuales las secuencias de CDR derivadas de la linea
germinal de otra especie mamifera, tal como ratén, han sido injertadas en

secuencias de marco humanas.

El término “anticuerpo humano recombinante”, como se usa aqui,
pretende incluir todos los anticuerpos humanos que son preparados,
expresados, creados o aislados por medios recombinantes, tales como
anticuerpos expresados usando un vector de expresion recombinante
transfectado en una célula hospedera (mejor descrita en la Section Il C,de mas
adelante), anticuerpos aislados de una genoteca de anticuerpo humano
combinacional, recombinante (Hoogenboom hR., (1997) TIB Tech. 15:62-70;
Azzazy H., y Highsmith W.E., (2002) Clin. Biochem. 35:425-445; Gavilondo
J.V., y Larrick JW. (2002) BioTechniques 29:128-145; Hoogenboom H., y
Chames P. (2000) Immunology Today 21:371- 378 ), anticuerpos asialdos de
un animal (p.e., un ratén) que es transgénico para genes de inmunoglobulina
humana (ver p.e., Taylor, L. D., et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295;
Kellermann S-A., y Green L.L. (2002) Current Opinion in Biotechnology 13:593-
597; Little M. et al (2000) Immunology Today 21:364-370) o anticuerpos
preparados, expresados, creados o asilados por cualquier otro medio que
involucra corte y empalme de secuencias de gen de inmunoglobulina humana a
otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinants tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina
de linea germinal humana. En ciertas realizaciones, sin embargo, tales
anticuerpos humanos recombinantes son sometidos a mutagenesis in vitro (o,
cuando se usa un animal transgénico par alas secuencias de Ig humana,
mutagénesis somética in vivo) y por ende, las secuencias de amino acido de
las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinentes son secuencias que,

anque son derivadas de y estan relacionadas con las secuencias VH y VL de

§§
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linea germinal humana, no pueden existir naturalmente dentro del repertorio de

linea germinal humana in vivo.

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a anticuerpos que
comprenden secuencias de region variable de cadena pesada y ligera de una
especie y secuencias de regién constante de otra especia, tales como
anticuerpos que tienen regiones variables de cadena pesada y ligera murinas

enlazadas a regiones constantes humanas.

E! término "anticuerpo de CRD injertada" se refiere a anticuerpos que
comprenden secuencias de region variable de cadena pesada y variable de
una especie pero en las cuales las secuencias de una o mas regiones CDR de
VH y/o VL son reemplazadas con secuencias CDR de otra especie, tales como
anticuerpos que tienen regiones variables de cadena pesada y ligera murinas
en las cuales una o mas de las CDRs murinas (p.e., CDR3) ha sido

reemplazada con secuencias CDR humanas.

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a anticuerpos que
comprenden secuencias de region variable de cadena pesada y ligera de una
especie no humana (p.e., un ratén) pero en la cual al menos una porcion de la
secuencia VH y/o VL ha sido alterada para ser mas "tipo humana ", p.e., mas
similar a las secuencias variables de linea germinal humana. Un tipo de
anticuerpo humanizado es un anticuerpo con CDR injertada, en el cual las
secuencias de CDR humanas son introducidas en las secuencias VH y VL no
humanas para reemplazar las secuencias de CDR no humanas

correspondientes.

Los términos "numeracién Kabat", "definiciones Kabat’ y "marcado
Kabat" se usan aqui intercambiablemente. Estos términos, que son

reconocidos en la técnica, se refieren a un sistema de numeracion de residuos
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de amino acido que son mas variables (p.e. hipervariablee) que otros residuos
de amino acido en las regiones variables de cadena pesada y ligera de un
anticuerpo, o una pocién de unién a antigeno del mismo (Kabat et al. (1971)
Ann. NY Acad, Sci. 190:382-391 y, Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, U.S. Department of Health
and Human Services, NIH Publication No. 91-3242). Para la regién variable de
cadena pesada, la regién hipervariable varia de las posiciones de amino acido
31 a 35 para CDR1, posiciones de amino acido 50 a 65 para CDRZ2, y
posiciones de amino acido 95 a 102 para CDR3. Para la region variable de
cadena ligera, la region hipervariable varia de las posiciones de amino &cido 24
a 34 para CDR1, posiciones de amino acido 50 a 56 para CDR2, y posiciones
de amino acido 89 a 97 para CDRS3.

Como se usan aqui, los términos "aceptor” y "anticuerpo aceptor” se
refieren al anticuerpo o secuencia de acido nucleico que proporciona o codifica
al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o
100% de las secuencias de amino acido de una o mas de las regiones marco.
En algunas realizaciones, el término "aceptor" se refiere a la secuencia de
amino acido o acido nucleico del anticuerpo que proporciona o codifica la(s)
region(es) contante(s). En ya otra realizacién, el término "aceptor” se refiere a
la secuencia de amino acido o acido nucleico del anticuerpo que proporciona o
codifica una o mas de las regiones marco y la(s) region(es) constante(s). En
una realizacion especifica, el término "aceptor" se refiere a una secuencia de
amino acido o acid nucleico de anticuerpo humano que porporciona o codifica
al menos 80%, preferiblemente, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%,
al menos 98%, o 100% de las secuencias de amino acido de una o mas de las
regiones marco. De acuerdo con esta realizacion, un aceptor puede contener al
menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, o al menos 10
residuos de amino acido que no se encuentra en una 0 mas posiciones

especificas de un anticuerpo humano. Una regién marco de aceptor y/o
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region(es) constante(s) de aceptor puede ser, p.e., derivada u obtenida de un
gen de anticuerpo de linea germinal, un gen de anticuerpo maduro, un
anticuerpo funcional (p.e., anticuerpos bien concodiso en la técnica,

anticuerpos en desarrollo, o anticuerpos disponibles comercialmente).

Como se usa aqui, el término "CDR" se refiere a la region determinante
de complementariedad dentro de las secuencias variables del anticuerpo.
Existen tres CDRs en cada una de las regiones variables de la cadena pesada
y la cadena ligera, que son designadas como CDR1, CDR2 y CDR3, para cada
una de las regiones variables. El término "conjunto de CDR", como se usa
aqui, se refiere a un grupo de las tres CDRs que se encuentran en una region
variable sencilla capaz de unirse al antigeno. Los limites exactos de estas
CDRs han sido definidos en forma diferente de acuerdo con diferentes
sistemas. El sistema descrito por Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987) y
(1991)) no solo provee un sistema de numeracion de residuos no ambiguo
applicable a cualquier regioén variable de un anticuerpo, sino que también
provee limites de residuo precisos que definen las tres CDRs. Estas CDRs
pueden ser referidas como CDRs Kabat. Chothia y colaboradores (Chothia
&Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987) y Chothia et al., Nature 342:877-883
(1989)) encontraton que ciertas sub-porciones dentro de las CDRs Kabat
adoptan conformaciones de estructura de péptido casi idénticas, a pesar de
tener gran diversidad en el nivel de secuencia de amino &cido. Estrs sub-
porciones fueron designadas como L1, L2 y L3 o H1, H2 y H3, donde la"L" y la
"H" designan las regiones de cadena ligera y cadena pesada, respectivamente.
Estas regiones pueden ser referidas como la CDRs Chothia, que tienen limites
que se superponen con las CDRs Kabat. Otros limites que definen la
superposicion de CDRs con las CDRs Kabat han sido descritas por Padlan
(FASEB J. 9:133-139 (1995)) y MacCallum (J Mol Biol 262(5):732-45 (1996)).
AUn otras definiciones de limite de CDR pueden no seguir estrictamente uno de
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los sistemas anteriores, pero sin embargo, se superpondran con las CDRs
Kabat, aunque pueden ser acortdfas o alargadas a la luz de la preduccion o
hallazgos experimentados que residuos o grupos particulares de residuos o
incluso CDRs enteras no impactan significamente en la unién a antigeno. Los
métodos usados aqui pueden utilizar CDRs definidas de acuerdo con uno
cualquiera de estos sistemas, aunque realizaciones preferidas usan CDR

definidas por Kabat o Chothia.

Como se usa aqui, el término residuo "canénico” se refiere a un residuo
en una CDR o marco que degine una estructura de CDr canénica definida por
Chothia et al. (J. Mol. Biol. 196:901-907 (1987); Chothia et al., J. Mol. Biol.
227:799 (1992), ambas incorporadas aqui por referencia). De acuerdo con
Chothia et al., las porciones criticas de las CDRs de muchos anticuerpos tienen
conformaciones de estructura de péptido casi idénticas a pesar de la gran
diversidad en el nivel de secuencia de amino acido. Cada estructura canonica
especifica principalmente un conjunto de angulos de torsién de la estructura de
péptido para un segmento contiguo de residuos de amino acido que forman

una asa.

Como se usa aqui, los términos "donador" y "anticuerpo dohador" se
refiere a un anticuerpo que proporciona una o0 mas CDRs. En una realizacion
preferida, el anticuerpo donador es un anticuerpo de una especie diferente del
anticuerpo del cual se obtiene o derivan las regiones marco. En el conexto de
un anticuerpo humanizado, el término "anticuerpo donador” se refiere a un

antucuerpo no humano que proporciona una o mas CDRs.

Como se usa aqui, el término "marco” o "secuencia marco" se refiere a
el resto de las secuencias de una region variable menos las CDRs. Como la
definicion exacta de una secuencia de CDR puede determinarse por diferentes

sistemas, el significado de una secuencia marco esta sometida a diferentes
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interpretaciones de forma correspondiente. Las seis CDRs (CDR-L1, -L2, y -L3
de cadena ligera y CDR-H1, -H2, y -H3 de cadena pesada) también dividen las
regiones marco en la cadena ligera y la cadena pesada en cuatro sub-regiones
(FR1, FR2, FR3 y FR4) en cada cadena, en las cuales la CDR1 esta
posicionada entre FR1 y FR2, CDR2 entre FR2 y FR3, y CDR3 entre FR3 y
FR4. Sin espeficicar las sub-regiones particulares como FR1, FR2, FR3 o FR4,
una regién marco, como la refieren otros, representa las FRs combinadas
dentro de la regién variable de una cadena sencilla de inmunoglobulina que se
encuentra naturalmente. Como se usa aqui, una FR representa una de las
cuatro sub-regiones, y las FRs representan dos o méas de las cuatro sub-

regiones que constituyen una region marco.

Las secuencias de acceptor de cadena pesada y cadena ligera humanas
son conocidas en la técnica. En una realizacion de la invencion, las secuencias
de acceptor de cadena pesada y cadena ligera humanas se seleccionan de las

secuencias descritas en la Tabla 3 y Tabla 4.

TABLA 3: SECUENCIAS DE ACEPTOR DE CADENA PESADA

SEQ Region de Secuencia
ID Proteina
No.
12345678901234567890123456789012
6| FR1 VH2-70/JH6 | EVTLRESGPALVKPTOTLTLTCTFSGFSLS
7 FR2 VH2-70/JH6 | WIRQPPGKALEWLA
8| FR3 VH2-70/JH6 | RLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCAR
9 FR4 VH2-70/JH6 | WGQGTTVTVSS
10 FR1 VH2-26/JH6 | EVTLRESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLS
7 FR2 VH2-26/JH6 | WIRQPPGKALEWLA
11 FR3 VH2-26/JH6 | RLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYYCAR
9 FR4 VH2-26/JH6 | WGQGTTVTIVSS
12 FR1 VH3-72/JH6 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAARSGFTFS
13 FR2 VH3-72/JH6 | WWRQAPGKGLEWVG
14 FR3 VH3-72/JH6 | RFTISRDDSKNSLYLOMNSLKTEDTAVYYCAR
9 FR4 VH3-72/JH6 | WGQGTTVTVSS

bo
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15| FR1 VH3-21/JH6 | EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS

16 FR2 VH3-21/JH6 | WRQAPGKGLEWVS

17 FR3 VH3-21/JH6 | RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
9 FR4 VH3-21/JH6 | WGQGTTVTVSS

18 FR1 VH1-69/JH6 | EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFS

19 FR2 VH1-69/JH6 | WVRQAPGQGLEWMG

20 FR3 VH1-69/JH6 | RVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
9 FR4 VH1-69/JH6 | WGQGTTVTVSS

21 FR1 VH1-18/JH6 | EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT

19 FR2 VH1-18/JH6 | WWRQAPGQGLEWMG

22 FR3 VH1-18/JH6 | RVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
9 FR4 VH1-18/JH6 | WGQGTTVTVSS

TABLA 4: SECUENCIAS DE ACEPTOR DE CADENA LIGERA
SEQ Regién de Secuencia
ID Proteina
No.
12345678901234567890123456789012

23 FR1 B3/JK4 | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC

24 FR2 B3/JK4 | WYQQKPGQPPKLLIY

25 FR3 B3/JK4 | GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYC

26 FR4 B3/JK4 | FGGGTKVEIKR

27 FR1 L2/JK4 | EIVMTQSPATLSVSPGERATLSC

28 FR2 L2/JK4 | WYQQKPGQAPRLLIY

29 FR3 L2/JK4 | GI PARFSGSGSGTEFTLTISSLQSE‘.DFAVYYC

26 FR4 L2/JK4 | FGGGTKVEIKR

30 FR1 L15/JK4 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC

31 FR2 L15/JK4 | WYQQKPEKAPKSLIY

32 FR3 L15/JK4 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC

26 FR4 L15/JK4 | FGGGTKVEIKR

33 FR1 L5/JK4 | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC

34 FR2 L5/JK4 | WYQOKPGKAPKLLIY

32 FR3 L5/JK4 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC

26 FR4 L5/JK4 | FGGGTKVEIKR

Como se usa aqui, el término "gen de anticuerpo de linea germinal” o

"fragmento de gen" se refiere a una secuencia de inmunoglobulina codificada

por células no linfoides que no han sufrido el proceso de maduracion que

61
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conduce al reordenamiento genético y mutacidbn para expresion de una
inmunoglobulina particular. (Ver, p.e., Shapiro et al., Crit. Rev. Immunol. 22(3):
183-200 (2002); Marchalonis et al., Adv Exp Med Biol. 484:13-30 (2001)). Una
de las ventajas proporcionadas por varias realizaciones de la presente
invencién proviende del reconocimiento que es mas probable que los genes de
anticuerpo de linea germinal conserven las estructuras de secuencia de amino
acido esencial caracteristicas de individuos en la especie, que los genes. de
anticuerpo maduro, por ende, menos probable que sean reconocidos como de

una fuente extrafia cuando se usan terapéuticamente en esa especie.

Como se usa aqui, el término residuos "clave" se refiere a ciertos
residuos dentro de la region variable que tienen mas impacto en la
especificidad y/o afinidad de enlace de un anticuerpo, en particular un
anticuerpo humanizado. Un residuo clave incluye, pero no se limita a, uno o
mas de los siguientes: un residuo que esta adyacente a una CDR, un sitio de
glicosilacion potencial (puede ser sitio cualquiera de N- u O-glicosilacion), un
residuo raro, un residuo capaz de interactuar con el antigeno, un residuo capaz
de interactuar con una CDR, un residuo canénico, un residuo de contacto entre
region variable de cadena pesada y regién variable de cadena ligera, un
residuo dentro de la zona Vernier, y un residuo en la region que se superpone
entre la definicion Chothia de una cadena pesada variable CDR1 y la definicion

Kabat del primer marco de cadena pesada.

Como se usa aqui, el término "anticuerpo humanizado” es un anticuerpo
o un variante, derivado, analogo o fragmento del mismo que se une
inmunoespecificamente a un antigeno de interés, y que comprende una region
marco (FR) que tiene sustancialmente la secuencia de amino acido de un
anticuerpo humano y una region determinante de complementariedad (CDR)
que tiene sustancialmente la secuencia de amino acido de un anticuerpo no

humano. Como se usa aqui, el término "sustancialmente” en el contexto de una
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CDR se refiere a una CDR que tiene una secuencia de amino acido al menos
80%, preferiblemente al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos
98% o al menos 99% idéntica a la secuencia de amino acido de una CDR de
anticuerpo no humano. Un anticuerpo humanizado comprende sustancialmente
todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables (Fab, Fab’,
F(ab")2, FabC, Fv) en los cuales todas o sustancialmente todas las regiones
CDR corresponden a aquellas de una inmunoglobulina no humana (p.e.,
anticuerpo donador) y todas o sustancialmente todas las regiones marco son
las de una secuencia de oconcenso de inmunoglobulina humana.
Preferiblemente, un anticuerpo humanizado también comprende al menos una
porcion de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una
inmunoglobulina humana. En algunas realizaciones, un anticuerpo humanizado
contiene la cadena ligera asi como al menos el dominio variable de una cadena
pesada. El anticuerpo también puede incluir las regiones CH1, bisagra, CHZ2,
CH3, y CH4 de la cadena pesada. En algunas realizaciones, un anticuerpo
humanizado solo contiene una cadena ligera humanizada. En algunas
realizaciones, un anticuerpo humanizado solo contiene una cadena pesada
humanizada. En realizaciones especificas, un anticuerpo humanizado solo
contiene un dominio variable humanizado de una cadena ligera y/o cadena

pesada humanizada.

El anticuerpo humanizado también puede ser seleccionado de cualquier
clase de inmunoglobulinas, incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA y IgE, y cualquier
isotipo, incluyendo sin limitacion 1gG 1, 1gG2, IgG3 e 1gG4. El anticuerpo
humanizado puede comprender secuencias de mas de una clase o isotipo, y
los dominios constantes particulares se pueden seleccionar para optimizar las

funciones efectoras deseadas usando técnicas bien conocidas en la técnica.

Las regiones marco y CDR de un anticuerpo humanizado no necesita

corresponder precisamente a las secuencias base, p.e., la CDR del anticuerpo
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donador o el marco de concenso puede ser mutagenizado mediante
sustitucioén, insercion y/o eliminacion de al menos un residuo de amino acido de
forma que el residuo de CDR o marco en ese sitio no corresponde ni al
anticuerpo donador ni al marco de concenso. En una realizacién preferida, tales
mutaciones, sin embargo, no seran extensivas. Usualmente, al menos 80%,
preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos 90%, y lo mas
preferido al menos 95% de los residuos del anticuerpo humanizado
corresponderan a los de las secuencias de FR y CDR base. Como se usa aqui,
el término "marco de concenso” se refiere a la regidn marco en la secuencia de
inmunoglobulina de concenso. Como se usa aqui, el término "secuencia de
inmunoglobulina de concenso” se refiere a la secuencia formada a partir de
amino acidos que se encuentran mas frecuentemente (o nucleétidos) en una
familia de secuencias de inmunoglobulina relacionadas (Ver p.e., Winnaker,
From Genes to Clones (Verlagsgesellschaft, Weinheim, Germany 1987). En
una familia de inmunoglobulinas, cada posicién en la secuencia de concenso
estas ocupada por el amino acido que se encuentra mas frecuentemente en
esa posicion en la familia. Si dos amino acidos se encuentran igualmente

frecuentes, cualquiera puede ser incluido en la secuencia de concenso.

Como se usa aqui, la zona "Vernier" se refiere a un subconjunto de
residuos de marco que pueden ajustarse a la estructura de la CDR vy refina el
ajuste al antigeno como lo describen Foote y Winter (1992, J. Mol. Biol.
224:487-499, que estan incorporada aqui por referencia). Los residuos de la
zona Vernier forman una capa que subyace las CDRs y puede impactar en la

estructura de las CDRs y la afinidad del anticuerpo.

Como se usa aqui, el término "neutralizacion" se refiere a la
neutralizacion de la actividad bioloégica de una citoquina cuando una proteina
de unién se une especificamente a la citoquina. Preferiblemente, una proteina

de unién neutralizante es un anticuerpo neutralizante cuya unién a hiL-12 y/o
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hJL-23 produce la inhibicién de una actividad biolégica de hiL-12 y/o hIL-23.
Preferiblemente, la proteina de unién neutralizante se une a hlL-12 y/o hiL-23 y
reduce una actividad biologica de IL-12 y/o hIL-23 en al menos
aproximadamente 20%, 40%, 60%, 80%, 85% o mas. La inhibicion de una
actividad bioldgica de hiL-12 y/o hIL-23 por una proteina de unién neutralizante
puede ser evaluada midiendo uno o mas indicadores de actividad biologica de
hiL-12 y/o hIL-23 bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la inhibicion de la
proliferacion de blasto humano en fitohemaglutinina en un Ensayo de Induccion
de Interferon-gamma de blasto de PHA (ver Ejemplo 1.1.C) o la inhibicion de
union de receptor en un ensayo de unién de receptor IL-12 humano, (ver
también Salfeld et al., Publicacion PCT No.WO 00/56772 A1).

El término “actividad" incluye actividades tales como |la
especificidad/afinidad de enlace de un anticuerpo para un antigeno, por
ejemplo, un anticuerpo anti-hIL-12 que se une a un antigeno IL-12 y/o la
potencia de neutralizacion de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-
hiL-12 cuya unién a hlL-12 inhibe la actividad biolégica de hIL-12, p.e.,
inhibicion de la proliferacion de blasto de PHA o inhibicién de union de receptor
en un ensayo de union de receptor a IL-12 humana, Ensayo de Induccion de
Interferon-gamma de blasto de PHA (ver Ejemplo 1.1.C).

El término "epitopo"” incluye cualquier determinante de polipéptido capaz
de union especifica a una inmunoglobulina o receptor de célula T. En ciertas
realizaciones, los determinantes epitopo incluyen agrupaciones de moléculas
de superficie quimicamente activa tales como amino acidos, cadenas laterales
de azucar, fosforilo, o sulfonilo, y, en ciertas realizaciones, pueden tener tres
caracteristicas estructurales dimensionales especificas, y/o caracteristicas de
carga especificas. Un epitopo es una regién de un antigeno que esta unida por

un anticuerpo. En ciertas realizaciones, se dice que un anticuerpo se une
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especificamente a un antigeno cuando reconoce preferencialmente su antigeno

objetivo en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.

El término "resonancia de plasmon superficial”, como se usa aqui, se
refiere a un fendmeo Optico que permite el analisis de nteracciones
bioespeficicas en tiempo real mediante la deteccién de alteraciones de las
concentraciones de proteina dentro de una matriz biosensora, por ejemplo
usando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden y
Piscataway, NJ). Para mayores descripciones, ver Jonsson, U., et al. (1993)
Ann. Biol. Clin. 51:19-26; Jonsson, U., et al (1991) Biotechniques 11:620-627,
Johnsson, B., et al (1995) J. Mol Recognit. 8:125-131; y Johnnson, B., et al.
(1991) Anal. Biochem. 198:268-277.

El término "Kon", como se usa aqui, pretende referirse a la constante de
velocidad encendida on para la asociacion de un anticuerpo al antigeno para

formar el complejo anticuerpo/antigeno como se conoce en la técnica.

El término "K', como se usa aqui, pretende referirse a la constante de
velocidad apagada off para la disociacion de un anticuerpo del complejo

anticuerpo/antigeno como se conoce en la técnica.

El término "K4", como se usa aqui, pretende referirse a la constante de
disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular como se conoce

en la técnica.

El término “proteina de unién marcada" como se usa aqui, se refiere a
una proteina con un marcador incorporado que provee la identificacion de la
proteina de union. Preferiblemente, el marcador en un marcador detectable,
p.e., la incorporacién de un amino acido radiomarcado o unién a un polipéptido

de mitades biotiniladas que pueden ser detectadas por avidita marcada (p.e.,

bb
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estreptavidina que contiene un marcador fluorescente o actividad enzimatica
que puede ser detectada por métodos Opticos o colorimétricos). Ejemplos de
marcadores para polipéptidos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes:
radioisétopos o radionuclidos (p.e., °H, '*C, 38, v, ®T¢, "In, &1, ¥, 7L,
1Ho, o '53Sm); marcadores fluorescentes (p.e., FTTC, rodamina, lantanida
fosfores),marcadores enzimaticos (p.e., peroxidasa de rabano picante,
luciferasa, fosfatasa alcalina); marcadores quimioluminescentes; grupos
biotinilo; epitopos de polipéptido predeterminados reconocidos por un reportero
secundario (p.e., secuencias de par cremallera de leucina, sitios de union para
anticuerpos secundarios, dominios de unién de metal, etiquetas de epitopo); y

agentes magnéticos, tales como quelatos de gadolinio.

El término "conjugado de anticuerpo” se refiere a una proteina de union,
tal como anticuerpo, quimicamente unido a una segunda mitad quimica, tal
como un terapéutico o agente citotdxico. El término "agente” se usa aqui para
denotar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una
macromolécula bioldgica, o un extracto preparado de materiales bioldgicos.
Preferiblemente, los terapéuticos o agentes citotoxicos incluyen, pero no se
limitan a, toxina pertussis, taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de
etidio, emetina, mitomicina, etoposida, tenoposida, vincristina, vinblastina,
colcicina, doxorubicina, daunorubicina, dihidroxi antracin diona, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y analogos u

homologos de los mismos.

Los términos "cristal”, y "cristalizado" como se usan aqui, se refieren a
un anticuerpo, o porcion de unién a antigeno del mismo, que existe en la forma
de un cristal. Los cristales son una forma del estado sélido de la materia, que
es distinta de otras formas tales como el estado sélido amorfo o el estado

cristalino liquido. Los cristrales estan compuestos de arreglos de atomos,
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iones, moléculas regulares, repetitivos, tridimensionales (p.e., proteinas tales
como anticuerpos), o ensambles moleculares (p.e., complejos
antigeno/anticuerpo). Estos arreglos tridimensionales estan distribuidos de
acuerdo con relaciones matematicas especificas que son bien comprendidas
en el campo. La unidad fundamental, o bloque de construccién, que es repetida
en un cristal es llamada la unidad asimétrica. La repeticion de una unidad
asimétrica en un arreglo que se conforma en una simetria cristalografica dada
bien definida provee la "celda unitaria” del cristal. La repeticion de la celda
unitaria por translaciones regulares en las tres dimensiones provee el cristal.
Ver Giege, R. y Ducruix, A. Barrett, Crystallization of Nucleic Acids and
Proteins, a Practical Approach, 2nd ea., pp. 20 1-16, Oxford University Press,
New York, New York, (1999)."

El término "polinucleotido" como se refiere aqui significa una forma
polimérica de dos 0 mas nucleotidos, ya sea ribonucleétidos o deoxinucledtidos
o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. El término incluye
formas monocatenarias y bicatenarias de ADN pero preferiblemente es ADN

bicatenario.

El término "polinucledtido aislado" como se usa aqui significara un
polinucledtido (p.e., de gendémico, cADN, u origen sintético, o alguna
combinacién de los mismos) que, en virtud de su origen, el "polinucledtido
aislado": no esta asociado con todo o una porciéon de un polinucleétido con el
cual el "polinucledtido aislado" se encuentra en la naturaleza;, esta
operativamente unido a un polinucleétido al que no esta unido en la naturaleza,

0 no se encuentra en la naturaleza como una parte de una secuencia mayor.

El término "vector", como se usa aqui, pretende referirse a una molécula
de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual ha sido

unida. Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a una asa de AND
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bicaternario circular en la cual se pueden ligar segmentos de ADN adicionales.
Otro tipo de vector es un vector viral, en donde se pueden ligar segmentos
adicionales de ADN en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de
replicacion autonoma en una célula hospedera en la cual son introducidos (p.e.,
vectors bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores
mamiferos episomales). Otros vectores (p.e., vectores mamiferos no
episomales) pueden ser integrados en el genoma de una célula hospedera a la
introduccion en la célula hospedera, y de esta forma son replicados junto con el
genoma hospedero. Mas aun, ciertos vectores son capaces de dirigir la
expresion de los genes a los cuales estan operativamente unidos. Tales
vectores son referidos aqui como "vectores de expresion recombinante” (o
simplemente, "vectores de expresion”). En general, los vectores de expresion
de utilidad en las técncias de ADN recombinante estan usualmente en la forma
de plasmidos. En la presente descripcion, "plasmido” y “vector” se pueden usar
intercambiablemente porque el plasmido es la forma de vector mas
comunmente usada. Sin embargo, la invencion pretende incluir tales otras
formas de vectores de expresion, tales como vectores virales (p.e., retrovirus,
adenovirus y virus adeno-asociados defectuosos en replicacion), que sirven

funciones equivalentes.

El término "unido operativamente” se refiere a una juxtaposicion en
donde los componentes descritos estan en una relacién que les permite
funcionar en su manera destinada. Una secuencia de control "unida
operativamente" a una secuencia de codificacion esté ligada de forma que la
expresion de la secuencia de codificacion se logra bajo condiciones
compatibles con las secuencias de control. Las secuencias "unidas
operativamente" incluyen secuencias de control de expresion que estan
contiguas con el gen de interés y secuencias de control expresion que actian
en trans o a una distancia para controlar el gen de interés. El término

"secuencia de control de expresién" como se usa aqui se refiere a secuencias
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de polinucledtido que son necesarias para efectuar la expresion vy
procesamiento de secuencias de codificacion a las cuales estan ligadas. Las
secuencias de control de expresion incluyen secuencias de iniciacién de
transcripcion, terminacién, promotor y potenciador; sefiales de procesamiento
de ARN eficientes tales como sefiales de corte y empalme y poliadenilacion;,
secuencias que estabilizan mARN citoplasmico; secuencias que mejoran la
eficiencia de translacién (p.e., secuencia de concenso de Kozak); secuencias
que potencian la estabilidad de la proteina; y cuando se desea, secuencias que
potencian la secrecion de la proteina. La naturaleza de tales secuencias de
control difiere dependiendo del organismo hospedero; en procariotas, tales
secuencias de control incluyen generalmente promotor, sitio de union al
ribosoma, y secuencia de terminacion de transcripcién; en eucariotas,
generalmente, tales secuencias de control incluyen promotores y secuencia de
terminacion de transcripcion. El término "secuencia de control" pretende incluir
componentes cuya presencia es esencial para la expresion y procesamiento, y
también puede incluir componentes adicionales cuya presencia es ventajosa,

por ejemplo, secuencias lider y secuencias comparieras de fusion.

“Transformacién”, como se usa aqui, se refiere a cualquier proceso
mediante el cual el ADN exégeno entra en una célula hospedera. La
transformacion puede ocurrir bajo condiciones naturales o artificiales usando
varios métodos bien conocidos en la técnica. La transformacion se puede basar
en cualquier método conocido para la insercion de secuencias de acido
nucleico foraneas en una célula hospedera procaridtica o eucaridtica. El
método se selecciona con base en la célula hospedera que esta siendo
transformada y puede incluir, pero sin limitarse a, infeccion viral,
electroporacion, lipofeccion, y bombardeo de particula. Tales celulas
"transformadas" incluyen células transformadas establemente en las cuales el
ADN es capaz de replicacién ya sea como un plasmido de replicacion

auténoma o como parte del cromosoma hospedero. También incluyen células
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que expresan tempralmente el ADN o ARN insertado por periodos de tiempo

limitados.

El término "célula hospedera recombinante " (o simplemente "célula
hospedera"), como se usa aqui, pretende referirse a una célula en la cual se ha
introducido ADN exdgeno. Se debe entender que tales términos pretenden
referirse no solamente a la célula sujeto particular, sino, a la progenie de talc
célula. Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en generaciones
sucesivas debido a mutacién o influencias ambientales, tal progenie puede, de
hecho, no ser idéntica a la célula base, pero estan aun incluidas dentro del
alcance del término "célula hospedera" como se usa aqui. Preferiblemente, las
células hospederas incluyen células procaridticas y eucaridticas seleccionadas
de cualquiera de los Reinos de vida de la naturaleza. Las células eucariéticas
preferidas incluyen células de protistos, fungicas, de plantas y animales. Las
células hospederas mas preferidas incluyen, pero no se limitan a la linea
celular procaridtica E.Coli; lineas celulares mamiferas CHO, HEK 293 y COS;

la linea celular de insecto Sf9; y la célula fungica Saccharomyces cerevisiae.

Se pueden usar técnicas estandar para ADN recombinante, sintesis de
oligonucledtido, y cultivo de tejido y transformacion (p.e., electroporacion,
lipofeccion). Las técnicas de reaccion enzimaticas y de purificacion se pueden
realizar de acuerdo con las especificaciones del fabricante o como
comunmente se realizan en la técnica o se describe aqui. Las técnicas y
procedimientos anteriores pueden generalmente realizarse de acuerdo con
métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en
varias referencias generales y mas especificas que se citan y discuten a lo
largo de la presente descripcion. Ver p.e., Sambrook et al. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989)), que esta incorporada aqui por referencia para cualquier

proposito.
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"Organismo transgénico”, como se conoce en la técnica, y como se usa
aqui, se refiere a un organismo que tiene células que contienen un transgen, en
donde el transgen introducido en el organismo (0 un ancestro del organismo)
expresa un polipéptido que no se expresa naturalmente en el organismo. Un
"transgen" es una construccion de ADN, que esta establemente y
operativamente integrada en el genoma de una célula en la cual se desarrolla
un organismo transgénico, dirigiendo la expresion de un producto de gen

codificado en uno o mas tipos de célula o tejidos del organismo transgénico.

El término "regular” y "modular® se usan intercambiablemente, and,
como se usa aqui, se refieren a una alteracion de la actividad de una molécula
de interés (p.e., la actividad biolégica de hIL-12). La modulacion puede ser un
aumento o una disminucién de la magnitud de una cierta actividad o funcion de
la molécula de interés. Actividades y funciones ejemplares de una molécula
incluyen, pero no se limitan a, caracteristicas de unién, actividad enzimatica,

activacion del receptor celular, y transduccién de seial.

En correspondencia, el término "modulador”, como se usa aqui, es un
compuesto capaz de cambiar o alterar una actividad o funcién de una molecula
de interés (p.e., la actividad biolégica de hlL-12). Por ejemplo, un modulador
puede causar un aumento o disminucién de la magnitud de una cierta actividad
o funcion de una molécula, comparada con la magnitud de la actividad o
funcion observada en la ausencia del modulator. En ciertas realizaciones, un
modulador es un inhibidor, que disminuye ia magnitud de al menos una
actividad o funcion de una molécula. Inhibidores ejemplares incluyen, pero no
se limitan a, proteinas, péptidos, anticuerpos, pepticuerpos, carbohidratos o
moléculas organicas pequefias. Los péptidos se describen, p.e., en
WO001/83525.
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El término "agonista", como se usa aqui, se refiere a un modulador que,
cuando se contacta con una molécula de interés, causa un aumento en la
magnitud de una cierta actividad o funcién de la molécula comparada con la
magnitud de la actividad o funcién observada en la ausencia del agonista.
Agonistas de interés particulares pueden incluir, pero no limitarse a,
polipéptidos de IL-12 o polipéptidos, acidos nucleicos, carbohidratos, o

cualquier otra molécula que se une a hiL-12.

El término "antagonista" o "inhibidor", como se usa aqui, se refiere a un
modulador que, cuando es contactado con una molécula de interés causa una
disminucion en la magnitud de una cierta actividad o funcién de la molécula
comparada con la magnitud de la actividad o funcion observada en la ausencia
del antagonista. Antagonistas de interés particulares incluyen aquellos que
bloquean o modulan la actividad biolégica o inmunolégica de hIL-12 y/o hIL-23.
Los antagonistas e inhibidores de IL-12 y/o IL-23 pueden incluir, pero no
limitarse a, proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, o cualquier otra

molécula, que se une a hlL-12 y/o hIL-23.

Como se usa aqui, el términot "cantidad efectiva” se refiere a la cantidad
de una terapia que es suficiente para reducir o mejorar la severidad y/o
duracién de un trastorno o uno o mas sintomas del mismo, evitar el avance de
un trastorno, causar regresion de un trastorno, evitar la recurrencia, desarrollo,
aparicion o progresion de uno o mas sintomas asociados con un trastorno,
detectar un trastorno, o potenciar o mejorar el (los) efecto(s) profilactico(s) o

terapéutico(s) de otra terapia (p.e., agente profilactico o terapéutico).

El término "muestra”, como se usa aqui, se usa en su sentido mas
amplio. Una "muestra biolégica", como se usa aqui, incluye, pero no se limita a,
cualquier cantidad de una cosa viviente o inicialmente cosa viviente. Tales

cosas vivientes incluyen, pero no se limitan a, humanos, ratones, ratas, micos,

3
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perros, conejos y otros animales. Tales sustancias incluyen, pero no se limitan
a, sangre, sueron, orina, fluido sinovial, células, arganos, tejidos, meédula

espinal, ganglios linfaticos y bazo.

I Anticuerpos que se Unen a IL-12p40 Humana.

Un aspecto de la presente invencion provee anticuerpos monoclonales
murinos, o porciones de union a antigeno de los mismos, que se unen a IL-
12p40 con afinidad alta, una velocidad lenta y alta capacidad de neutralizacion.
Un segundo aspecto de la invencion provee anticuerpos quimeéricos que se
unen a IL-12p40. Un tercer aspecto de la invencion provee anticuerpos con
CDR injertada, o porciones de unién a antigeno de los mismos, que se unen a
IL-12p40. Un cuarto aspecto de la invencién provee anticuerpos humanizados,
o porciones de unién a antigeno de los mismos, que se unen a |L-12p40.
Preferiblemente, los anticuerpos, o porciones de los mismos, son anticuerpos
aislados. Preferiblemente, los anticuerpos de la invencién son anticuerpos

neutralizantes anti-IL-12 humana y/o anti-IL-23 humana.

A. Método para preparar anticuerpos anti-IL-12p40

Los anticuerpos de la presente invencidon se pueden preparar por

cualquiera de un numero de técnicas conocidas en la técnica.

1. Anticuerpos anti-IL-12 p40 monoclonales usando tecnologia de

Hibridoma

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando una amplia
variedad de técnicas conocidas en la técnica que incluyen el uso de
tecnologias de hibridoma, recombinantes, y despliegue del fago, o una

combinacién de las mismas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se
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pueden producir usando técnicas de hibridoma que incluyen aquellas
conocidas en la técnica y ensefiadas, por ejemplo, en Harlow et al., Antibodies:
A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988);
Hammerling, et al., in: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681
(Elsevier, N. Y., 1981) (dichas referencias incorporadas por referencia en su
totalidad). El término "anticuerpo monoclonal” como se usa aqui no esta
limitado a anticuerpos producidos mediante tecnologia de hibridoma. El término
"anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo que es derivado de un solo
clon, incluyendo cualquier clon eucariético, procariético, o de fago, y no el

método por el cual este es producido.

Los métodos para producir y seleccionar anticuerpos especificos usando
tecnologia de hibridoma son de rutina y bien conocidos en la técnica. En una
realizacion, la presente invencién provee métodos para generar anticuerpos
monoclonales asi como anticuerpos producidos por el método que comprende
cultivar una célula de hibridoma que secreta un anticuerpo de la invencion, en
donde, preferiblemente, el hibridoma es generado fusionando esplenocites
aislados de un ratén inmunizado con un antigeno de la invencién con células
de mieloma, y luego seleccionando los hibridomas resultantes de la fusion para
clones de hibridoma que secretan un anticuerpo capaz de unirse a un
polipéptido de la invencion (Ver Ejemplo 1.2). Brevemente, los ratones pueden
ser inmunizados con un antigeno de IL-12. En una realizacién preferida, el
antigeno de IL-12 es administrado con un adyuvante para estimular la
respuesta inmune. Tales adyuvantes incluyen adyuvante de Freund completo o
incompleto, RIBI (muramil  dipéptidos) o ISCOM (complejos
inmunoestimuladores). Tales adyuvantes pueden proteger el polipéptido de la
rapida dispersidén secuestrandolo en un dep6sito local, o pueden contener
sustancias que estimulan el hospedero para secretar factores que son
quimiotacticos o macréfagos, y otros componentes del sistema inmune.

Preferiblemente, si se esta administrando un polipéptido, el programa de
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inmunizacion involucrard dos o mas administraciones del polipéptido,

propagadas por varias semanas.

Después de la inmunizacién de un animal con un antigeno de IL-12, se
puede obtener del animal anticuerpos y/o células que producen anticuerpo. Se
obtiene del animal un suero que contiene un anticuerpo anti-IL-12 mediante
sangrado o sacrificio del animal. El suero se puede usar como se obtiene del
animal, se puede obtener una fraccién de inmunoglobulina a partir del suero, o
los anticuerpos anti-IL-12 pueden ser purificados del suero. El suero o las
inmunoglobulinas obtenidas de esta manera son policlonales, teniendo asi un

ordenamiento heterogéneo de propiedades.

Una vez se detecta una respuesta inmune, p.e., se detectan anticuerpos
especificos para el antigeno de IL-12 en el suero del ratdn, el bazo del raton es
cosechado y los esplenocitos son aislados. Los esplenocites son entonces
fusionados mediante técnicas bien conocidas, a cualquier célula de mieloma
adecuada, por ejemplo células de la linea celular SP20 disponible del ATCC.
Los hibridomas son seleccionados y clonados por dilucién limitada. Los clones
de hibridoma son entonces ensayados por métodos conocidos en la técnica
para células que secretan anticuerpos capaces de unirse a IL-12. Se puede
generar fluido Ascitis, que contiene generalmente niveles altos de anticuerpos,

inmunizando ratones con clones de hibridoma positivos.

En otra realizacion, los hibridomas inmortalizados que producen
anticuerpo pueden ser preparados de animal inmunizado. Después de la
inmunizacioén, el animal es sacrificado y las células B esplénicas son
fusionadas a células de mieloma inmortalizadas como se conoce bien en la
técnica. Ver, p.e., Harlow y Lane, supra. En una realizacién preferida, las
células de mieloma no secretan polipéptidos de inmunoglobulina (una linea

celular no secretora). Después de la fusion y seleccién antibidtica, los
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hibridomas son seleccionados usando IL-12, 0 una porcion de la misma, o una
célula que expresa IL-12. En una realizacion preferida, la seleccion inicial se
realiza usando un inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) o un
radioinmunoensayo (RIA), preferiblemente una ELISA. Un ejemplo de seleccion

de ELISA se provee en WO 00/37504, incorporada aqui por referencia.

Los hibridomas que producen anticuerpo anti-IL-12p40 se seleccionan,
clonan y detectan adicionalmente para caracteristicas deseables, incluyeno
crecimiento de hibridoma robusto, alta produccién de anticuerpo vy
caracteristicas de anticuerpo deseables, como se discute mejor mas adelante.
Los hibridomas pueden ser cultivados y expandidos in vivo en animales
singenéicos, en animals que carecen de un sistema inmune, p.e., ratones
desnudos, o en cultivo celular in vitro. Los métodos para seleccionar, clonar y

expandir hibridomas son bien conocidos por los expertos en la técnica.

En una realizacion preferida, los hibridomas son hibridomas de raton,
como se describid anteriormente. En otra realizacion preferida, los hibridomas
son producidas en una especie no humana, de no ratén tales como ratas,
oveja, cerdos, cabras, ganado o caballos. En otra realizacién, los hibridomas
son hibridomas humanos, en los cuales un mieloma no secretor humano es

fusionado con una célula humana que expresa un anticuerpo anti-IL-12.

Los fragmentos de anticuerpo que reconocen epitopos especificos
pueden ser generados por técnicas conocidas. Por ejemplo, los fragmentos
Fab y F(ab")2 de la invencion pueden ser producidos por clivado proteolitico de
las moléculas de inmunoglobulina, usando enzimas tales como papaina (para
producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab')2). Los
fragmentos F(ab')2 contienen la region variable, la region constante de cadena

ligera y el dominio CH1 de la cadena pesada.

>
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2. Anticuerpos monoclonales anti-IL-12p40 usando SLAM

En otro aspecto de la invencion, los anticuerpos recombinantes son
generados a partir de linfocitos aislados sencillos usando un procedimiento
referido en la técnica como el método de anticuerpo de linfocito seleccionado
(SLAM), como se describe en la Patente U.S. No. 5,627,052, Publicacion PCT
WO 92/02551 y Babcock, J.S. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-
7848. En este método, las células sencillas que secretan anticuerpos de
interés, p.e., linfocitos derivados de uno cualquiera de los animales
inmunizados descritos en la Seccion 1, son seleccionados usando un ensayo
de placa hemolitica especifica de antigeno, en donde el antigeno de IL-12, una
subunidad de IL-12, o un fragmento de la misma, es acoplado a células de
glébulos rojos de oveja usando un enlazante, tal como biotina, y se usan para
identificar células sencillas que secretan anticuerpos con especificidad para IL-
12. Después de la identificacion de las células de interés que secretan
anticuerpo, los cADN de regiéon variable de cadena pesada y ligera son
rescatados de las células mediante PCR de transcriptasa reversa y estas
regiones variables pueden entonces ser expresadas, en el contecto de
regiones constantes de inmunoglobulina apropiadas (p.e., regiones constantes
humanas), en células hospederas mamiferas, tales como células COS o CHO.
Las células hospederas transfectadas con las secuencias de inmunoglobulina
amplificadas, derivadas de los linfocitos seleccionados in vivo, pueden
entonces someterse a analisis adicional y selecciéon in vitro, por ejemplo
mediante filtracion de las células transfectadas para aislar las células que
expresan anticuerpos a IL-12. Las secuencias de inmunoglobulina amplificadas
pueden ademas ser manipuladas in vitro, tal como mediante métodos de
maduracién de afinidad in vitro tales como los descritos en la Publicacion PCT
WO 97/29131 y Publicacion PCT WO 00/56772.
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3. Anticuerpos monoclonales Anti-IL-12p40 usando animales

transgénicos

En otra realizacion de la presente invencion, los anticuerpos son
producidos inmunizando un animal no humano que comprende algo o todos los
puntos de inmunoglobulina humana con un antigeno de IL-12. En una
realizacion preferida, el animal no humano es un ratén transgénico
XENOMOUSE, una cepa de raton disefiada que comprende grandes
fragmentos de los puntos de inmunoglobulina humana, y es deficiente en la
produccion de anticuerpo de ratdn. Ver, p.e., Green et al. Nature Genetics 7:13-
21 (1994) y Las Patentes de Estados Unidos 5,916,771, 5,939,598, 5,985,615,
5,998,209, 6,075,181, 6,091,001, 6,114,598 y 6,130,364. Ver tambien WO
91/10741, publicada el 25 de Julio de 1991, WO 94/02602, publicada el 3 de
Febrero de 1994, WO 96/34096 y WO 96/33735, ambas publicadas el 31 de
Octubre de 1996, WO 98/16654, publicada el 23 de Abril de 1998, WO
08/24893, publicada el 11 de Junio de 1998, WO 98/50433, publicada el 12 de
Noviembre de 1998, WO 99/45031, publicada el 10 de Septiembre de 1999,
WO 99/53049, publicada el 21 de Octubre de 1999, WO 0009560, publicada el
24 de Febrero de 2000 y WO 00/037504, publicada el 29 de Junio de 2000. El
raton transgénico XENOMOUSE produce un repertorio humano tipo adulto de
anticuerpos totalmente humanos, y genera Mabs humanos especificos de
antigeno. El raton transgénico XENOMOUSE contiene aproximadamente 80%
del repertorio de anticuerpo humando a través de la introduccion de fragmentos
YAC de configuracion de linea germinal de tamafio megabase de los puntos de
cadena pesada humana y x puntos de cadena ligera. Ver Mendez et al., Nature
Genetics 15:146-156 (1997), Green y Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-495

(1998), cuyas revelaciones estan incorporadas aqui por referencia.
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4, Anticuerpos monoclonales anti-IL-12 usando genotecas de

anticuerpo recombinante

También se pueden usar métodos in vitro para preparar los anticuerpos
de la invencién, en donde una genoteca de anticuerpo es seleccionada para
identificar un anticuerpo que tiene la especificidad de enlace deseada. Los
métodos para tal seleccion de genotecas de anticuerpo recombinante son bien
conocidos en la técnica e incluyen métodos descritos en, por ejemplo, Ladner
et al. Patente U.S. No. 5,223,409; Kang et al. Publicacion PCT No. WO
02/18619; Dower et al. Publicacion PCT No. WO 91/17271; Winter et al.
Publicacion PCT No. WO 92/20791; Markland et al. Publicacion PCT No. WO
92/15679; Breitling et al. Publicacion PCT No. WO 93/01288; McCafferty et al.
Publicaciéon PCT No. WO 92/01047; Garrard et al. Publicacion PCT No. WO
92/09690; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9: 1370-1372; Hay et al. (1992)
Hum Antibod Hyhridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281,
McCafferty et al, Nature (1990) 348:552-554; Griffiths et al. (1993) EMBO J
12:725-734; Hawkins et al. (1992) JMol Biol 226:889-896; Clackson et al.
(1991) Nature 352:624-628; Gram et al. (1992) PNAS 89:3576-3580; Garrad et
al. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid
Res 19:4133-4137; y Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982, Publicacion de
solicitud de Patente US 20030186374, y Publicacion PCT No. WO 97/29131,

cuyos contenidos de cada una estan incorporados aqui por referencia.

La genoteca de anticuerpo recombinante puede ser de un sujeto
inmunizado con IL-12 o IL-23, o una porcién de IL-12 o IL-23. Alternativamente,
la genoteca de anticuerpo recombinante puede ser de un sujeto nativo, p.e.,
uno que no ha sido inmunizado con IL-12 o IL-23, tal como una genoteca de
anticuerpo humano de un sujeto humano que no ha sido inmunizado con IL-12
o IL-23 humana. Los anticuerpos de la invenciéon son seleccionados mediante

seleccion la genoteca de anticuerpo recombinante con el péptido que

60
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comprende IL-12p40 humana para seleccionar de esta forma aquellos
anticuerpos que reconocen IL-12p40. Los métodos para conducir tal deteccion
y selecciéon son bien conocidos en la técnica, tales como se describen en las
referencias del parrafo anterior. Para seleccionar los anticuerpos de la
invencién que tienen afinidades de enlace particulares para hiL-12, tales como
las que se disocian de la IL-12 humana con una constante de velocidad Ko
particular, se puede usar el método conocido en la técnica de resonancia de
plasmén superficial para seleccionar los anticuerpos que tienen la constante de
velocidad ko deseada. Para seleccionar los anticuerpos de la invencion que
tienen una actividad neutralizante particular para IL- 12, tal como aquellos con
un ICsy particular, se pueden usar los métodos estandar conocidos en la

técnica para evaluar la inhibicion de la actividad de hIL-12.

En un aspecto, la invencion se relaciona con un anticuerpo aislado, o
una porcion de unidn a antigeno del mismo, que se une a IL-12 humana y/o IL-
23 humana. Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo neutralizante. En
varias realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo recombinante o un

anticuerpo monoclonal.

Por ejemplo, los anticuerpos de la presente invenciéon también pueden
ser generados usando varios métodos de despliegue del fago conocidos en la
técnica. En los métodos de despliegue del fago, los dominios de anticuerpo
funcionales son mostrados sobre la superficie de particulas del fago que portan
las secuencias de polinucleédtido que los codifican. En particular, stal fago
puede ser utilizado para mostrar dominios de unién a antigeno expresados de
un repertorio o genoteca de anticuerpo combinacional (p.e., humana o murina).
El fago que expresa un dominio de unioén a antigeno que se une al antigeno de
interés puede ser seleccionado o identificado con antigeno, p.e., usando
antigeno marcado o antigeno enlazado o capturado en una superficie solida o

lecho. El fago usado en estos métodos es tipicamente fago filamentoso

3/
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incluyendo los dominios de union fd y M13 expresados del fago con dominios
de anticuerpo Fab, Fv o Fv estabilizado con disulfuro fusionados
recombinantemente al gen |ll de fago o proteina VIII del gen. Ejemplos de
métodos de despliegue del fago que se pueden usar para preparar los
anticuerpos de la presente invencion inciuyen aquellos revelados en Brinkman
et al., J. Immunol. Methods 182:41-50 (1995); Ames et al., J. Immunol. Methods
184:177-186 (1995); Kettieborough et al., Eur. J. Immunol. 24:952-958 (1994);
Persic et al., Gene 187 9-18 (1997); Burton et al., Advances in Immunology
57:191-280 (1994); Solicitud PCT No. PCT/GB91/01134; Publicaciones PCT
WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO
95/15982; WO 95/20401; y Pat. U.S. Nos. 5,698,426; 5,223,409; 5,403,484,
5,580,717, 5,427,908; 5,750,753, 5,821,047; 5,571,698, 5,427,908, 5,516,637,
5,780, 225; 5,658,727; 5,733,743 y 5,969,108; cada uno de los cuales esta

incorporado aqui por referencia en su totalidad.

Como se describe en las referencias anteriores, después de la seleccion
del fago, las regiones que codifican el anticuerpo desde el fago pueden ser
aisladas y usadas para generar anticuerpos enteros incluyendo anticuerpos
humanos o cualquier fragmento de union a antigeno deseado, y expresados en
cualquier hospedero deseado, incluyendo células mamiferas, células de
insecto, células de planta, levadura, y bacterias, p.e., como se describe en
detalle mas adelante. Por ejemplo, también se pueden emplear técnicas para
producir recombinantemente fragmentos Fab, Fab' y F(ab')2 usando métodos
conocidos en la técnica tales como los revelados en la Publicacion PCT WO
92/22324; Mullinax et al., BioTechniques 12(6): 864-869 (1992); y Sawai et al,,
AJRI 34:26-34 (1995); y Better et al., Science 240:1041-1043 (1988) (dichas
referencias incorporadas por referencia en su totalidad). Ejemplos de técnicas
que se pueden usar para producir Fvs y anticuerpos de cadena sencilla
incluyen aquellas descritas en la Pat. U.S. 4,946,778 y 5,258, 498; Huston et
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al., Methods in Enzymology 203:46-88 (1991); Shu et al., PNAS 90:7995-7999
(1993); y Skerra et al., Science 240:1038-1040 (1988).

Alternas a la seleccion de genotecas de anticuerpo recombinante
mediante despliegue del fago, se pueden aplicar otras metodologias conocidas
en la técnica para seleccionar genotecas combinacionales grandes para la
identificacion de anticuerpos de especificidad dual de la invencion. Un tipo de
sistema de expresion alternativo es uno en el cual la genoteca de anticuerpo
recombinante es expresada como fusiones de ARN-proteina, como se describe
en la Publicacion PCT No. WO 98/31700 de Szostak y Roberts, y en Roberts,
R.W. y Szostak, J.W. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:12297-12302. En
este sistema, se crea una fusion covalente entre un mARN y el péptido o
proteina que lo codifica mediante translacion in vitro de mARNs sintéticos que
portan puromicina, un antibiético aceptor de peptidilo, en sus extremos 3'. Asi,
un MARN especifico puede ser enriquecido de una mezcla compleja de
mARNS (p.e., una genoteca combinacional) con base en las propiedades del
péptido o proteina codificada, p.e., anticuerpo, o porcioén del mismo, tal como
unién del anticuerpo, o porcién del mismo, al antigeno de especificidad dual.
Las secuencias de acido nucleico que codifican anticuerpos, o porciones de los
mismos, recuperadas de la seleccion de tales genotecas pueden ser
expresadas por medios recombinantes como se describieorn anteriormente
(p.e., en células hospederas mamiferas) y, mas aun, pueden ser sometidas a
maduracién de afinidad adicional por rondas adicinales de seleccion de
fusiones MARN-péptido en las cuales las mutaciones han sido introducidas en
la(s) secuencia(s) seleccionada(s) originalmente, o mediante otros métodos
para maduracion de afinidad in vitro de anticuerpos recombinantes, como se

describio anteriormente.

En otro criterio, los anticuerpos de la presente invencion también pueden

ser generados usando métodos de despliegue de levadura conocidos en la
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técnica. En los métodos de despliegue de levadura, se usan métodos genéticos
para atar dominios de anticuerpo a la célula de levadura y mostrarlas en la
superficie de la levadura. En particular, tal levadura se puede utilizar para
mostrar dominios de unién a antigeno expresados de un repertorio o genoteca
de anticuerpo combinacional (p.e., humana o murina). Ejemplos de métodos de
despliegue de levadura que se pueden usar para preparar los anticuerpos de la
presente invencion incluyen aquellos revelados en Wittrup, et al. Patente U.S.

No. 6,699,658 incorporada aqui por referencia.
B. Produccion de anticuerpos IL-12p40 recombinantes

Los anticuerpos de la presente invencién pueden ser producidos por
cualquiera de un nimero de técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, la
expresion desde células hospederas, en donde el(los) vector(es) de expresion
que codifican las cadenas pesada y ligera es (son) transfectado(s) en una
célula hospedera mediante técnicas estandar. Se pretende que las varias
formas del término “"transfeccion" abarcan una amplia variedad de técnicas
usadas comunmente para la introduccion de ADN exégeno en una célula
hospedera procariética o eucarética, p.e., electroporacion, precipitacion con
fosfato de calcio, transfeccion con DEAE-dextrano y similares. Aunque es
posible expresar los anticuerpos de la invencion en células hospederas
procaridticas o eucarioticas, se prefiere la expresion de anticuerpos en ceélulas
eucaridticas, y lo mas preferido en células hospederas mamiferas, debido a
que es mas posible que tales células eucaridticas (y en particular células
mamiferas) se ensamblen y secreten un anticuerpo apropiadamente plegado e

inmunologicamente activo que las células procaridticas.

Las células hospederas mamiferas preferidas para expresar los
anticuerpos recombinantes de la invencién incluyen Ovario de Hamster Chino

(células CHO) (incluyendo células células dhfr-CHO, descritas en Urlaub y

8



69

Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas con un
marcador seleccionable DHFR, p.e., como se describe en RJ. Kaufman y P.A.
Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma NSO, células COS y
células SP2. Cuando los vectores de expresion recombinante que codifican los
genes de anticuerpo son introducidos en células hospederas mamiferas, los
anticuerpos son introducidos cultivando las células hospederas por un periodo
de tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células
hospederas o, mas preferiblemente, la secrecion del anticuerpo en el medio de
cultivo en el cual se cultivan las células hospederas. Los anticuerpos pueden
ser recuperados del medio de cultivo usando métodos de purificacion de

proteina estandar.

También se pueden usar células hospederas para producir fragmentos
de anticuerpo funcionales, tales como fragmentos Fab o moéculas scFv. Se
entendera que variaciones del procedimiento anterior estand entro del alcance
de la presente invencion. Por ejemplo, puede ser deseable transfectar una
célula hospedera con fragmenos funcionales que codifican ADN de la cadena
ligera y/o la cadena pesada de un anticuerpo de esta invencion. También se
puede usar tecnologia de ADN recombinante para remover algo o todo el ADN
que codifica cualquiera o ambas de las cadenas ligera y pesada que no es
necesaria para la unién a los antigenos de interés. Las moléculas expresadas
desde tales moléculas de ADN truncado también estan abarcadas por los
anticuerpos de la invencion. Adicionalmente, se pueden producir anticuerpos
bifuncionales en los cuales una cadena pesada y una cadena ligera son un
anticuerpo de la invencion, y la otra cadena pesada y ligera son especificas
para un antigeno diferente de los antigenos de interés por entrecruzamiento de
un anticuerpo de la invencion a un segundo anticuerpo mediante métodos de

entrecruzamiento quimico estandar.
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En un sistema preferido para la expresion recombinante de un
anticuerpo, o porcién de union a antigeno del mismo, de la invencion, un vector
de expresion recombinante que codifica la cadena pesada de anticuerpo y la
cadena ligera de anticuerpo, es introducido en células dhfr-CHO mediante
transfeccion mediada por fosfato de calcio. Dentro del vector de expresion
recombinante, los genes de cadena pesada y ligera del anticuerpo estan cada
uno unidos operativamente a elementos reguladores potenciadores de
CMV/promotores de AAMLP para impulsar niveles altos de transcripcion de los
genes. El vector de expresion recombinante también porta un gen DHFR, que
permite la seleccion de células CHO que han sido transfectadas con el vector
usando seleccion/amplificacion con metotrexato. Las células huésped
transformantes seleccionadas son cultivadas para permitir la expresion de las
cadenas de cadena pesada y ligera del anticuerpo y el anticuerpo intacto es
recuperado del medio de cultivo. Las técnicas de biologia molecular estandar
se usan para preparar el vector de expresion recombinante, transfectar las
células hospederas, seleccionar transformantes, cultivar las células hospederas
y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo. Aun adicionalmente, la
invenciéon provee un método para sintetizar un anticuerpo recombinante de la
invencién cultivando una célula hospedera de la invencién en un medio de
cultivo adecuado hasta que se sintetiza un anticuerpo recombinante de la
invencién. El método puede ademas comprender aislar el anticuerpo

recombinante del medio de cultivo.

1. Anticuerpos anti-IL-12p40

La Tabla 5 es una lista de secuencias de amino acido de las regiones

VH y VL de los anticuerpos anti-hlL-12p40 preferidos de la invencion.
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Tabla 5: Lista de Secuencias de amino acido de las regiones VH y VL
SEQID Region de Secuencia
No. Proteina
123456789012345678901234567890
35 VH 1D4 ,Q\FI{LKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLR
;RSWQVSWIRQESGKGLEWLAHIYWDDDKY
YNPSLRSRLTISKDPSRNQVFLKITSVDTA
DAATYYCTRRGIRSAMDYWGQGTSVTVSS
CDR-H1 VH Residuos 31-
1D4 37de SEQID | REVMGVS
NO. 35
CDR-H2 VH Residuos 52-
1D4 67 de SEQ ID | RIYWDDDKYYNPSLKS
NO. 35
CDR-H3 VH Residuos
1D4 100-108 de | RGIRSAMDY
SEQ ID NO.
35
36 VL 1D4 SVVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCRASQSVS
NDVAWYQQKPGQSPKLLIYYASNRYTGVPD
RFTGSGYGTDFTFIISTVRAEDLAVYFCQQ
DYNSPWTFGGGTKLEIKR
CDR-L1 VH Residuos 24-
1D4 34 de SEQ ID | KASQSVSENDVA
NO. 36
CDR-L2 VH Residuos 50-
1D4 56 de SEQ ID | YASNRYT
NO. 36
CDR-L3 VH Residuos 89-
1D4 97 de SEQ ID | QQDYNSPWT
NO. 36
37 VH 1A6 QVTL‘ISES'GPGILKPSQ’I‘L‘SLTCSFSGFSL,S
TSGMGVSWJ_:RQPSGKGLEWLAHIWW’DGDNY
YNPSLKSQLTISKDTSRNQVFLRIATVDTA
DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTSVTVSS
CDR-Ht VH Residuos 31-

2
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1A6 37 de SEQ ID | TSGMGVS
NO. 37
CDR-H2 VH Residuos 52-
1A6 67 de SEQ ID | BIWWDGDNYYNPSLKS
NO. 37
CDR-H3 VH Residuos
1A6 100-109 de | RPRVNVYAMDY
SEQ ID NO.
37
38 VL 1A6 SVVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCRASQSVS
NDVAWFQOKPGQSPKLLIYYASNRYTGVPD
RFTGSGYGTDFTFTISTVQAEDLAVYFCQQ
DYNSPWTFGGGTKLEIKR
CDR-L1 VH Residuos 24-
1A6 34 de SEQ ID | RASQSVSNDVA
NO. 38
CDR-L2 VH Residuos 50-
1A6 56 de SEQ ID | YASNRYT
NO. 38
CDR-L3 VH Residuos 89-
1D4 97 de SEQ ID | QQDYNSPWT
NO. 38
39 VH 1D8 QVQLQQSGAELMKPGASVKI SCRATGYTFS
S!WIEWV’KQ_RP_GHGLEWIGDILPGSGS’I‘NY
NERKFKDKATFTADTSFNTAYMQLSSLTSED
SAVYYCATRRFRGLDYWGQGTTLTVSS
CDR-H1 VH Residuos 31-
1D8 35 de SEQ ID | SYWIE
NO. 39
CDR-H2 VH Residuos 50-
1D8 66 de SEQ ID | DILPGSCSTNYNEKFKD
NO. 39
CDR-H3 VH Residuos 99-
108 106 de SEQ | RRFRGLDY
ID NO. 39

%



73

40 VL 1D8 SIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCRASQSVS
NDVAWYQOKSGOSPKLLIYYASNRYTGVPD
RFTGSGYGTDFTFTISTVQPEDLAVYFCQQ
DYTSPFTFGSGTKLEIKR

CDR-L1 VH Residuos 24-

1D8 34 de SEQ ID | KASQSVSNDVA
NO. 40

CDR-L2 VH Residuos 50-

1D8 56 de SEQ ID | YASNRYT
NO. 40

CDR-L3 VH Residuos 89-

1D8 97 de SEQ ID | QQDYTSPFT
NO. 40

41 VH 3G7 QVQLQQSGAELMKPGASVKISCKATGYTFN
DYWIEWVKORPGHGLEWIGGFSHGSGSTNY
NERFRGKATFTADSSSNTAYMOLSSLTSED
SAVYYCARRRFRGMDYWGQGTSVTVSS -

CDR-H1 VH Residuos 31-

3G7 35 de SEQ ID | DYWIE
NO. 41

CDR-H2 VH Residuos 50-

3G7 66 de SEQ ID | GFSHESGSTNYNEKFKG
NO. 41

CDR-H3 VH Residuos 99-

3G7 106 de SEQ | RRFRGMDY
ID NO. 41

42 VL 3G7 SIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVS
NDVAWYQOKPGQSPKLLIYYASNRYTGVPD
RPFTGSGYGTDFTFTITTVQAEDLAVYFCQQ
DYSSPWSFGGGTKLEIKR

CDR-L1 VH Residuos 24-

3G7 34 de SEQ ID | RASQSVSENDVA
NO. 42

CDR-L2 VH Residuos 50-

3G7 56 de SEQ ID | YASNRYT
NO. 42

CDR-L3 VH Residuos 89-
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3G7 97 de SEQ ID | QQDYSSPUWS
NO. 42
43 | VH5E8 QIQLVOSGPELKKPGETVKISCKASGYSFET
DYSMHWVKQAPGKGLKWMDWINTETGEPTY
ADDFRGRFAFSLETSASTAYLQINNLKNED
TATYFCSRRRYRAFDYWGOGTTLTVSS
CDR-H1 VH Residuos 31-
5E8 35 de SEQ ID | DYSMK
NO. 43
CDR-H2 VH Residuos 50-
5E8 66 de SEQ ID | WINTETGEPTYADDFKG
NO. 43
CDR-H3 VH Residuos 99-
5E8 106 de SEQ | RRYRAFDY
ID NO. 43
44 [ VL SE8 STIVMTQSPKPLLVSAGDRVTITCRASQSVS
NDVAWYQQOKLGQSPKLLIYYASNRYTGVPD
RFPTGSGYGTDFTFTINTVQAEDLAVYFCQQ
DYTSPYTFGGGTKLEIOR
CDR-L1 VH Residuos 24-
5E8 34 de SEQ ID | RASQSVSNDVA
NO. 44
CDR-L2 VH Residuos 50-
5E8 56 de SEQ ID | YASNRYT
NO. 44
CDR-L3 VH Residuos 89-
5E8 97 de SEQ ID | QQDYTSPYT
NO. 44
45 | VH8E1 EVKLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFS
DYGNMVWVRQAPGKGLEWVASISSGSSNIYY
ADTVRGRFTISRDDPNNTLFLOMRSLRSED
TAMYYCARNPYWGOGTTLTVSS
CDR-H1 VH Residuos 31-
8E1 35 de SEQID | DYGMV
NO. 45
CDR-H2 VH Residuos 50-
8E1 66 de SEQ ID | SISSGSSNIYYADTVKG
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NO. 45
CDR-H3 VH Residuos 99-
8E1 101 de SEQ | NPY
ID NO. 45
46 VL 8E1 DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSVTCRASQNVG
TNVAWYQOKPGQSPKGLIYSASHRYSGVPD
RFAGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYFCQQ
YMSYPLTFGGGTKLELKR
CDR-L1 VH Residuos 24-
8E1 34 de SEQ ID | RASQNVGTNVA
NO. 46
CDR-L2 VH Residuos 50-
8E1 56 de SEQ ID | SASHRYS
NO. 46
CDR-L3 VH Residuos 89-
8E1 97 de SEQ ID | QQYNSYPLT
NO. 46
47 | VH 1H6 EVKLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTES
DYGMVWVRQAPGKGLEWVAYISSGSSTIHY
AD‘I‘MKGRFTISRDNPKNTLFLQMSSLRSEQ
TAMYYCARRHYYAMDYWGQRGTSVIVSS -
CDR-H1 VH Residuos 31-
1H6 35 de SEQ ID | DYGMV
NO. 47
CDR-H2 VH Residuos 50-
1H6 66 de SEQ ID | YISSGSSTIHYADTMKG
NO. 47
CDR-H3 VH Residuos 99-
1H6 106de SEQ | RHYYAMDY
ID NO. 47
48 VL 1H6 SFVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCRASQSVS
NDVAWYQQKPGQSPKLLIYYASNRYTGVPD
RFTGTGYGTDFTFTISTVQAEDLAVYFCQQ
DYTSPFTFGSGTKLEIKR
CDR-L1 VH Residuos 24-
1H6 34 de SEQ ID | KASQSVSNDVA
NO. 48

|
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CDR-L2 VH Residuos 50-
1H6 56 de SEQ ID | YASNRYT
NO. 48
CDR-L3 VH Residuos 89-
1H6 97 de SEQ ID | QQDYTSPFT
NO. 48
49 VL 3A11 EVOLQQSGADLEKPGASVKLSCTASGEFNIK
DTFMHWVKQRPEQGLEWIGRIDPANGHTKY
DPRFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSED
TAVYYCARWGQFGLLWNAMDYWGQGTSVTV
SS
CDR-H1 VH Residuos 31-
3A11 35 de SEQ ID | DTFME
NO. 49
CDR-H2 VH Residuos 50-
3A11 66 de SEQ ID | RIDPANGHTKYDPKFQG
NO. 49
CDR-H3 VH Residuos 99-
3A11 111 de SEQ | WECQFGLLWNAMDY
ID NO. 49
50 VL 3A11 DIVLTQSPGSLAVSLGQRATISCRASESVD |
NYGISFMNWFQQKPGQPPKLLIYAASNQGS
GVPARFSGSGSGTDFSLDIHPMEEDDTAMY
FCQOSKEVPPTFGGGTKLEIKR
CDR-L1 VH Residuos 24-
3A11 38 de SEQ ID | RASESVDNYGISFMN
NO. 50
CDR-L2 VH Residuos 53-
3A11 60 de SEQ ID | YAASNQGS
NO. 50
CDR-L3 VH Residuos 93-
3A11 101 de SEQ | QQSKEVPPT
ID NO. 50
51 VH 4B4 QVTLKESGPGILKPSQTLSLTCSLSCEFSLS
TSGA&GVSWIRQPSGI\GIEWLAHIWWDGDSY
SNPSLRSRLTISRDTSRNQVFLRIATVDTA
DTATYY CARRTRVNYAMDYWGQG’I‘ SVTVS S
CDR-H1 VH Residuos 31-
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4B4 37 de SEQ ID | TSGHMGVS
NO. 51
CDR-H2 VH Residuos 52-
4B4 67 de SEQ ID | HIWWDGDSYSNPSLRS
NO. 51
CDR-H3 VH Residuos
4B4 100-109 de | RTRVNYAMDY
SEQ ID NO.
51
52 VL 4B4 SVVMTQT PKFLLVSAGDRVTMTCKASQSVS |
NDVAWFQQKPGQSPKLLIYYASNRYTGVED
RFTGSGYGTDFTFTISTVQAEDLAVYFCQQ
DYNSPWTFGGGTKLEIKR
CDR-L1 VH Residuos 24-
4B4 34 de SEQ ID | RASQSVENDVA
NO. 52
CDR-L2 VH Residuos 50-
48B4 56 de SEQ ID | YASNRYT
NO. 52
CDR-L3 VH Residuos 89-
4B4 97 de SEQ ID | QQDYNSPWT
NO. 52
53 VH 7G3 EVQLQQSGAEFVRSGASVKLSCTASGLNIK
DYYHMVKQRPEQVLDWIGWID?ENGYSEY
APRFQDKATMTADTSSNTAYLHLSSLTSED
TAVYYCNPGELARYPDYWGQGT TLTVSS
CDR-H1 VH Residuos 31-
7G3 35de SEQ ID | DYYIH
NO. 53
CDR-H2 VH Residuos 47-
7G6 66 de SEQ ID | WIGNIDPENGYSEYAPRFQD
NO. 56
CDR-H3 VH Residuos 99-
7G3 107 de SEQ | GELARYEFDY

ID NO. 63
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54 VL 7G3 DIVLSQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQSIS
KNLHEWYQQKSHESPRLLIKYTSQSISGIPS
RFSGSGSGTDFTLSINSVETEDFGMYFCQQ
SISWPLTFGAGTKLELKR

CDR-L1 VH Residuos 24-

7G3 34 de SEQ ID | RASQSTISKNLH
NO. 54

CDR-L2 VH Residuos 50-

7G3 56 de SEQ ID | YTSQSIS
NO. 54

CDR-L3 VH Residuos 89-

7G3 97 de SEQ ID | QQ8ISWPLT
NO. 54

Las anteriores secuencias de CDR de anticuerpo anti-IL-12p40 aislado
establecen una familia novedosa de proteinas de union a IL-12p40, aisladas de
acuerdo con esta invencion, y que comprenden polipéptidos que incluyen las
secuencias de CDR listadas en la siguiente Tabla 6. Para generar y
seleccionar las CDRs de la invencién que tienen actividad de union a y/o
neutralizante IL-12p40 preferidas con respecto a hiL-12 y/o hiL-23, se pueden
usar métodos conocidos en la técnica para generar proteinas de union de la
presente invencion y evaluar las caracteristicas de union a y/o neutralizacion de
la IL-12 y/o IL-23 de esas proteinas de unién, incluyendo, pero sin limitarse a

las descritas especificamente aqui.

Tabla 6: Ligandos de Afinidad a CDR de [IL-12p40 de concenso (los
residuos alternativos estan listados por debajo de cada
posicion de amino acido; - indica que el residuo puede estar

ausente).
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2. Anticuerpos Anti-IL-12p40 quiméricos

Un anticuerpo quimérico es una molécula en la cual diferentes porciones
del anticuerpo son derivadas de diferentes especies animales, tales como
anticuerpos que tienen una region variable derivada de un anticuerpo
monoclonal murino y una regiéon constante de inmunoglobulina humana. Los
métodos para producir anticuerpos quiméricos son conocidos en la ‘tecnica y
se discuten en detalle en el Ejemplo 2.1. Ver p.e., Morrison, Science 229:1202
(1985); Qi et al, BioTechniques 4:214 (1986); Gillies et al., (1989) J. Immunol.
Methods 125:191-202; Pats. U.S. Nos. 5,807,715; 4,816,567; y 4,816,397, que
estan incorporadas aqui por referencia en su totalidad. Adicionalmente, se
pueden usar técnicas desarrolladas para la produccién de "anticuerpos
quiméricos" (Morrison et al.,, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 81:851-855;
Neuberger et al., 1984, Nature 312:604-608; Takeda et al., 1985, Nature
314:452-454 que estan incorporadas aqui por referencia en su totalidad)
mediante corte y empalme de genes de una molécula de anticuerpo de ratén
de especificidad a antigeno apropiada, junto con genes de una molécula de

anticuerpo humana de actividad biolégica apropiada.

En una realizacién, los anticuerpos quiméricos de la invencion son
producidos reemplazando la region constante de cadena pesada de los
anticuerpos anti IL-12 humana monoclonales murinos descritos en la seccion 1
con una region constante de IgGl humana. En una realizacion especifica, el
anticuerpo quimérico comprende una regién variable de cadena pesada (V)
que comprende la secuencia de amino acido de la SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO:
37; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 45; SEQ ID
NO: 47; SEQ ID NO: 49; SEQ ID NO: 51; o SEQ ID NO: 53 y una region
variable de cadena ligera (V) que comprende la secuencia de amino acido de
la SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 42; SEQ ID

9%
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NO: 44: SEQ ID NO: 46; SEQ ID NO: 48; SEQ BD NO: 50; SEQ ID NO: 52; o
SEQ ID NO: 54.

3. Anticuerpos anti-IL-12p40 con CDR injertada

Los anticuerpos con CDr injertada de la invencion comprenden
secuencias de region variable de cadena pesada y ligera de un anticuerpo
humano, en donde una o mas de las regiones CDR de VH y/o VL son
reemplazadas con secuencias de CDR de los anticuerpos murinos de la
invencion. Una secuencia de marco de cualquier anticuerpo humano puede
servir como el molde para el injerto de CDR. Sin embargo, el reemplazo de
cadena recta en tal marco usualmente conduce a alguna pérdida de la afinidad
de enlace al antigeno. A mayor homologia de un anticuerpo humano al
anticuerpo murino original, serA menos probable que la posibilidad que
combinar las CDRs murinas con el marco humano introduzcan distorsiones en
las CDRs que podrian reducir la afinidad. Por lo tanto, es preferible que el
marco variable humano que es elegido para reemplazar el marco variable
murino ademas de las CDRs tenga al menos un 65% de identidad de
secuencia con el marco de region variable de anticuerpo murino. Es mas
preferible que las regiones variables humana y murina ademas de las CDRs
tengan al menos 70% de identidad de secuencia. Es incluso mas preferido que
las regiones variables humana y murina ademas de las CDRs tengan al menos
75% de identidad de secuencia. Lo mas preferido es que las regiones variables
humana y murina ademas de las CDRs tengan al menos 80% de identidad de
secuencia. Los métodos para producir anticuerpos quiméricos son conocidos
en la técnica y se discuten en detalle en el Ejemplo 2.2. (ver también EP
239,400; Publicacion PCT WO 91/09967; Pat. U.S. Nos. 5,225,539; 5,530,101;
y 5,585,089), revestimiento o repavimentacion (EP 592,106, EP 519,596;
Padlan, Molecular Immunology 28(4/5):489-498 (1991); Studnicka et al., Protein

T
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Engineering 7(6):805-814 (1994); Roguska et al., PNAS 91:969-973 (1994)), y
mezclado de cadena (Pat. U.S. No. 5,565,352).

En una realizacion especifica, la invencién provee anticuerpos con CDR

injertada con cadenas VH y/o VL como se describen en la Tabla 7.

TABLA 7: Anticuerpos con CDR injertada

SEQ | Region de Proteina Secuencia
ID
No.

123456789012345678901234567890

61| VH 1D4.1 EVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLS
(6) | (FR1 VH2-70/JH6) KSVMGVSWIRQPPGRALEWLAHIYWDDDRY

¥NPSLKSRLTISKDTSKNQUVLTMTNMDPV
(7) | (FR2 VH2-70/JH6) | DIATYYCARRGIRSAMDYWGQGTTVTVSS

(8) | (FR3 VH2-70/JH6)
(9) | (FR4 VH2-70/JH6)

62 | VL 1D4.1 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVS
(23) (FR1 B3/JK4) NDVAWYQOKPGQOPPKLLIYYASNRYTGVPD

RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQ
(24) | (FR2 B3/JK4) DYNSPWIFGGGTKVEIKR

(25) | (FR3 B3/JK4)
(26) | (FR4 B3/JK4)

63 | VH 1D4.2 EVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLS
(10) | (FR1 VH2-26/JH6) R.SVMGVSWIRQPPGKALEWLAHIYWDDDKY
YNPSLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPV
(7) | (FR2 VH2-70/JH6) | DTATYYCARRGIRSAMDYWGQGTTVTVSS

(11) | (FR3 VH2-26/JH6)
(9) | (FR4 VH2-70/JHB)
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64 | VL 1D4.2 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVS
) R L) | raras
(28) | (FR2 L2/JK4) DYNSPWIFGGGTKVEIKR

(29) | (FR3 L2/JK4)

(26) | (FR4 B3/JK4)

65 | VH 1D4.3 EV’I‘LRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLS

(6)
()
(8)
(9)

(FR1 VH2-70/JH6)
(FR2 VH2-70/JH6)
(FR3 VH2-70/JH6)
(FR4 VH2-70/JH6)

:KSVMGVSWIRQPPGKALEWLAHIYWDDDKY’
.YNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPV

DTATYYCABBG;RSA&DYWGQGTTVTVSS

66

VL 1D4.3

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVS
NDVAWYQOKPGOAPRLLIYYASNRYTGIPA

(27) | (FR1 L2/JK4)
RFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFAVYYCQO
(28) | (FR2 L2/JK4) DYNSPWTFGGGTKVEIKR
(29) | (FR3 L2/JK4)
(26) | (FR4 B3/JK4)
67 | VH 1A6.1 EV‘TLRESGPALVKPTQ‘I‘LTLTCTFSGFSLS )

(6)
(7)
(8)
(9)

(FR1 VH2-70/JH6)
(FR2 VH2-70/JH6)
(FR3 VH2-70/JH6)
(FR4 VH2-70/JH6)

.TSGMGVSWIRQPPGKALEWLAHIWWDGﬁNY

YNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPV

DTATYYCARBTRYN!A@ﬁYWGQGTTVTVSS'

68
(23)
(24)
(25)
(26)

VL 1A6.1

(FR1 B3/JK4)
(FR2 B3/JK4)
(FR3 B3/JK4)
(FR4 B3/JK4)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVS
NDVAWYQOKPGQPPRKLLIYYASNRYTGVPD
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQ
DYNSPWTFGGGTKVEIKR

69
(10)
(7)
(11)

VH 1A6.2

(FR1 VH2-26/JH6)
(FR2 VH2-70/JH6)
(FR3 VH2-26/JH6)

EVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLS
TSGMGVSWIRQPPGKALEWLAHIWWDGDNY
YNPSLKSRLTISKDTSKSQUVLTMTNMDEV
DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTTVTVSS
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(FR4 VH2-70/JH6)

70 | VL 1A6.2 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVS
(27) | (FR1 L2/JK4) NDVANYQQKPGQAPRLLIYYASNRYTGIPA
RFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQ

(28) | (FR2 L2/JK4) DYNSPWIFGGGTKVEIKR

(29) | (FR3 L2/JK4)

(26) | (B3 L2/JK4)

71 | VH 8E1.1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTFS
i DYGMVWVRQAPGKGLEWVGSISSGESSNIYY

(12) | (FR1 VH3-72/JH0) | 5 ppyRGRETI SRODSKNSLYLQMNSLKTED

(13) | (FR2 VH3-72/JH6) | TAVYYCARNPYWGQGTTVTVSS

(14) | (FR3 VH3-72/JH6)

(9) | (FR4 VH2-70/JH6)

72 | VL 8E1.1 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVG

TNVAWYQQKPEKAPKSLIYSASHRYSGVPS

(30) | (FR1 L15/K4) RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQ
(31) | (FR2 L15/JK4) YNSYPLIFGGGTKVEIKR

(32) | (FR3 L15/JK4)

(26) | (FR4 B3/JK4)

73 | VH 8E1.2

(15)
(16)
(17)

(9)

(FR1 VH3-21/JH6)
(FR2 VH3-21/JH6)
(FR3 VH3-21/JH6)
(FR4 VH2-70/JH6)

EVQBVESGGGDVKPGGSLRLSCAASGFTFS
ﬁYGMVWVRQAPGKGLEWVSSISSGSSNIYY
ADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRKED
TAVYYCARNPYWGQGTTVTVSS

74

VL 8E1.2

DPIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCKASQNVG
TNVAWYQQOKPGKAPKLLIYSASHRYSGVPS

(33) | (FRT L15/K4) RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQ
(34) | (FR2 L15/JK4) YNSYPLTFGGGTKVEIKR

(32) | (FR3 L15/JK4)

(26) | (FR4 B3/JK4)

75| VH 3G7.1

(18)
(19)

(FR1 VH1-69/JH6)
(FR2 VH1-69/JH6)

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFS_
DYWIEWVRQAPGOGLEWMGGFSHGSGSTNY.
:I\EKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDI
: TAVYYCARRRFRGMDYWGQGTTVTVSS

2%
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(20)
(9)

(FR3 VH1-69/JH6)
(FR4 VH2-70/JH6)

76
(23)
(24)
(25)
(26)

VL 3G71

(FR1 B3/JK4)
(FR2 B3/JK4)
(FR3 B3/JK4)
(FR4 B3/JK4)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVS
NDVAWYQQKPGQPPKLLIYYASNRYTIGVPD
RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQ
DYSSPWSFGCGTKVEIKR

77
(21)
(19)
(22)

9)

VH 3G7.2

(FR1 VH1-18/JH6)
(FR2 VH1-69/JH6)
(FR3 VH1-18/JH6)
(FR4 VH2-70/JH6)

EVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYWIEWVRQAPGQGLEWMGGFSHGSGSTNY
NERFKGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDD
TAVYYCARRRFRGMDYWGQGTTVIVSS

78
(27)
(28)
(29)
(26)

VL 3G7.2

(FR1 L2/JK4)
(FR2 L2/JK4)
(FR3 L2/J K4)
(FR4 B3/JK4)

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVS
NDVAWYQOKPGQAPRLLIYYASNRYTGIPA
RFSGSGSCTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQ
DYSSPWSFGGGTKVEIKR

67
(6)

(8)
(9)

VH 1A6.5

(FR1 VH2-70/JH6)
(FR2 VH2-70/JH6)
(FR3 VH2-70/JH6)
(FR4 VH2-70/JH6)

EVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLS
TSGUGVSWIRQPPGKALEWLAHINWDGDNY
YNPSLKSRLTISKDTSKNQUVVLTMTINMDPV
DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTTVTIVSS

70
(27)
(28)
(29)
(26)

VL 1A6.5

(FR1 L2/JK4)
(FR2 L2/JK4)
(FR3 L2/JK4)
(FR4 B3/JK4)

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVS
NDVAWYQQKPGOAPRLLIYYASNRYTGIPA
RFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFAVYYCQQ
DYNSPWTFGGGTKVEIKR

121
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69 | VH 1A6.6 EVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLS

(10) | (FR1 VH2-26/0H6) | TSGMGVEWIRQPPGKALEWLAHIWWDGDNY
YNPSLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDEY
(7) | (FR2 VH2-70/JH6) | DTATYYCARRTRVNYAMDYWGOGTTVTVSS

(11) | (FR3 VH2-26/JH6)
(9) | (FR4 VH2-70/JH6)

68 | VL 1A6.6 g;mgpnsmvsmanmmcmgsvs

OKPGOPPKLLIYYASNRYTGVDD
(23) | (FR1 B3/JK4) RFSGSGSGTDPTLTISSLOAEDVAVYYCQO
(24) | (FR2 B3/JK4) DYNSPWTFGGGTKVEIKR

(25) | (FR3 B3/JK4)
(26) | (FR4 B3/JK4)

4. Anticuerpos Anti-IL-12p40 Humanizados

Los anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpo de
anticuerpo de especie no humana que se une al antigeno deseado que tiene
una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de la
especie no humana y regiones marco de una molécula de inmunoglobulina
humana. Las secuencias de Ig humana conocidas se revelan, p.e,
www.ncbi.nim.nih.gov/entrez-/query.fcgi; www.atcc.org/phage/hdb.html,
www.sciquest.com/; www.abcam.com/;
www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
www.public.iastate.edu/.about.pedro/research_tools.html; www.mgen.uni-
heidelberg.de/SD/IT/rr.html, www.whfreeman.com/immunology/CH-
05/kuby05.htm; www._library.thinkquest.org/12429/Immune/Antibody.html;
www.hhmi.org/grants/lectures/1996/vlab/; www.path.cam.ac.uk/.about.mrcT/m-
ikeimages.html; www.antibodyresource.com/,
mcb.harvard.edu/BioLinks/Immuno- logy.html.www.immunologylink.com/,
pathbox.wustl.edu/.about.hcenter/index.- html; www.biotech.ufl.edu/.about.hcl/
www.pebio.com/pa/340913/340913.html-;

102
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www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/; www.m.ehime-u.acjp/.about.yasuhito-
/Elisa.html; www.biodesign.com/table.asp; www.icnet.uk/axp/facs/davies/lin-
ks.html; www.biotech.ufl.edu/.about.fccl/protocol.html; www.isac-
net.org/sites_geo.html; aximtl.imt.uni- marburg.de/.about.rek/AEP- Start.html;
baserv.uci.kun.nl/.about.jraats/links|.html; www.recab.uni-
hd.de/immuno.bme.nwu.edu/; www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/pu-
blic/INTRO.html; www.ibt.unam.mx/vir/V_mice.html, imgt.cnusc.fr:8104/;
www.biochem.ucl.ac.uk/.about.martin/abs/index.html;  anticuerpo.bath.ac.uk/;
abgen.cvm.tamu.edu/lab/wwwabgen.html;
www.unizh.ch/.about.honegger/AHOsem-inar/SlideOl.html;
www.cryst.bbk.ac.Uk/.about.ubcg07s/;
www.nimr.mrc.ac.uk/CC/ccaewg/ccaewg.htm;
www.path.cam.ac.uk/.about.mrcV/humanisation/TAHHP.html;
www.ibt.unam.mx/vir/structure/stat_aim.htmi,
www.biosci.missouri.edu/smithgp/index.html,
www.cryst.bioc.cam.ac.uk/.about.fmolina/Web-pages/Pept/spottech.html;

www jerini.de/fr roducts.htm; www.patents.ibm.com/ibm.html.Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Dept. Health (1983),
cada una incorporada aqui totalmente por referencia. Tales secuencias
importadas se pueden usar para reducir la inmunogenicidad o reducir, potencial
o modificar la unién, afinidad, velocidad on, velocidad off, avidez, especificidad,
vida media, o cualquier otra caracteristica adecuada, como se conoce en la

técnica.

Los residuos de marco en las regiones marco humanas pueden ser
sustituidos con el residuo correspondiente del anticuerpo donador de CDR para
alterar, preferiblemente mejorar, la unién a antigeno. Estas sustituciones de
marco son identificadas mediante métodos bien conocidos en la técnica, p.e.,
modelamiento de las interacciones de las CDr y los residuos de marco para

identificar residuos de marco importantes para la union a antigeno y la

o3
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comparacion de secuencia para identificar residuos de marco inusuales en
posiciones particulares. (Ver, p.e., Queen et al.,, Pat U.S. No. 5,585,089,
Riechmann et al., Nature 332:323 (1988), que estan incorporada aqui por
referencia en su totalidad). Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales
estan disponibles cominmente y son familiares a los expertos en la técnica.
Estan disponibles programas de computadora que ilustran y muestran
estructuras conformacionales tridimensionales probables de secuencias de
inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas muestras
permite el analisis del papel probable de los residuos en el funcionamiento de
la secuencia de inmunoglobulina candidata, p.e., el andlisis de residuos que
influencian la habilidad de la secuencia de inmunoglobulina candidata para
unirse a su antigeno. De esta forma, los residuos de FR se pueden seleccionar
y combinar desde las secuencias de concenso e importadas de forma que se
alcanza la caracteristica de anticuerpo deseada, tal como afinidad aumentada
para el(los) antigeno(s) objetivo. En general, los residuos de CDR estan
directamente y mas sustancialmente involucrados influenciando la union de
antigeno. Los anticuerpos pueden ser humanizados usando una variedad de
técnicas conocidas en la técnica, tales como, pero sin limitarse, a las descritas
en Jones et al., Nature 321:522 (1986); Verhoeyen et al., Science 239:1534
(1988)), Sims et al., J. Immunol. 151: 2296 (1993); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol.
196:901 (1987), Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:4285 (1992);
Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993), Padlan, Molecular Immunology
28(4/5):489-498 (1991); Studnicka et al., Protein Engineering 7(6).805-814
(1994); Roguska. et al., PNAS 91:969-973 (1994); Publicacion PCT WO
91/09967, PCT/: US98/16280, US96/18978, US91/09630, US91/05939,
US94/01234, GB89/01334, GB91/01134, GB92/01755; WO90/14443,
WO090/14424, WO090/14430, EP 229246, EP 592,106; EP 519,596, EP
239,400, Pat. U.S. Nos. 5,565,332, 5,723,323, 5,976,862, 5,824,514,
5,817,483, 5814476, 5763192, 5723323, 5,766886, 5,714,352, 6,204,023,
6,180,370, 5,693,762, 5,530,101, 5,585,089, 5,225,539; 4,816,567, cada una

40(/
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incorporada enteramente aqui por referencia, incluidas las referencias citadas

alli.

C. Produccion de Anticuerpos y Lineas Celulares que Producen

Anticuerpo

Preferiblemente, los anticuerpos anti-IL-12p40 de la presente invencion,
muestran una alta capacidad para reducir o neutralizar la actividad de IL-12,
p.e., evaluada mediante uno cualquiera de varios ensayos in vitro e in vivo
conocidos en la técnica (p.e., ver Ejemplo |.I.C). Por ejemplo, estos anticuerpos
neutralizan la produccion de interferona gamma inducida por IL-12 mediante
blastos de PHA con valores |Csq en el rango de al menos aproximadamente 10°
8 M, aproximadamente 10° M, o aproximadamente 10™'® M. Preferiblemente,
los anticuerpos anti-IL-12p40 de la presente invencion, también exhiben una

alta capacidad para reducir o neutralizar la actividad de IL-23.

En realizaciones preferidas, el anticuerpo aislado, o porcion de union a
antigeno del mismo, se une a IL-12p40 humana, en donde el anticuerpo, o
porcién de unién a antigeno del mismo, se disocia de la IL-12p40 humana con
una constante de velocidad K, de aproximadamente 0.1s’ o menor,
determinada mediante resonancia de plasmoén superficial, o que inhibe la
actividad de IL-12 humana y/o IL-23 humana con un ICsy de aproximadamente
1 x 10° M o menos. Alternativamente, el anticuerpo, o una porcion de union a
antigeno del mismo, se puede disociar de la |IL-12p40 humana con una

25" o0 menor,

constante de velocidad kox de aproximadamente 1 x 10
determinada mediante resonancia de plasmon superficial, o puede inhibir la
actividad de 1L-12 humana y/o IL-23 humana con un ICsy de aproximadamente
1 x 107 M o menor. Alternativamente, el anticuerpo, o una porcién de union a
antigeno del mismo, se puede disociar de la IL-12p40 humana con una

constance de velocidad ko de aproximadamente 1 x 103" o menor,

Aoy
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determinada mediante resonancia de plasmoén superficial, o puede inhibir la |L-
12 humana y/o 1L-23 humana con un |ICsy de aproximadamente 1 x 108 M o
menor. Alternativamente, el anticuerpo, o una porcién de unioén a antigeno del
mismo, se puede disociar de la IL-12p40 humana con una constante de
velocidad ke de aproximadamente 1 x 10™*s” o menor, determinada mediante
resonancia de plasmon superficial, o puede inhibir la actividad de IL-12 humana
y/o IL-23 humana con un |Csy de aproximadamente 1 x 10° M o menos.
Alternativamente, el anticuerpo, o una porciéon de unién a antigeno del mismo,
se puede disociar de la IL-12p40 humana con una constante de velocidad Ko
de aproximadamente 1 x 10s™ o menos, determinada mediante resonancia de
plasmon superficial, o puede inhibir la actividad de IL-12 y/o IL-23 humana con
un IC50 de aproximadamente 1 x 10" M o menos. Alternativamente, el
anticuerpo, o una porcién de unién a antigeno del mismo, se puede disociar de
la IL-12p40 humana con una constante de velocidad k¢ de aproximadamente 1
x 10°s™" 0 menos, determinada mediante resonancia de plasmén superficial, o
puede inhibir la actividad de IL-12 y/o IL-23 humana con un |Cs de

aproximadamente 1 x 10" M o menos.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende una region constante
de cadena pesada, tal como una region IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o
IgD. Preferiblemente, la regién constante de cadena pesada es una region
constante de cadena pesada IgG1 o una regién constante de cadena pesada
IgG4. Adicionalmente, el anticuerpo puede comprender una region constante
de cadena ligera, ya sea una region constante de cadena ligera kappa o una
region constante de cadena ligera lambda. Preferiblemente, el anticuerpo
comprende una region constante de cadena ligera kappa. Alternativamente, la
porcion de anticuerpo puede ser, por ejemplo, un fragmento Fab o un

fragmento Fv de cadena sencilla.

Aoi
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Los reemplazos de residuos de amino acido en la porcion Fc para alterar
la funcion efectora del anticuerpo son conocidos en la técnica (Winter, et al. PAt
US NOS 5,648,260; 5624821). La porcion de Fc de un anticuerpo media varias
funciones efectoras importantes p.e. induccion de citoquina, ADCC, fagocitosis,
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) y vida media/velocidad de
depuracion del anticuerpo y los complejos antigeno-anticuerpo. En algunos
casos, estas funciones efectoras son deseables para anticuerpo terapéutico
pero en otros casos puede ser innecesaria, incluso perjudicial, dependiendo de
los objetivos terapéuticos. Ciertos isotipos de IgG humana, particularmente
IgG1 e 1gG3, median la ADCC y CDC via uniéon a FcyRs y C1q de
complemento, respectivamente. Los receptores Fc neonatales (FcRn) son los
componentes criticos que determinan la vida media en circulacién de los
anticuerpos. Aun en otra realizacion, al menos un residuo de amino acido es
reemplazado en la region constante del anticuerpo, por ejemplo la region Fc del

anticuerpo, de forma que las funciones efectoras del anticuerpo son alteradas.

Una realizacién provee una proteina de union marcada en donde un
anticuerpo o porcion de anticuerpo de la invencion es derivada o enlazada a
otra molécula funcional (p.e., otro péptido o proteina). Por ejemplo, una
proteina de unién marcada de la invencion puede ser derivada enlazando
funcionalmente un anticuerpo o porciéon de anticuerpo de la invencion (por
acoplamiento quimico, fusiébn genética, asociacion no covalente o de otra
forma) a una o mas entidades moleculares diferentes, tales como otro
anticuerpo (p.e., un anticuerpo biespecifico o un diacuerpo), un agente
detectable, un agente citotoxico, un agent farmacéutico, y/o una proteina o
péptido que puede mediar asociada del anticuerpo o porcién de anticuerpo con
otra molécula (tal como una regién de nucleo de estreptavidina o una etiqueta

de polihistidina).
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Agentes detectables Utiles con los cuales se puede derivar un anticuerpo
o porcidén de anticuerpo de la invencion incluyen compuestos fluorescentes.
Agentes detectables fluorescentes ejemplares incluyen fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina, rodamina, 5-dimetilamin-1-naftalensulfonil cloruro,
ficoeritrina y similares. Un anticuerpo también puede ser derivado con enzimas
detectables, tales como fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano picante,
glucosa oxidasa y similares. Cuando un anticuerpo es derivado con una enzima
detectable, este es detectado agregando reactivos adicionales que la enzima
usa para producir un producto de reaccion detectable. Por ejemplo, cuando el
agente detectable peroxidasa de rabano picante esta presente, la adicion de
perdxido de hidrégeno y diaminobencidina conduce a un producto de reaccion
coloreado, que es detectable. Un anticuerpo también puede ser derivado con
biotina, y detectado a través de mediciéon indirecta de union de avidina o

estreptavidina.

Otra realizaciéon de la invencién provee una proteina de union
cristalizada. Preferiblemente, la invencion se relaciona con cristales de
anticuerpos anti-IL-12p40 enteros y fragmentos de los mismos como se revelan
aqui, y formulaciones y composiciones que comprenden tales cristales. En una
realizacion, la proteina de union cristalizada tiene una vida media mayor in vivo
que la contraparte soluble de la proteina de unién. En otra realizacion, la

proteina de union retiene la actividad bioldgica después de la cristalizacion.

La proteina de union cristalizada de la invencion puede ser producida de
acuerdo con los métodos conocidos en la técnica y como se revelan en WO
02072636, incorporados aqui por referencia. Otra realizacién de la invencion
provee una proteina de union glicosilada en donde el anticuerpo o porcién de
union a antigeno del mismo comprende uno o mas residuos de carbohidrato.
La produccion de proteina in vivo naciente puede someterse a procesamiento

adicional, conocido como modificacién post-translacional. En particular, los
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residuos de azucar (glicosil) pueden ser agregados enzimaticamente, un
proceso conocido como glicosilacion. Las proteinas resultantes que portan
cadenas laterales de oligosacarido enlazadas covalentemente son conocidas
como proteinas glicosiladas o glicoproteinas. Los anticuerpos son
glicoproteinas con uno o mas residuos de carbohidrato en el dominio Fc, asi
como el dominio variable. Los residuos de carbohidrato en el dominio Fc tienen
efecto importante en la funcién efectora del dominio Fc, con efecto minimo en
la unién a antigeno o vida media del anticuerpo (R. Jefferis, Biotechnol. Prog.
21 (2005), pp. 11-16). En contraste, la glicosilacion del dominio variable puede
tener un efecto en la actividad de uniéon a antigeno del anticuerpo. La
glicosilacion en el dominio variable puede tener un efecto negativo en la
afinidad de union del anticuerpo, probablemente debida al impedimento
estérico (Co, M.S., et al., Mol. Immunol. (1993) 30:1361- 1367), o produce
afinidad aumentada para el antigeno (Wallick, S.C., et al., Exp. Med. (1988)
168:1099-1109; Wright, A., et al., EMBO J. (1991) 10:2717 2723).

Un aspecto de la presente invencion esta dirigido a generar mitantes de
sitio de glicosilacion en los cuales el sitio de glicosilacion O- o N-enlazado de la
proteina de unién ha sido mutado. Un experto en la técnica puede generar tales
mutantes usando tecnologias bien conocidas estandar. Los mutantes del sitio
de glicosilacion que retienen la actividad biolégica pero tienen actividad de

unién aumentada o disminuida son tro objeto de la presente invencion.

En auln otra realizacién, la glicosilacion del anticuerpo o porcion de union
a antigeno de la invencion es modificada. Por ejemplo, se puede preparar un
anticuerpo aglicosilado (p.e., el anticuerpo carece de glicosilacion). La
glicosilacién puede ser alterada, por ejemplo, para aumentar la afinidad del
anticuerpo para el antigeno. Tales modificaciones de carbohidrato pueden ser
realizadas, por ejemplo, alterando uno o mas sitios de glicosilacion dentro de la

secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden hacer una o0 mas
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sustituciones de amino acido que producen la eliminacion de uno o mas sitios
de glicosilacion de region variable para eliminar de este modo la glicosilacion
de ese sitio. Tal aglicosilacion puede aumentar la afinidad del anticuerpo para
el antigeno. Tal criterio se describe en mayor detalle en la Publicacién PCT
WO02003016466A2, y las Pat. U.S. Nos. 5,714,350 y 6,350,861, cada una de

las cuales esta incorporada aqui por referencia en su totalidad.

Adicionalmente o alternativamente, se puede preparar un anticuerpo
modificado de la invencion que tiene un tipo de glicosilacion alterada, tal como
un anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de residuos
fucosilo o un anticuerpo que tiene estructuras GIcNAc de bisectacion. Se ha
demostrado que tales patrones de glicosilacion alterados aumentan la habilidad
de ADCC de los anticuerpos. Tales modificaciones de carbohidrato pueden
realizarse, por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula hospedera con
maquinaria de glicosilacion alterada. Las células con maquinaria de
glicosilacion alterada han sido descritas en la técnica y se pueden usar como
células hospederas en las cuales se expresan los anticuerpos recombinantes
de la invencién para de este modo producor un anticuerpo con glicosilacion
alterada. Ver, por ejemplo, Shields, R. L. et al. (2002) J. Biol. Chem.
277:26733-26740; Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 17:176-1, asi como la
Patente Europea No: EP 1,176,195; Publicaciones PCTs WO 03/035835; WO
99/54342 80, cada una de las cuales esta incorporada aqui por referencia en

su totalidad.

La glicosilacion de proteina depende de la secuencia de amino acido de
la proteina de interés, asi como la célula hospedera en la cual se expresa la
proteina. Diferentes organismos pueden producir diferentes enzimas de
glicosilacion (pe., glicosiltransferasas y glicosidasas), y tienen diferentes
sustratos (azUcares de nucleétido) disponibles. Debido a estos factores, el

patron de glicosilaciéon de proteina, y la composicion de los residuos glicosil,
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puede diferir en el sistema hospedero en el cual se expresa la proteina
particular. Los residuos glicosul ttiles en la invencién pueden incluir, pero no se
limitan a, glucosa, galactosa, manosa, fucosa, n-acetilglucosamina y acido
sialico. Preferiblemente, la proteina de unién glicosilada comprende residuos

de forma que el patron de glicosilacion es humano.

Los expertos en la técnica saben que variar la glicosilacion de la proteina
puede producir diferentes caracteristicas de proteina. Por ejemplo, la eficacia
de una proteina terapéutica producida en un hospedero microorganismo, tal
como levadura, y glicosilada utilizando la ruta endégena de levadura puede ser
reducida comparada con la de la misma proteina expresada en una célula
mamifera, tal como una linea celular CHO. Tales glicoproteinas también
pueden ser inmunogénicas en humanos y muestran vida media reducida in vivo
después de la administracion. Los receptores especificos en humanos y otros
animales pueden reconocer residuos glicosil especificos y promover la rapida
depuracion de la proteina en la corriente sanguinea. Otros efectos adversosn
pueden incluir cambios del plegamiento de proteina, solubilidad, susceptibilidad
a proteasas, ftrafico, transporte, compartimentalizacién, secrecion,
reconocimiento por otras proteinas o factores, antigenicidad, o alergenicidad.
En consecuencia, un profesional puede preferir una proteina terapeutica con
una composicion y patron de glicosilacion especificos, por ejemplo composicion
y patron de glicosilacion idéntico, o al menos similar, al producido en células

humanas o en las células especificas de especie del animal sujeto destinado.

La expresion de proteinas glicosiladas diferentes de las de una celula
hospedera puede lograrse modificando genéticamente la célula hospedera para
expresar las enzimas de glicosilacion heterélogas. Usando técnicas conocidas
en el arte un profersional puede generar anticuerpos o porciones de union a
antigeno de los mismos que exhiben glicosilacién de proteina humana. Por

ejemplo, las cepas de levadura han sido genéticamente modificadas para
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expresar enzimas de glicosilacion que no se encuentran naturalmente de forma
que las proteinas glicosiladas (glicoproteinas) producidas en estas cepas de
levadura exhiben glicosilacion de proteina idéntica a la de células de animal,
especialmente células humanas (solicitudes de patente U.S 20040018590 y
20020137134 y Publicacion PCT W02005100584 A2).

Ademas de las proteinas de union, la presente invencion también esta
dirigida a un anticuerpo anti-idiotipico (anti-Id) especifico para las proteinas de
unién de la invencidn. Un anticuerpo anti-ld es un anticuerpo, que reconoce
determinantes Unicos asociados generalmente con la region de union a
antigeno de otro anticuerpo. El anti-ld puede prepararse inmunizando un
animal con la proteina de unién o una regién que contiene CDR de la misma. El
animal inmunizado reconocera, y respondera a los determinantes idiotipicos del
anticuerpo inmunizante y produciran un anticuerpo anti-Id. El anticuerpo anti-ld
también se puede usar como un "inmunoégeno" para inducir una respuesta

inmune en aun otro animal, produciendo un anticuerpo llamado anti-anti-d.

Adicionalmente, el experto en la técnica apreciara que una proteina de
interés puede ser expresada usando una genoteca de células hospederas
disefiadas genéticamente para expresar varias enzimas de glicosilacion, de
forma que las células hospederas miembros de la genoteca producen la
proteina de interés con patrones de glicosilacién variantes. Un profesional
puede entonces seleccionar y aislar la proteina de interés con patrones de
glicosilacién novedosos particulares. Preferiblemente, la proteina que tiene un
patrébn de dlicosilacion novedoso particularmente seleccionado exhibe

propiedades biologicas mejoradas o alteradas.
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D. Usos de Anticuerpos Anti-IL-12p40

Dada su habilidad para unirse a IL-12p40 humana, los anticuerpos anti-
IL-12p40 humana, o porciones de los mismos, de la invencion se pueden usar
para detectar IL- 12 y/o IL-23 humana (p.e., en una muestra bioldgica, tal como
suero o plasma), usando un inmunoensayo convencional, tal como un ensayo
inmunosorbente ligado a enzima (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA) o
inmunohistoquimica de tejido. La invencién provee un método para detectar IL-
12 y/o IL- 23 humana en una muestra biologica que comprende contactar una
muestra biolégica con un anticuerpo, o porcion de anticuerpo, de la invencion y
detectar anticuerpo (o porcion de anticuerpo) enlazado a IL-12 y/o IL-23
humana o anticuerpo no enlazado (o porcion de anticuerpo), para de esta
forma detectar la IL-12 y/o IL-23 humana en la muestra bioldgica. El anticuerpo
esta directamente o indirectamente marcado con una sustancia detectable para
facilitar la deteccién del anticuerpo enlazado o no enlazado. Sustancias
detectables adecuadas incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminescentes y materiales radiactivos. Ejemplos de
enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina,
B-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos prostéticos
adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de
materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina, rodamina, fluoresceina diclorotriazinilamina,
cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminescente incluye
luminol; y ejemplos de materiales radiactivos adecuados incluyen H, "C, %S,

QOY 99TC 111|n 125| 131| 177Lu 166H0 0153Sm

Alternativo al marcado del anticuerpo, la IL-12 humana puede ser
ensayada en fluidos biolégicos mediante un inmunoensayo de competencia
utilizando estandares de rhlL-12 marcados con una sustancia detectable y un

anticuerpo anti-IL-12p40 humana no marcado. En este ensayo, la muestra
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biolégica, los estandares de rhiL-12 marcados y el anticuerpo anti-IL-12p40
humana son combinados y se determina la cantidad de estandar de rhiL-12
marcado enlazado al anticuerpo no marcado. La cantidad de IL-12 humana en
la muestra bioldgica es inversamente proporcional a la cantidad de estandar de
rhiL-12 marcado enlazado al anticuerpo anti-IL-12p40. Igualmente, la 1L-23
humana puede también ser ensayada en fluidos biologicos mediante un
inmunoensayo de competencia utlizando estandares de rhiL-23 marcados con

una sustancia detectable y un anticuerpo anti-IL-12p40 humana no marcado.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpo de la invencion son
preferiblemente capaces de neutralizar la actividad de IL-12 humana y/o IL-23
humana tanto in vitro como in vivo. En consecuencia, tales anticuerpos vy
porciones de anticuerpo de la invencién se pueden usar para inhibir la actividad
de IL-12 y/o IL-23, p.e., en un cultivo de célula que contiene hiL-12 y/o hiIL-23,
en sujetos humanos o en otros sujetos mamiferos que tienen IL-12 y/o hIL-23
con los cuales un anticuerpo de la invencién reacciona cruzadamente. En una
realizacién, la invencién provee un método para inhibir la actividad de hlL-12
y/o hiL-23 que comprende contactar hlL-12 y/o hIL-23 con un anticuerpo o
porcion de anticuerpo de la invencién de forma que se inhibe la hiL-12 y/o hlL-
23. Por ejemplo, en un cultivo celular que contiene, o se sopecha que contiene
hlL-12 y/o hIL-23, un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la invencion puede
ser agregado al medio de cultivo para inhibir la actividad de hlL- 12 y/o hIL-23

en el cultivo.

En otra realizacion, la invencién provee un método para reducir la
actividad de hiL-12 y/o hlL-23 en un sujeto, convenientemente enun sujeto que
sufre de una enfermedad o trastorno en el cual la actividad de IL-12 o IL-23 es
perjudicial. La invencion provee métodos para reducir la actividad de IL-12 y/o
IL-23 en un sujeto que sufre de tal enfermedad o trastorno, cuyo método

comprende administrar al sujeto un anticuerpo o porcién de anticuerpo de la
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invencion de forma que la actividad de IL-12 y/o IL-23 en el sujeto es reducida.
Preferiblemente, la IL-12 es IL-12 humana, la IL-23 es IL-23 humana, y el
sujeto es un sujeto humano. Alternativamente, el sujeto puede ser un mamifero
que expresa una IL-12 y/o IL-23 a la cual un anticuerpo de la invencion es
capaz de unirse. Aun adicionalmente, el sujeto puede ser un mamifero al cual
se le ha introducido IL-12 y/o IL-23 (p.e., mediante la administracion de 1L-12
y/o IL-23 o por expresion de un transgen de IL-12 y/o IL-23). Unn anticuerpo de
la invencion puede ser administrado a un sujeto humano para propositos
terapéuticos. Mas aun, un anticuerpo de la invenciéon puede ser administrado a
un mamifero no humano que expresa una IL-12 y/o IL-23 con el cual es capaz
de unirse para propositos veterinarios 0 como un modelo animal de
enfermedad humana. Con respecto a lo Gltimo, tales modelos animales pueden
ser (tiles para evaluar la eficacia terapéutica de los anticuerpos de la invencion

(p.e., ensayando las dosis y cursos de tiempo de la administracion).

Como se usa aqui, el término "un trastorno en el cual la actividad de IL-
12 y/o IL-23 es perjudicial” pretende incluir enfermedades y otros trastornos en
los cuales se ha mostrado que la presencia de IL-12 y/o IL-23 en un sujeto que
sufre del trastorno es o se sospecha que es ya sea responsable de la
patofisiologia del trastorno o un factor que contribuye con un emperoamiento
del trastorno. En consecuencia, u trastorno en el cual la actividad de IL-12 y/o
IL-23 es perjudicial es un trastorno en el cual se espera que la reduccion de la
actividad de IL-12 y/o IL-23 alivie los sintomas y/o progresion del trastorno.
Tales trastornos pueden ser evidenciados, por ejemplo, por un aumento de la
concentracion de IL-12 y/o IL-23 en un fluido biolégico de un sujeto que sufre
del trastorno (p.e., un aumento de la concentracién de IL-12 y/o IL-23 en suero,
plasma, fluido sinovial, etc. del sujeto), que puede ser detectado, por ejemplo,
usando un anticuerpo anti-IL-12p40 como se describié anteriormente. Ejemplos
no limitantes de trastornos que pueden ser tratados con los anticuerpos de la

invencion incluyen aquellos trastornos discutidos en la seccion siguiente
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relacionada con composiciones. farmacéuticas de los anticuerpos de la

invencion.

D. Composicion farmacéutica

La invencidon provee también composiciones farmacéuticas que
comprenden un anticuerpo, o porcién de unién a antigeno del mismo, de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
farmacéuticas que comprenden los anticuerpos de la invencion son para uso
en, pero sin limitarse a, diagnéstico, deteccion, o monitoreo de un trastorno,
para prevenir, tratar, manejar, 0 mejorar un trastorno o uno o mas sintomas del
mismo, y/o en investigacion. En una realizacion especifica, una composicion
comprende uno o mas anticuerpos de la invencion, en otfra realizacion, la
composicion farmacéutica comprende uno o mas anticuerpos de la invencion y
uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos diferentes a los anticuerpos de
la invencion para el tratamiento de un trastorno en el cual la actividad de |L-12
y/o IL-23 es perjudicial. Preferibiemente, los agentes profilacticos o terapéuticos
son conocidos por ser Gtiles para, o que han sido o estan siendo usados en la
prevencion, tratamiento, manejo, o mejoramiento de un trastorno o uno o mas
sintomas del mismo. De acuerdo con estas realizaciones, la composicion

puede ademas comprender un vehiculo, diluyente o excipiente.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpo de la invencion pueden ser
incorporadas en las composiciones farmacéuticas adecuadas para
administracion a un sujeto. Tipicamente, la composicion farmacéutica
comprende un anticuerpo o porcién de anticuerpo de la invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Como se usa aqui, "vehiculo farmacéuticamente
aceptable" incluye cualquiera y todos los solventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos o

retardantes de absorcion, y similares que son fisioldgicamente compatibles.
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Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen uno o mas de
agua, solucién salina, solucion salina amortiguada con fosfato, dextrosa,
glicerol, etanol y similares, asi como combinaciones de los mismos. En muchos
casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azucares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio en la composicion.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ademas comprender
cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes
o emulsificantes, preservantes o amortiguadores, que mejoran la vida de

conservacion o efectividad del anticuerpo o porcién de anticuerpo.

Varios sistemas de liberacién son conocidos, y se pueden usar para
administrar uno 0 mas anticuerpos de la invenciéon o [a combinaciéon de uno o
mas anticuerpos de la invencion y un agente profilactico o agente terapeutico
utile para prevenir, manejar, tratar, 0 mejorar un trastorno o uno o mas
sintomas del mismo, p.e., encapsulacion en liposomas, microparticulas,
microcapsulas, células recombinantes capaces de expresar el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo, endocitosis mediada por receptor (ver, p.e., Wu'y Wu,
J. Biol. Chem. 262:4429-4432 (1987)), construccion de un acido nucleico comp
parte de un vector retroviral u otro, etc. Los métodos para administrar un
agente profilactico o terapéutico de la invencion incluyen, pero no se limitan a,
administracion parenteral (p.e., intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa y subcutanea), administracién epidural, administracion intratumoral,
y administracion mucosa (p.e., rutas intranasal y oral). Adicionalmente, se
puede emplear la administracion pulmonar, p.e., mediante el uso de in
inhalador o nebulizador, y la formulacién con un agente de aerosol. Ver, p.e.,
Pat. U.S. Nos. 6, 019,968, 5,985, 320, 5,985,309, 5,934, 272, 5,874,064,
5,855,913, 5,290, 540, y 4,880,078; y Publicaciones PCT Nos. WO 92/19244,
WO 97/32572, WO 97/44013, WO 98/31346, y WO 99/66903, cada una de las
cuales esta incorporada aqui por referencia en su totalidad. En una realizacion,

un anticuerpo de la invencion, terapia de combinacién, o una composicion de la
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invencién es administrada usando tecnologia de liberacion de farmaco
pulmonar Alkermes AIR® (Alkermes, Inc., Cambridge, Mass.). En una
realizacion especifica, los agentes profilacticos o terapéuticos de la invencion
son administrados intramuscularmente, intravenosamente, intratumoralmente,
oralmente, intranasalmente, pulmonar, o subcutaneamente. Los agentes
profilactivos o terapéuticos pueden ser administrados por cualquier ruta
conveniente, por ejemplo por infusion o injeccion de bolo, mediante absorcion a
través de revestimiento epitelial o mucocutaneo (p.e., mucosa oral, mucrosa
rectal e intestinal, etc.) y pueden ser administrados junto con otros agentes

biolégicamente activos. La administracion puede ser sistémica o local.

En una realizacion especifica, puede ser deseable administrar los
agentes profilacticos o terapéuticos de la invencion localmente al area en
necesidad de tratamiento; esto puede lograrse, por ejemplo, y de ninguna
forma de limitacién, mediante infusion local, mediante inyeccién, o por medio
de un implante, dicho implante es de un material poroso o no poroso,
incluyendo membranas y matrices, tales como membranas sialastic, polimeros,
matrices fibrosas (p.e., Tissuel®), o matrices de coldgeno. En una realizacion,
una cantidad efectiva de uno o mas agonistas de los anticuerpos de la
invencion es administrada localmente al area afectada a un sujeto para
prevenir, tratar, manejar, y/o mejorar un trastorno o un sintoma del mismo. En
otra realizacion, una cantidad efectiva de uno o mas anticuerpos de la
invencion es administrada localmente al area afectada en combinacion con una
cantidad efectiva de una o mas terapias (p.e., uno o mas agentes profilacticos o
terapéuticos) diferentes del anticuerpo de la invencion de un sujeo para
prevenir, tratar, manejar, y/o mejorar un trastorno o uno o mas sintomas del

mismo.

En otra realizacion, el agente profilactico o terapéutico puede ser

liberado en un sistema de liberacidn controlada o liberacion sostenida. En una
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realizacion, se puede usar una bomba para lograr la liberacion controlada o
sostenida (ver Langer, supra; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:20;
Buchwald et al., 1980, Surgery 88:507; Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med.
321:574). En otra realizacion, se pueden usar materiales polimericos para
lograr la liberacion controlada o sostenida de las terapias de la invencion (ver
p.e., Medical Applications of Controlled Release, Langer y Wise (eds.), CRC
Pres., Boca Raton, Fla. (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product
Design and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, New York (1984),
Ranger y Peppas, 1983, J., Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61; ver
también Levy et al., 1985, Science 228:190; During et al., 1989, Ann. Neurol.
25:351; Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 7 1:105); U.S. Pat. No. 5,679,377,
Pat. U.S. No. 5, 916,597; Pat U.S. No. 5,912,015; Pat U.S. No. 5,989,463, Pat
U.S. No. 5,128,326; Publicacion PCT No. WO 99/15154; y Publicacion PCT No.
WO 99/20253. Ejemplos de polimeros usados en formulaciones de liberacion
sostenida incluyen, pero no se limitan a, poli(2-hidroxi etil metacrilato), poli(metil
metacrilato), poli(acido acrilico), poli(etilen-co-vinil acetato), poli(acido

metacrilico), poliglicolidas (PLG), polianhidridos, poli(N-vinil pirrolidona),

poli(vinil alcohol), poliacrilamida, poli(etilen glicol), polilactidas (PLA),

poli(lactida-co-glicolidas) (PLGA), y poliortoésteres. En una realizacion
preferida, el polimero usado en una formulacion de liberacion sostenida es
inerte, libre de impurezas removibles, estable al élmacenamiento, estéril, y
biodegradable. En ya otra realizacién, un sistema de liberacién controlada o
sostenida puede ser colocado en la proximidad del agente profilactico o
terapéutico, requiriendo asi solamente una fracciéon de la dosis sistémica (ver,
p.e., Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp.
115-138 (1984)).

Los sistemas de liberacion controlada son discutidos en la revisién de
Langer (1990, Science 249:1527-1533). Se puede usar cualquier técnica

conocida por el experto en la técnica para producir formulaciones de liberacion
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sostenida que comprenden uno o mas agentes terapéuticos de la invencion.
Ver, p.e., Pat. U.S. No. 4,526, 938, Publicacion PCT WO 91/05548, Publicacion
PCT WO 96/20698, Ning et al. , 1996, "Intratumoral Radioimmunotheraphy of a
Human Colon Cancer Xenograft Using a Sustained-Release Gel,” Radiotherapy
&Oncology 39:179-189, Song et al., 1995, "Antibody Mediated Lung Targeting
of Long-Circulating Emulsions,” PDA Journal of Pharmaceutical Science
&Technology 50:372-397, Cleek et al., 1997, "Biodegradable Polymeric Carriers
for a bFGF Antibody for Cardiovascular Application,” Pro. Intl. Symp. Control.
Rel. Bioact. Mater. 24:853-854, y Lam et al., 1997, "Microencapsulation of
Recombinant Humanized Monoclonal Antibody for Local Delivery," Proc. Int'l.
Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24:759- 760, cada uno de los cuales esta

incorporado aqui por referencia en su totalidad.

En una realizacion especifica, cuando la composition de la invencion es
un acido nucleico que codifica un agente profilactico o terapéutico, el acido
nucleico puede ser administrado in vivo para promover la expresion de su
agente profilactico o terapéutico codificado, construyéndolo como parte de un
vector de expresion de acido nucleico apropiado y administrandolo de forma
que se vuelve intracelular, p.e., mediante el uso de un vector retroviral (ver Pat.
U.S. No. 4,980,286), o mediante inyeccion directa, o mediante el uso de
bombardeo de microparticula (p.e., una pistola de genes; Biolistic, Dupont), o
recubriendo con lipidos o receptores de superficie celular o agentes de
transfeccion, o administrandolo en unién con un péptido del tipo homeobox que
es conocido por entrar al ncleo (ver, p.e., Joliot et al., 1991, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88:1864-1868). Alternativamente, un é&cido nucleico puede ser
introducido intracelularmente e incorporado dentro del ADN de célula

hospedera para la expresion mediante recombinacion homologa.

Una composicion farmacéutica de la invencion es formulada para ser

compatible con su ruta de administracion destinada. Ejemplos de rutas de
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administracion incluyen, pero no se limitan a, parenteral, p.e., administracion
intravenosa, intradérmica, subcutanea, oral, intranasal (p.e., inhalacion),
transdérmica (p.e., topica), transmucosa, y rectal. En una realizacion
especifica, la composicion es formulada de acuerdo con los procedimientos de
rutina como una composicion farmacéutica adaptada para administracion
intravenosa, subcutanea, intramuscular, oral, intranasal, o tépical a seres
humanos. Tipicamente, las composiciones para administracion intravenosa son
soluciones en amortiguador acuoso isotonico estéril. Cuando es necesario, la
composicion puede incluir también un agente solubilizante y un anestésico local

tal como lignocaina para mitigar el dolor en el sitio de la inyeccion.

Si las composiciones de la invencién son para ser administradas
topicamente, las composiciones pueden ser formuladas en la forma de un
unguento, crema, parche trasndérmico, locién, gel, champu, atomizador,
aerosol, solucion, emulsién, u otra forma bien conocida por el experto en la
técnica. Ver, p.e., Remington's Pharmaceutical Sciences and Introduction to
Pharmaceutical Dosage Forms, 19th ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa. (1995).
Para formas de dosis topicas no atomizables, se emplean tipicamente formas
viscosas a semisodlidas que comprenden un vehiculo o uno 0 mas excipientes
compatibles con la aplicacién topica y que tienen una viscosidad dinamica
preferiblemente mayor que la del agua. Las formulaciones adecuadas incluyen,
sin limitacion, soluciones, suspensiones, emulsiones, cremas, unguentos,
polvos, linimentos, balsamos, y similares, que son, si se desea, esterilizadas o
mezcladas con agentes auxiliares (p.e., preservantes, estabilizantes, agentes
humectantes, amortiguadores, o sales) para influenciar varias propiedades,
tales como, por ejemplo, la presion osmética. Otras formas de dosis tipicas
adecuadas incluyen preparaciones en aerosol atomizables en donde el
ingrediente activo, preferiblemente en combinacion con un vehiculo inerte
solido o liquido, es empacado en una mezcla con un volatil presurizado (p.e.,

un gas propelente, tal como freén) o en una botella exprimible. También se
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pueden agregar hidratantes o humectantes a las composiciones farmacéuticas
y las formas de dosis si se desea. Ejemplos de tales ingredientes adicionales

son bien conocidos en la técnica.

Si el método de la invencién comprende administracion intranasal de una
composicion, la composicién puede ser formulada en una forma de aerosol,
atomizador, rocio o en la forma de gotas. En particular, los agentes profilacticos
o terapéuticos para uso de acuerdo con la presente invencion pueden ser
liberados convenientemente en la forma de una presentacién de atomizador en
aerosol de empaques presurizados o un nebulizador, con el uso de un
propelente adecuado (p.e., diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, didxido de carbono u otro gas adecuado). En el caso de
un aerosol presurizado, la unidad de dosis puede ser determinada
proporcionando una valvula para liberar una cantidad dosificada. Las capsulas
y cartuchos (compuestos de, p.e., gelatina) para uso en un inhalador o
insuflador pueden ser formulados conteniendo una mezcla en polvo del

compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidon.

Si el método de la invencién comprende la administracion oral, las
composiciones pueden ser formuladas oralmente en la forma de tabletas,
capsulas, cachets, capsulas de gel, soluciones, suspensiones, y similares. Las
tabletas o capsulas pueden ser preparadas por medios convencionales con
excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes aglutinantes
(p.e., almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona, o hidroxipropil
metilcelulosa); rellenos (p.e., lactosa, celulosa microcristalina, o hidrogeno
fosfato de calcio); lubricantes (p.e., estearato de magnesio, talco, o silice);
desintegradotes (p.e., almidon de papa o almidén glicolato de sodio); o agentes
humectantes (p.e., lauril sulfato de sodio). Las tabletas pueden ser recubiertas
por métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para

administracion oral pueden tomar la forma de, pero sin limitarse a, soluciones,
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jarabes o suspensiones, o pueden ser presentadas como un producto seco
para constitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes de uso. Tales
preparaciones liquidas pueden ser preparadas por medios convencionales con
aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension
(p.e., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa, o grasas comestibles
hidrogenadas); agentes emulsificantes (p.e., lecitina o acacia); vehiculso no
acuosos (p.e., aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico, o aceites
vegetales fraccionados); y preservantes (p.e., metil o propil-p- hidroxibenzoatos
o0 4&cido sorbico). Las preparaciones también pueden contener sales
amortiguadoras, saborizantes, colorantes y agentes endulzantes segun sea
apropiado. Las preparaciones para administracion oral pueden ser
convenientemente formuladas para liberacion lenta, liberacion controlada, o

liberacion sostenida de agente(s) profilactico(s) o terapéutico(s).

El método de la invencion puede comprender la administracion
pulmonar, p.e., mediante el uso de un inhalador o nebulizador, de una
composicion formulada con un agente de aerosol. Ver, p.e., Pat. U.S. Nos.
6,019,968, 5,985,320, 5,985,309, 5,934,272, 5,874,064, 5,855,913, 5,290,540,
y 4,880,078; y Publicaciones PCT Nos. WO 92/19244, WO 97/32572, WO
97/44013, WO 98/31346, y WO 99/66903, cada una de las cuales esta
incorporada aqui por referencia en su totalidad. Enana realizacion especifica,
un anticuerpo de la invencion, terapia de combinacion, y/o composition de la
invencion es administrada usando tecnologia de liberacion de farmaco
Alkermes AIR® (Alkermes, Inc., Cambridge, Mass.).

El método de la invencién puede comprender la administracion de una
composicion formulada para administracion parenteral mediante inyeccion
(p.e., mediante inyecciéon de bolo o infusion continua). Las formulaciones para
inyeccion pueden ser presentadas en forma de dosis unitaria (p.e., en ampollas

o recipientees de dosis multiples) con un preservante adicionado. Las
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composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o
emulsiones en vehiculos oleosis 0 acuosos, y pueden contener agentes de
formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para
constitucion con un vehiculo adecuado (p.e., agua estéril libre de pirdgeno)
antes de uso. Los métodos de la invencion pueden adicionalmente comprender
la administracion de composiciones formuladas como preparaciones de
deposito. Tales formulaciones de larga accion pueden ser administradas
mediante implantacion (p.e., subcutaneamente o intramuscularmente) o
mediante inyeccion intramuscular. Asi, por ejemplo, las composiciones pueden
ser formuladas con materiales poliméricos o hidrofébicos adecuados (p.e.,
como una emulsioén en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o
como derivados moderadamente solubles (p.e., como una sal moderadamente

soluble).

Los métodos de la invencion abarcan la administracion de
composiciones formuladas como formas neutras o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas derivadas de acidos
clorhidrico, fosforico, acético, oxalico, tartarico, etc., y aquellas formadas con
cationes, tales como las derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos
férricos, isopropilamina, trietitamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, etc.
[0262] Generaimente, los ingredientes de las composiciones son suministrados
ya sea separadamente o mezclados juntos en la forma de dosis unitaria, por
ejemplo, como un polvo seco liofilizado o concentrado libre de agua en un
recipiente sellado herméticamente tal como una ampolia o un sobre que indica
la cantidad de agente activo. Cuando el modo de administracion es infusion, la
composicion puede ser dispensada con una botella de infusion que contiene
agua o solucion salina estéril grado farmacéutico. Cuando el modo de

administracion es mediante inyeccion, se puede proveer una ampolla de agua
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estéril para inyeccidén o solucién salina de forma que los ingredientes pueden

ser mezclados antes de la administracion.

En particular, la invenciéon también provee que uno o mas de los agentes
profilacticos o terapéuticos, o composiciones farmacéuticas de la invencién
sean empacadas en un recipiente sellado herméticamente tal como una
ampolla o sobre que indica la cantidad del agente. En una realizacion, uno o
mas de los agentes profilacticos o terapéuticos, o composiciones farmacéuticas
de la invencién son suministradas como un polvo liofilizado estéril seco o
concentrado libre de agua en un recipiente seliado herméticamente y que
puede ser reconstituido (p.e., con agua o solucion salina) a la concentracion
apropiada para administracién a un sujeto. Preferiblemente, uno o mas de los
agentes profilacticos o terapéuticos o composiciones farmacéuticas de la
invencion son suministradas como un polvo liofilizado estéril seco en un
recipiente sellado herméticamente en una dosis unitaria de al menos 5 mg, mas
preferiblemente al menos 10 mg, al menos 15 mg, al menos 25 mg, al menos
35 mg, al menos 45 mg, al menos 50 mg, al menos 75 mg, o al menos 100 mg.
Los agentes profilacticos o terapéuticos agents liofilizados o composi.ciones
farmaceéuticas de la invencion deben ser almacenados entre 2 °C y 8 °C., en su
recipiente original y los agentes profilacticos o terapéuticos, o composiciones
farmacéuticas de la invencion deben ser administradas dentro de 1 semana,
preferiblemente dentro de 5 dias, dentro de 72 horas, dentor de 48 horas,
dentro de 24 horas, dentro de 12 horas, dentro de 6 horas, dentro de 5 horas,
dentro de 3 horas, o dentro de 1 hora después de ser reconstituida. En una
realizacion alternativa, uno o mas de los agentes profilacticos o terapéuticos o
composiciones farmacéuticas de la invencién son suministradas en forma
liquida en un recipiente sellado herméticamente que indica la cantidad y
concentracion del agente. Preferiblemente, la forma liquida de la composicion
administrada es simunistrada en un recipiente sellado herméticamente a al

menos 0.25 mg/ml, mas preferiblemente al menos 0.5 mg/ml, al menos 1
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mg/ml, al menos 2.5 mg/ml, al menos 5 mg/ml, al menos 8 mg/mi, al menos 10
mg/ml, al menos 15 mg/kg, al menos 25 mg/ml, al menos 50 mg/ml, al menos
75 mg/ml o al menos 100 mg/ml. La forma liquida debe ser almacenada entre 2

°C y 8 °C en su recipiente original.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpo de la invencion pueden ser
incorporados en una composicién farmacéutica adecuada para administracion
parenteral. Preferiblemente, el anticuerpo o porciones de anticuerpo se
prepararan como una soluciéon inyectable que contiene 0.1-250 mg/ml del
anticuerpo. La solucion inyectable puede estar compueste ya sea de un liquido
o forma de dosis liofilizada en un pedernal o vial &mbar, ampolla o jeringa pre-
llenada. El amortiguador puede ser L-histidina (1-50 mM), 6ptimamente 5-10
mM, a pH 5.0 a 7.0 (6ptimamente pH 6.0). Otros amortiguadores adecuados
incluyen, pero no se limitan a, succinato de sodio, citrato de sodio, fosfato de
sodio o fosfato de potasio. Se puede usar cloruro de sodio para modificar la
toxicidad de la solucién a una concentracién de 0-300 mM (6ptimamente 150
mM para una forma de dosificacion liquida). Se pueden incluir crioprotectores
para una forma de dosificacién liofilizada, principalmente 0-10% de sacarosa
(6ptimamente 0.5-1.0%). Otros crioprotectores adecuados incluyen trehalosa y
lactosa. Se pueden incluir agentes de masa para una forma de dosificacion
liofilizada, principalmente 1-10% de manitol (6ptimamente 2-4%). Se pueden
usar estabilizantes en las formas de disificacién liquidas y liofilizadas,
principalmente 1-50 mM de L-Metionina (6ptimamente 5-10 mM). Otros agentes
de masa adecuados incluyendo glicina, arginina, pueden ser incluidos como 0-
0.05% de polisorbato-80 (6ptimamente 0.005-0.01%). Otros surfactantes
adicionales incluyen, pero no se limitan a polisorbato 20 y surfactantes BRIJ. La
composicion farmacéutica que comprende los anticuerpos y porciones de
anticuerpo de la invencion preparados como una solucion inyectable para
administracion parenteral, pueden ademas comprender un agente utile como

un adjuvant, tal como los usados para aumentar la absorcion, o dispersion de
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una proteina terapéutica (p.e., anticuerpo). Un adyuvante particularmente util
es hialuronidasa, tal como Hylenex® (hialuronidasa humana recombinante). La
adicion de hialuronidasa en la solucion inyectable mejora la biodisponibilidad
humana después de la administracion parenteral, particularmente
administracion subcutanea. También permite mayores volumentes en el sitio
de inyeccion (p.e. mas de 1 ml) con menor dolor e inconformidad, e incidencia
minima de reacciones en el sitio de inyeccion, (ver W02004078140,
US2006104968 incorporadas aqui por referencia).

Las composiciones de esta invencion pueden estar en una variedad de
formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacion liquidas, semi-
solidas y solidas, tales como soluciones liquidas (p.e., soluciones inyectables o
para infusion), dispersiones o suspensiones, tabletas, pildoras, polvos,
liposomas y supositorios. La forma preferida depende del modo de
administracion destinado y la aplicacién terapéutica. Las composiciones
preferidas tipicas estan en la forma de soluciones inyectables o para infusion,
ales como las composiciones similares a las usadas para inmunizacion pasiva
de humanos con otros anticuerpos. El modo de administracion preferido es
parenteral (p.e., intravenoso, subcutaneo, intraperitoneal, intramuscular). En
una realizacion preferida, el anticuerpo es administrado por infusion o inyeccion
intravenosa. En otra realizacion preferida, el anticuerpo es administrado por

inyeccién intramuscular o subcutanea.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y
estables bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento. La composicion
puede ser formulada como una solucién, microemulsion, dispersion, liposoma,
u otra estructura ordenada adecuada para alta concentracioén de farmaco. Las
soluciones inyectables estériles pueden ser preparadas incorporando el
compuesto activo (p.e., anticuerpo o porcion de anticuerpo) en la cantidad

requerida en un solvente apropiado con uno o una combinacién de los
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ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, después de la
esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones son preparadas
incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio
de dispersidon basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos liofilizados estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son
secado al vacio y secado por aspersion que produce un polvo del ingrediente
activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucion
previamente filtrada estéril del mismo. La fluidez apropiada de una solucion
puede ser mantenida, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal
como lecitina, manteniendo el tamafio de particula deseado en el caso de
dispersion, y mediante el uso de surfactantes. La absorcion prolongada de las
composiciones inyectables puede ser provocada incluyendo, en la
composicion, un agente que retrasa la absorcién, por ejemplo, sales de

monostearato y gelatina.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpo de la presente invencion
pueden ser administrados mediante una variedad de métodos conocidos en la
técnica, aungque para muchas aplicaciones terapéuticas, la ruta/modo de
administracion preferido es la inyeccién subcutanea, inyeccion intravenosa o
infusién. Como lo apreciara el experto, la ruta y/o modo de administracion
variara dependiendo de los resultados deseados. En ciertas realizaciones, el
compuesto activo puede ser preparado con un vehiculo que protegera el
compuesto contra la liberacidn rapida, tal como una formulacioén de liberacion
controlada, incluyendo implantes, parches trasndérmicos, y sistemas de
liberacién microencapsulados. Se pueden usar polimeros biocompatibles,
biodegradables, tales como etilen vinil acetati, polianhidridos, &cido
poliglicolico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Muchos métodos
para la preparacion de tales formulaciones estdn patentados o son
generalmente concocidos por los expertos en la técnica. Ver, p.e., Sustained
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and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel
Dekker, Inc., New York, 1978.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la
invencion puede ser administrado oralmente, por ejemplo, con un diluyente
inerte o un vehiculo comestible asimilable. EI compuesto (y otros ingredientes,
si se desea) y también pueden estar encerrados en una capsula en concha de
gelatina dura o blanda, comprimidos en tabletas, o incorporados directamente
en la dieta del sujeto. Para la administracion terapéutica oral, los compuestos
pueden ser incorporados con excipientes y ser usados en la forma de tabletas
ingeribles, tabletas bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones,
jarabes, galletas, y similares. Para administrar un compuesto de la invencion
por administracién diferente a parenteral, puede ser necesario recubrir el
compuesto con, o co-administrar el compuesto con un material para evitar su

inactivacion.

También se pueden incorporar compuestos activos complementarios en
las composiciones. En ciertas realizaciones, un anticuerpo o porcion de
anticuerpo de la invencion es coformulado con y/o coadministrado con uno o
mas agentes terapéuticos adicionales que son Utiles para el tratamiento de
trastornos en los cuales la actividad de la IL-12 es perjudicial. Por ejemplo, un
anticuerpo anti-hiL-12 o porcion de anticuerpo de la invencion puede ser
coformulado y/o coadministrado con uno o mas anticuerpos adicionales que se
unen a otros objetivos (p.e., anticuerpos que se unen a otras citoquinas o que
se unen a moléculas de superficie celular). Adicionalmente, uno o mas
anticuerpos de la invencién se pueden usar en combinacién con dos o mas de
los agentes terapéuticos anteriores. Tales terapias de combinacion pueden
convenientement utilizar menores dosis de los agentes terapéuticos
administrados, evitando asi posibles toxicidades o complicaciones asociadas

con las diferentes monoterapias.
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En ciertas realizaciones, un anticuerpo a IL-12 o fragmento del mismo
esta enalzado a un vehiculo que extiende la vida media conocido en la técnica.
Tales vehiculos incluyen, pero no se limitan a, el domino Fc, polietilen glicol, y
dextrano. Tales vehiculso estan descritos, p.e., en el Serial de Solicitud U.S.
No. 09/428,082 y Solicitud PCT publicada No. WO 99/25044, que estan

incorporados en la presente por referencia para cualquier proposito.

En una realizacién especifica, las secuencias de acido nucleico que
comprenden secuencias de nucledtido que codifican un anticuerpo de la
invencion u otro agente profilactico o terapéutico de la invencion, son
administradas para tratar, prevenir, manejar, o mejorar un trastorno o uno o
mas sintomas del mismo a manera de terapia del gen. La terapia del gen se
refiere a la terapia realizada mediante la administracién a un sujero de un acido
nucleico expresado o que se puede expresar. En esta realizacion de la
invencion, los acidos nucleicos producen su anticuerpo coridifcao o agente
profilactico o terapéutico de la invencién que media un efecto profilactico o

terapéutico.

Se puede usar cualquiera de los métodos para terapia del gen
disponibles en la técnica de acuerdo con la presente invencion. Para revisiones
generales de los métodos de terapia del gen, ver Goldspiel et al., 1993, Clinical
Pharmacy 12:488-505; Wu and Wu, 1991, Biotherapy 3:87-95; Tolstosheyv,
1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; Mulligan, Science 260:926-
932 (1993); y Morgan y Anderson, 1993, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217; May,
1993, TIBTECH 11(5): 155-215. Los métodos cominmente conocidos en la
técnica de tecnologia de ADN recombinante que se pueden usar se describen
en Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
&Sons, NY (1993); y Rriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory
Manual, Stockton Press, NY (1990). La descripcion detallada de varios
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métodos de terapia del gen se revelan en US20050042664, todas las cuales

estan incorporadas aqui por referencia.

La interleucina 12 juega un papel critico en la patologia asociada con
una variedad de enfermedades que involucran elementos inmunes e
inflamatorios. Estas enfermedades incluyen, pero no se limitan a, artritis
reumatoide, osteoartritis, artritis crénica juvenil, artritis séptica, artritis de Lyme,
atritis  soriatica, artritis reactiva, espondiloartropatia, lupus eritematoso
sistémico, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, enfermedad inflamatoria del
intestino, diabetes mellitus dependiente de insulina, tiroiditis, asma,
enfermedades alérgicas, soriasis, dermatitis escleroderma, enfermedad de
injerto hospedero, rechazo de transplante de érgano, enfermedad inmune
aguda o cronica asociada con transplante de o6rgano, sarcoidosis,
aterosclerosis, coagulacién intravascular diseminada, enfermedad de
Kawasaki, enfermedad de Grave, sindrome nefrético, sindrome de fatiga
crénica, granulomatosis de Wegener, purpura de Henoch-Schoenlein, vasculitis
microscopica de los rifiones, hepatitis activa crénica, uveitis, choque séptico,
sindrome de choque toxico, sindrome de sepsis, caquexia, enfermedades
infecciosas, enfermedades parasiticas, sindrome de inmunodeficiencia
adquirida, mielitis transversal aguda, corea de Huntington, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, apoplejia, cirrosis biliar primaria, anemia
hemolitica, malignancias, falla cardiaca, infarto al miocardio, enfermedad de
Addison, esporadica, deficiencia poliglandular tipo | y deficiencia poliglandural
tipo 1, sindrome de Schmidt, sindrome de distrés respiratorio del adulto
(agudo), alopecia, alopecia areata, artropatia seronegativa, artropatia,
enfermedad de Reiter, artropatia soriatica, artropatia colitica ulcerativa, sinovitis
enteropatica, clamidia, atropatia asociada con vyersinia y salmonella,
espondiloartopatia, enfermedad ateromatosa/arteriosclerosis, alergia atopica,
enfermedad ampollar autoinmune, pénfigo vulgar, pénfigo folidceo, penfigoide,

enfermedad de IgA lineal, anemia hemolitica autoinmune, anemia hemolitica
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positiva Coombs, anemia perniciosa adquirida, anemia perniciosa juvenil,
encefalitis mialgica/Enfermedad de Royal Free, candidiasis mucocutanea
cronica, arteritis de célula gigante, hepatitis esclerosante primaria, hepatitis
autoinmune criptogénica, Sindrome de Enfermedad de Inmunodeficiencia
Adquirida, Enfermedades Relacionadas con el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida, Hepatitis B, Hepatitis C, inmunodeficiencia variada comun
(hipogammaglobulinemia variable comun), cardiomiopatia dilatada, infertilidad
femenina, falla ovarica, falla ovarica prematura, enfermedad pulmonar fibrética,
alveolitis fibrosante criptogénica, enfermedad pulmonar intersticial post-
inflamatoria, neumonitis intersticial, enfermedad pulmonar intersticial asociada
con enfermedad de tejido conectivo, enfermedad pulmonar asociada con
enfermedad de tejido conectivo mixto, enfermedad pulmonar intersticial
asociada con esclerosis sistémica, enfermedad pulomnar intersticial asociada
con artritis reumatoide, enfermedad pulmonar asociada con lupus eritematoso
sistémico, enfermedad pulmonar asociada con dermatomiositis/polimiositis,
enfermedad pulmonar asociada con enfermedad de Sjogren, enfermedad
pulmonar asociada con espondilitis anquilosante, enfermedad pulmonar
vasculitica difusa, enfermedad pulmonar asociada con hemosiderosis,
enfermedad pulmonar intersticial inducida por farmaco, fibrosis, fibrosis por
radiacion, bronquiolitis obliterante, neumonia eosinofilica crdnica, enfermedad
pulmonar infiltrante linfocitica, enfermedad pulmonar intersticial postinfecciosa,
artritis gotosa, hepatitis autoinmune, hepatitis autoinmune tipo 1 (hepatitis
autoinmune clasica o lupoide), hepatitis autoinmune tipo 2 (hepatitis por
anticuerpo anti-LKM), hipoglicemia mediada autoinmune, resistencia a la
insulina tipo B con acanthosis nigricans, hipoparatiroidismo, enfermedad
inmune aguda asociada con transplante de organo, enfermedad inmune
crénica asociada con transplante de érgano, osteoartrosis, colangitis
esclerosante primaria, soriasis tipo 1, soriasis tipo 2, leucopenia idiopatica,
neutropenia autoinmune, enfermedad renal NOS, glomerulonefritides, vasculitis

microscdpica de los rifiones, enfermedad de Lyme, lupus eritematoso discoide,
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infertilidad masculina idiopatica o NOS, autoinmunidad de la esperma,
esclerosis multiple (todos los subtipos), oftalmia simpatica, hipertension
pulmonar secundaria a enfermedad de tejido conectivo, sindrome de
Goodpasture, manifestacion pulmonar de poliarteritis nudosa, fiebre reumatica
aguda, espondilitis reumatoide, enfermedad de Still, esclerosis sistémica,
sindrome de Sjorgren, enfermedad de Takayasu/arteritis, trombocitopenia
autoinmune, trombocitopenia idiopatica, enfermedad tiroide autoinmune,
hipertiroidismo,  hipertiroidismo  autoinmune bocioso (enfermedad de
Hashimoto), hipotiroidismo autoinmune atréfico, mixoedema primario, uveitis
facogénica, vasculitis primaria, enfermedad hepatica aguda vitiligo,
enfermedades hepaticas cronicas, cirrosis alcohdlica, lesidn hepatica inducida
por alcohol, colestasis, enfermedad hepatica idiosincratica, hepatitis inducida
por Farmaco, Esteatohepatitis no alcohdlica, alergia y asma, infeccion
estreptococica del grupo B (GBS), trastornos mentales (p.e., depresion y
esquizofrenia), enfermedades mediadas Tipo Th1 y Tipo Th1, dolor agudo y
cronico (diferentes formas de dolor), y canceres tales como céncer de pulmon,
seno, estdbmago, vejiga, colon, pancreas, ovario, prostata y rectal, y
malignancias hematopoyéticas (leucemia y linfoma), Abetalipoproteinemia,
Acrocianosis, procesos parasiticos o infecciosos agudos y cronicos, leucemia
aguda, leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML),
infeccion bacteriana aguda o cronica, pancreatitis aguda, falla renal aguda,
adenocarcinomas, latidos ectopicos aéreos, complejo de demencia del SIDA,
hepatitis inducida por alcohol, conjuntivitis alérgica, dermatitis de contacto
alérgica, rinitis alérgica, rechazo de aloinjerto, deficiencia de aifa-1-antitripsina,
esclerosis lateral amiotrofica, anemia, angina de pecho, degeneracion de célula
del cuerno anterior, terapia anti cd3, sindrome antifosfolipido, reacciones de
hipersensibilidad anti-receptor, aneurismas aérticos y periféricos, diseccion
aortica, hipertension arterial, arteriosclerosis, fistula arteriovenosa, ataxia,
fibrilacion auricular (sostenida o paroxismal), aleteo auricular, bloqueo

atrioventricular, linfoma de célula B, rechazo de injerto éseo, rechazo de

(&Y



118

transplante de médula espinal (BMT), bloqueo de ramas de fasciculo, linfoma
de Burkitt, quemaduras, arritmias cardiacas, sindrome de aturdimiento
cardiaco, tumores cardiacos, cardiomiopatia, respuesta de inflamacion por by-
pass cardiopulmonar, rechazo de transplante de cartilago, degeneraciones
corticales cerebelares, trastornos cerebelares, taquicardia auricular cadtica o
multifocal, trastornos asociados con la quimioterapia, leucemia mielocitica
crénica (CML), alcoholismo crénico, patologias inflamatorias cronicas, leucemia
linfocitica crénica (CLL), enfermedad pulmonar obstructuva crénica (COPD),
intoxicacion cronica por salicilato, carcinoma colorrectal, falla cardiaca
congestiva, conjuntivitis, dermatitis de contacto, cor pulmonale, enfermedad de
arteria coronaria, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, sepsis negativa de cultivo,
fibrosis quistica, trastornos asociados con la terapia de citoquina, Demencia
pugilistica, enfermedades de desmielinacion, fiebre de dengue hemorragico,
dermatitis, condiciones dermatologicas, diabetes, diabetes mellitus,
enfermedad ateriosclerética diabética, Enfermedad con cuerpo de Lewy difuso,
cardiomiopatia congestiva dilatada, trastornos de los ganglios basales,
Sindrome de Down en la madurez, trastonos de movimiento inducidos por
farmaco, inducidos por farmacos que bloguean los receptores de dopamina del
SNC, sensibilidad a farmacos, eccema, encefalomielitis, endocarditis,
endocrinopatia, epiglotitis, infeccion por virus de epstein-barr, eritromelalgia,
trastornos extrapiramidales y cerebelares, linfohistiocitosis hematofagocitica
familiar, rechazo de implante del timo fetal, ataxia de Friedreich, trastornos
arteriales periféricos funcionales, sepsis fungica, gangrena gaseosa, ulcera
gastrica, nefritis glomerular, rechazo de injerto de cualquier 6rgano o tejido,
sepsis gram negativa, sepsis gram positiva, granulomas debidos a organismos
intracelulares, leucemia de célula vellosa, enfermedad de Hallerrorden-Spatz,
tiroiditis de hashimoto, fiebre del heno, rechazo de transplante de corazon,
hemacromatosis, hemodidlisis, sindrome urémico hemolitico/purpura
trombocitopénica trombolitica, hemorragia, hepatitis (A), arritmias His de
fasciculo, neuropatia por infeccion de VIH/VIH, enfermedad de Hodgkin,
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trastornos de movimiento hipercinéticos, reacciones de hipersensibilidad,
neumonitis de hipersensibilidad, hipertension, trastorno de movimientos
hipocinéticos, evaluacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal, enfermedad de
Addison idiopatica, fibrosis pulmonar idiopatica, citotoxicidad mediada por
anticuerpo, Astenia, atrofia muscular espinal infantil, inflamaciéon de la aorta,
influenza a, exposicion a radiacion ionizante, iridociclitis/uveitis/neuritis optica,
lesion por isquemia-reperfusion, ataque isquémico, artritis reumatoide juvenil,
atrofia muscular espinal juvenil, sarcoma de Kaposi, rechazo de transplante de
tumor, legionella, leishmaniasis, lepra, lesiones del sistema corticoespinal,
lipedema, rechazo de transplante de higado, linfedema, malaria, Linfoma
maligno, histiocitosis maligna, melanoma maligno, meningitis,
meningococcemia, metabdlica/idiopatica, dolores de cabeza migrafiosos,
trastornos del multi sistema mitocondrial, enfermedad de tejido conectivo mixto,
gammopatia monoclonal, mieloma muitiple, degeneraciones de sistemas
multiples (Mencel Dejerine-Thomas Shi-Drager y Machado-Joseph), miastenia
grave, micobacteria aviar intracelular, tuberculosis por micobacteria, sindrome
mielodisplasico, infarto al miocardio, trastornos isquémicos del miocardio,
carcinoma nasofaringeo, enfermedad pulmonar crénica neonatal, nefritis,
nefrosis, enfermedades neurodegenerativas, atrofias musculares neurogénicas
|, fiebre neutropénica, linfoma diferente de hodgkins, oclusion de la aorta
abdominal y sus ramificaciones, trastornos arteriales oclusivos, terapia con
okt3, orquitis/epididimitis, procedimientos de reversion de orquitis/vasectomia,
organomegalia, osteoporosis, rechazo de transplante de pancreas, carcinoma
pancreatico, sindrome paraneoplasico/hipercalcemia maligna, rechazo de
transplante de paratiroide, enfermedad inflamatoria pélvica, rinitis perenne,
enfermedad pericardica, enfermedad aterlosclerdtica periférica, trastornos
vasculares periféricos, peritonitis, anemia perniciosa, neumonia pneumocystis
carinii, neumonia, sidrome de POEMS (polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gammopatia monoclonal, y sindrome de cambios de la piel),

sindrome post perfusién, sindrome post bombeo, sindrome de cardiotomia
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post-MI, preeclampsia, Paralisis Supranuclear Progresiva, hipertension
pulmonar primaria, terapia de radiacion, fenémeno y enfermedad de Raynaud,
enfermedad de Raynoud, enfermedad de Refsum, taquicardia con QRS
estrecho regular, hipertensién renovascular, lesion por reperfusion,
cardiomiopatia restrictiva, sarcomas, escleroderma, corea senil, Demencia senil
del tipo cuerpo de Lewy, artropatias seronegativas, choque, anemia de célula
de hoz, rechazo de aloinjerto de piel, sindrome de cambios de la piel, rechazo
de transplante de intestino delgado, tumores sélidos, arritmias especificas,
ataxia espinal, degeneraciones espinocerebelares, miositis estreptococica,
lesiones estructurales del cerebelo, panencefalitis esclerosante subaguda,
sincope, sifilis del sistema cardiovascular, anafalaxis sistémica, sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, artritis reumatoide juvenil de aparicion
sistémica, célula T o FAB ALL, Telangiectasia, tromboangitis obliterate,
trombocitopenia, toxicidad, transplantes, trauma/hemorragia, reacciones de
hipersensibilidad tipo lll, hipersensibilidad tipo IV, angina inestable, uremia,
urosepsis, urticaria, enfermedades cardiacas valvulares, venas varicosas,
vasculitis, enfermedades venosas, trombosis venosa, fibrilacién ventricular,
infecciones virales y fangicas, encefalitis vital/meningitis aséptica, sindrome
hemafagocitico vital asociado, sindrome de Wernicke-Korsakoff, enfermedad
de Wilson, rechazo de xenoinjerto de cualquier 6rgano o tejido, (ver Peritt et al.
Publicacién PCT No. W02002097048A2, Leonard et al., Publicacion PCT No.
W09524918 Al, y Salfeld et al., Publicaciéon PCT No. WO00/56772A1).

Los anticuerpos, y porciones de anticuerpo de la invencion se pueden
usar para tratar humanos que sufren de enfermedades autoinmunes, en
particular aquellas asociadas con inflamacién, incluyendo, espondilitis
reumatoide, alergia, diabetes autoinmune, uveitis autoinmune. Preferiblemente,
los anticuerpos de la invencién o porciones de union a antigeno de los mismos,
se usan para tratar la artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, esclerosis

multiple, diabetes mellitus dependiente de insulina y soriasis.
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Un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la invencién tambiéen puede
ser administrado con uno o mas agentes terapéuticos adicionales utiles en el

tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias.

Los anticuerpos de la invencién, o porciones de unién a antigeno de los
mismos, se pueden usar solos o0 en combinacién para tratar tales
enfermedades. Se entendera que los anticuerpos de la invencién o porciéon de
union a antigeno de los mismos se pueden usar solos 0 en combinacion con un
agente adicional, p.e., un agente terapéutico, dicho agente adicional es
seleccionado por el experto para su propésito destinado. Por ejemplo, el agente
adicional puede ser un agente terapéutico reconocido en la técnica por ser util
para tratar la enfermedad o condicién que es tratada por el anticuerpo de la
presente invencion. El agente adicional también puede ser un agente que
imparte un atributo benéfico a la composicion terapéutica p.e., un agente que

afecta la viscosidad de la composicion.

Se entendera ademas que las combinaciones que seran incluidas dentro
de esta invencion son aquellas combinaciones Uutiles para su proposito
destinado. Los agentes indicados mas adelante son para propdsitos ilustrativos
y se pretende que sean limitados. Las combinaciones, que son parte de esta
invencion, pueden ser los anticuerpos de la presente invencion y al menos un
agente adicional seleccionado de las listas siguientes. La combinacién también
puede incluir mas de un agente adicional, p.e., dos o tres agentes si la
combinacion es tal que la composicion formada puede realizar su funcion

destinada.

Las proteinas de union descritas aqui se pueden usar en combinacion
con agentes terapéuticos adicionales tales como un Farmaco Anti-reumatico
Modificador de Enfermedad (DMARD) o un Farmaco Antiinflamatorio

)
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Noesteroidal (NSAID) o un esteroide o cualquier combinaciéon de los mismos.
Ejemplos preferidos de un DMARD son hidroxicloroquina, leflunomida,
metotrexato, oro parenteral, oro oral y sulfasalazina. Ejemplos preferidos de
farmaco(s) anti-inflamatorio(s) no esteroidal(es) también referidos como
NSAIDS inluyen farmacos como ibuprofeno. Otras combinaciones preferidas
son corticosteroides que incluyen prednisolona; los efectos secundarios bien
conocidos del uso de esteroide pueden ser reducidos o incluso eliminados
estrechando la dosis de esteroide requerida al tratar pacientes en combinacion
con los anticuerpos anti-IL-12 de esta invencion. Ejemplos no limitantes de
agentes terapéuticos para artritis reumatoide con los cuales se puede combinar
un anticuerpo, o porcion de anticuerpo, de la invencion incluyen los siguientes:
farmaco(o) anti-inflamatorio(s) supresor(es) de citoquina {CSAIDs); anticuerpos
a o antagonistas de otras citoquinas humanas o factores de crecimiento, por
gjemplo, TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-16, IL-18,
IL-21, IL-23, interferonas, EMAP-Il, GM-CSF, FGF, y PDGF. Los anticuerpos de
la invencion, o porciones de unién a antigeno de los mismos, pueden ser
combinados con anticuerpos a molécuias de superficie de celular tales como
CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80 (B7.1),
CD86 (B7.2), CD90, CTLA o sus ligandos incluyendo CD154 (gp39 o CD40L).

Las combinaciones preferidas de agentes terapéuticos pueden interferir
en diferentes puntos de la cascada inflamatoria autoinmune y posterior,
ejemplos preferidos incluyen antagonistas de TNF tales como receptores de
TNF p55 o p75 solubles, derivados de los mismos (p75TNFR1gG (Enbrel™) o
p55TNFR1gG (Lenercept), anticuerpos de TNF quiméricos, humanizados o
humanos, o un fragmento de los mismos, incluyendo infliximab (Remicade®),
Johnson y Johnson; descrito en la Pat. U.S. No. 5,656,272, incorporada por
referencia aqui), CDP571 (un anticuerpo IgG4 anti-TNalfa monoclonal
humanizado), CDP 870 (un fragmento de anticuerpo anti-TNF-alfa monoclonal
humanizado), un dAB anti-TNF (Peptech), CNTO 148 (golimumab; Medarex y
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Centocor, ver WO 02/12502), y adalimumab (Humira® Abbott Laboratories, un
mAb anti-TNF humano, descrito en US 6,090,382 como D2E7). Anticuerpos de
TNF adicionales que se pueden usar en la invencion se describen en la Pat.
U.S. Nos. 6,593,458; 6,498,237, 6,451,983; y 6,448,380, cada una de las
cuales esta incorporada por referencia aqui. Otras combinaiones que incluyen
inhibidores de la enzima convertidora de TNFa (TACE); inhibidores de IL-1
(inhibidores de la enzima convertidora de Interleucina-1, 1L-1RA etc.) pueden
ser efectivos por la misma razéon. Otras combinaciones preferidas incluyen
Interleucina 11. Aln otra combinacion preferida son otros actores claves de la
respuesta autoimmune que pueden actuar paralelos a, dependientes de o en
concierto con la funcién IL-12; son especialmente preferidos los antagonistas
de IL-18 incluyendo anticuerpos IL-18 o receptores IL-18 solubles, o proteinas
de unién a IL-18. Se ha mostrado que la IL-12 e IL-18 tienen superposicion
pero distintas funciones y una combinacioén de antagonistas a ambas puede ser
lo mas efectivo. Aln otra combinacién preferida son inhibidores anti-CD4 de
deplecion. Aun otras combinaciones preferidas incluyen antagonistas de la ruta
co-estimuladora CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2) incluyendo anticuerpos, receptores

solubles o ligandos antagonisticos.

Los anticuerpos de la invencién, o porciones de union a antigeno de los
mismos, también pueden ser combinados con agentes, tales como
metotrexato, 6-MP, azatioprina sulfasalazina, mesalazina, olsalazina
cloroquinina/hidroxicloroquina, pencilamina, aurotiomalato (intramuscular vy
oral), azatioprina, colcicina, corticosteroides (oral, inhalado e inyeccion local),
agonistas del adrenoreceptor beta-2 (salbutamol, terbutalina, salmeteral),
xantinas (teofilina, aminofilina), cromoglicato, nedocromil, cetotifeno, ipatropio y
oxitropio, ciclosporina, FK506, rapamicina, micofenolato mofetil, leflunomida,
NSAIDs, por ejemplo, ibuprofeno, corticosteroides tales como prednisolona,
inhibidores de fosfodiesterasa, agonistas de adensosin, agentes

antitromboticos, inhibidores de complemento, agentes adrenérgicos, agentes
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que interfieren con la sefalizacion por citoquinas proinflamatorias tales como
TNFa o IL-1 (p.e. IRAK, NTK, IKK , p38 o inhibidores de quinasa MAP),
inhibidores de la enzima convertidora de IL-1B, inhibidores de la enzima
convertidora de TNFa (TACE), inhibidores de la sefializacion de célula T tales
como inhibidores de quinasa, inhibidores de metaloproteinasa, sulfasalazina,
azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, receptores de citoquina solubles y derivados de los mismos (p.e.,
receptores de TNF p55 o p75 solubles y los derivados p75TNFRIgGG (Enbrel™ y
p55TNFRIgGG  (Lenercept)), slIL-1RIl, sIL-1RIl,  sIL-6R), citoquinas
antiinflamatorias (e.g. I1L-4, IL-10, IL-11, IL-13 y TGF), celecoxib, acido fdlico,
sulfato de hidroxicloroquina, rofecoxib, etanercept, infliximab, naproxeno,
valdecoxib, sulfasalazina, metilprednisolona, meloxicam, acetato de
metilprednisolona, tiomalato de oro soélido, aspirina, triamcinolona acetonida,
napsilato de propoxifeno/apap, folato, nabumetona, diclofenaco, piroxicam,
etodolac, sodio diclofenaco, oxaprozina, hcl oxicodona, bitartrato de
hidrocodona/apap, sodio diclofenaco/misoprostol, fentanil,  anakinra,
recombinante humano, hcl tramadol, salsalato, sulindac,
cianocobalamina/fa/piridoxina, acetaminofén, alendronato sodico, prednisolona,
sulfato de morfina, clorhidrato de lidocaina, indometacina, sulf de
glucosamina/condroitina, hcl amitriptilina, sulfadiazina, hcl
oxicodona/acetaminofén, hcl olopatadina, misoprostol, naproxeno sadico,
omeprazol, ciclofosfamida, rituximab, 1L-1 TRAP, MRA, CTLA4-IG, IL-18 BP,
anti-IL-18, Anti-IL15, BIRB-796, SCI0-469, VX-702, AMG-548, VX-740,
Roflumilast, 1C-485, CDC-801, y Mesopram. Combinaciones preferidas incluyen
metotrexato o lefiunomida y, en casos de atrtitis reumatoide moderada o

severa, ciclosporina.

Agentes adicionales no limitantes que se pueden usar también en
combinacion con un anticuerpo IL-12 o IL-23, o porcién de unién a antigeno del

mismo, para tratar atritis reumatoide incluyen, pero no se limitan a, los
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siguientes: farmaco(s) antiinflamatorio(s) no esteroidal(es) (NSAIDs);
farmaco(o) anti-inflamatorio(s) supresor(es) de citoquina) (CSADDs), CDP-
571/BAY-10-3356 (anticuerpo anti-TNFo humanizado; Celltech/Bayer);
cA2/infliximab (anticuerpo anti-TNFa quimérico; Centocor); 75 kdTNFR-
IgG/etanercept (proteina de fusién de 75 kD de receptor de TNF-IgG; Immunex;
ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1994) Vol. 37, S295; /. Invest. Med. (1996)
Vol. 44, 235A); 55 kdTNF-IgG (proteina de fusion de 55 kD de receptor de TNF-
lgG; Hoffmann-LaRoche); IDEC-CE9.1/SB 210396 (anticuerpo anti-CD4
primatizado de no deplecion; IDEC/SmithKline; ver p.e., Arthritis & Rheumatism
(1995) Vol. 38, S185); DAB 486-IL-2 y/o DAB 389-1L-2 (proteinas de fusion a
IL-2; Seragen; ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1993) Vol. 36, 1223); Anti-Tac
(anti-IL-2Ra. humanizado; Protein Design Labs/Roche); IL-4 (citoquina anti-
inflamatoria; DNAX/Schering); IL-10 (SCH 52000; IL-10 recombinante, citoquina
anti-inflamatoria; DNAX/Schering); agonistas de IL-4; IL-10 y/o IL-4 (p.e.,
anticuerpos  agonistas); IL-1RA  (antagonista del receptor IL-1;
Synergen/Amgen); anakinra (Kineret® Amgen); proteina de union TNF-bp/s-
TNF (proteina de unién a TNF soluble; ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1996)
Vol. 39, No. 9 (suplemento), S284; Amer. J. Physiol. - Heart and Circulatory
Physiology (1995) Vol. 268, pp. 37-42), R973401 (inhibidor de fosfodiesterasa
Tipo IV; ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento),
$282); MK-966 (inhibidor de COX-2; ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1996)
Vol. 39, No. 9 (suplemento), 881); lloprost (ver p.e., Arthritis & Rheumatism
(1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S82); metotrexato; talidomida (ver p.e.,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S282) y farmacos
relacionados con talidomida (p.e., Celgen); lefiunomida (anti-inflamatorio e
inhibidor de citoquina; ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S131; Inflammation Research (1996) Vol. 45, pp. 103-107); acido
tranexamico (inhibidor de la activacion de plasminégeno; ver p.e., Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S284); inhibidor de T-614
(inhibidor de citoquina; ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
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(suplemento), S282); prostaglandina E1 (ver p.e., Arthritis & Rheumatism
(1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S282); Tenidap (farmaco anti-inflamatorio
no esteroidal; ver p.e., Arthrits & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S280); Naproxeno (farmaco anti-inflamatorio no esteroidal; ver
p.e., Neuro Report (1996) Vol. 7, pp. 1209-1213); Meloxicam (farmaco anti-
inflamatorio no esteroidal); Ibuprofeno (farmaco anti-inflamatorio no esteroidal);
Piroxicam (farmaco anti-inflamatorio no esteroidal); Diclofenaco (farmaco anti-
inflamatorio no esteroidal); Indometacina (farmaco anti-inflamatorio no
esteroidal); Sulfasalazina (vér p.e., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S281); Azatioprina (ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol.
39, No. 9 (suplemento), S281); inhibidor de ICE (inhibidor de la enzima
convertidora de enzima interleucina-1p); inhibidor de zap-70 y/o Ick (inhibidor
de la tirosina quinasa zap-70 o Ick); inhibidor de VEGF y/o inhibidor de VEGF-R
(inhibidores del factor de crecimiento celular endotelial vascular o receptor del
factor de crecimiento celular endotelial vascular; inhibidores de angiogénesis);
farmacos anti-inflamatorios corticosteroides (p.e., SB203580); inhibidores de
TNF-convertasa; anticuerpos anti-IL-12; anticuerpos anti-IL-18; inhibidores de
interleucina-11 (ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9
(suplemento), S296); interleucina-13 (ver p.e., Arthritis & Rheumatism (1996)
Vol. 39, No. 9 (suplemento), S308); interleucina-17 (ver p.e., Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol. 39, No. 9 (suplemento), S 120); oro; penicilamina;
cloroquina; clorambucil; hidroxicloroquina; ciclosporina; ciclofosfamida;
irradiacion de linfoide total; globulina anti-timocita; anticuerpos anti-CD4; CD5-
toxinas; péptidos y colageno administrados oralmente; lobenzarit disédico;
Agentes Reguladores de Citoquina (CRAs) HP228 y HP466 (Houghten
Pharmaceuticals, Inc.); oligo-desoxinucleétidos de fosforotioato antisentido
ICAM-1 (ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.); receptor 1 de compiemento
soluble 1 (TPIO; T Cell Sciences, Inc.); prednisona; orgoteina; polisulfato de
glicosaminoglicano; minociclina; anticuerpos anti-IL2R; lipidos marinos vy

botanicos (acidos grasos de pez y semillas de planta; ver p.e., Deluca et al.

M.
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(1995) Rheum. Dis. Clin. North Am. 21:759-777); auranofina; fenilbutazona,
acido meclofenamico; acido flufenamico; globulina inmune intravenosa;
zileuton; azaribina; acido micofendlico (RS-61443); tacrolimus (FK-506),
sirolimus (rapamicina); amiprilosa (terafectina); cladribina (2-
clorodeoxiadenosina); metotrexato; antivirales; y agentes moduladores

inmunes.

En una realizacién, el anticuepro 1L-12, o porciéon de union a antigeno del
mismo, es administrado en combinaciéon con uno 0 mas de los siguientes
agentes, para el tratamiento de artritis reumatoide: inhibidor de molécula
pequefia de KDR (ABT-123), inhibidor de molécula pequefia de Tie-2;
metotrexato; prednisona; celecoxib; acido félico; sulfato de hidroxicloroquina;
rofecoxib; etanercept; infliximab; leflunomida; naproxeno; valdecoxib;
sulfasalazina; metilprednisolona; ibuprofeno; meloxicam; acetato de
metilprednisolona; tiomalato de oro solido, aspirina, azatioprina; triamcinolona
acetonida; napsilato de propoxifeno/apap, folato, nabumetona, diclofenaco,
piroxicam, etodolac, sodio diclofenaco, oxaprozina, hcl oxicodona, bitartrato de
hidrocodona/apap, sodio diclofenaco/misoprostol, fentanil,  anakinra,
recombinante humano, hcl tramadol, salsalato, sulindac,
cianocobalamina/fa/piridoxina, acetaminofén, alendronato sédico, prednisolona,
sulfato de morfina, clorhidrato de lidocaina, indometacina, suifato de
glucosamina/condroitina,; ciclosporina; hcl amitriptilina, sulfadiazina, hcl
oxicodona/acetaminofén, hcl olopatadina, misoprostol, naproxeno sdédico,
omeprazol, micofenolato mofetil; ciclofosfamida; rituximab; IL-1 TRAP; MRA,;
CTLA4-IG; IL-18 BP; ABT-874; ABT-325 (anti-IL 18); anti-IL 15; BIRB-796;
SCI0-469; VX-702; AMG-548; VX-740; Rofiumilast, 1C-485; CDC-801; y
mesopram. En otra realizacién, un anticuerpo IL-12 o IL-23, o porcién de union
a antigeno del mismo, es administrado para el tratamiento de un trastorno
relacionado con IL-12 o IL-23 en combinacion con uno de los agentes

mencionados anteriormente para el tratamiento de la artritis reumatoide.
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Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la enfermedad
inflamatoria del intestino con los cuales se puede combinar in anticuerpo, o
porcion de anticuerpo, de la invencion incluyen los siguientes: budenosida;
factor de crecmiento epidérmico; corticosteroides; ciclosporina, sulfasalazina;
aminosalicilatos; 6-mercaptopurina; azatioprina; metronidazol; inhibidores de
lipooxigenasa; mesalamina; olsalazina; balsalazida; antioxidantes, inhibidores
de tromboxano; antagonistas del receptor IL-1; anticuerpos anti-IL-1p
monoclonales; anticuerpos anti-IL-6 monoclonales; factores de crecimiento,
inhibidores de elastasa; compuestos de piridinil-imidazol, anticuerpos a o
antagonistas de otras citoquinas humanas o factores de crecimiento, por
ejemplo, TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-16, IL- 17, IL-18, EMAP-II,
GM-CSF, FGF, y PDGF. Los anticuerpos de la invencién, o porciones de union
a antigeno de los mismos, pueden ser combinados con anticuerpos a
moléculas de superficie celular tales como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28,
CD30, CD40, CD45, CD69, CD90 o sus ligandos. Los anticuerpos de la
invencion, o porciones de union a antigeno de los mismos, también pueden ser
combinados con agentes tales como metotrexato, ciclosporina, FK506,
rapamicina, micofenolato mofetil, leflunomida, NSABDs, por ejemplo,
ibuprofeno, corticosteroides tales como prednisolona, inhibidores de
fosfodiesterasa, agonistas de adenosin, agentes antitrombéticos, inhibidores de
complemente, agentes adrenérgicos, agentes que interfieren con la
sefalizacion por citoquinas proinflamatorias tales como TNFa o IL-1 (p.e.,
IRAK, NIK, IKK, p38 o inhibidores de quinasa MAP), inhibidores de la enzima
convertidora de IL-1B, inhibidores de la enzima convertidora de TNFa,
inhibidores de la sefializacion de célula T tales como inhibidores de quinasa,
inhibidores de metaloproteinasa, sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, receptores de citoquina

solubles y derivados de los mismos (p.e. receptores de TNF p55 o p75
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solubles, sIL-1Rl, sIL-IRII sIL-6R) y citoquinas antiinflamatorias (p.e. IL-4, IL-10,
IL-11, IL- 13 y TGFB).

Ejemplos preferidos de agentes terapéuticos para la enfermedad de
Crohn en los cuales se puede combinar un anticuerpo o una porcién de union a
antigeno, incluyen los siguientes: antagonistas de TNF, por ejemplo,
anticuerpos anti-TNF, D2E7 (Publicacion PCT No. WO 97/29131; HUMIRA),
CA2 (REMICADE), CDP 571, construcciones de TNFR-Ig, inhibidores
(p75TNFRIgG (ENBREL) y p55TNFRIgG (LENERCEPT)) e inhibidores de
PDE4. Los anticuerpos de la invencion, o porciones de unién a antigeno de los
mismos, pueden ser combinados con corticosteroides, por ejemplo, budenosida
y dexametasona. Los anticuerpos de la invencion o porciones de unién a
antigeno de los mismos, también pueden ser combinados con agentes tales
como sulfasalazina, acido 5-aminosalicilico y olsalazina, y agentes que
interfieren con la sintesis o accion de cotoquinas proinflamatorias tales IL-1, por
ejemplo, inhibidores de la enzima convertidora de IL-1B e IL-Ira. Los
anticuerpos de la invencion o porcidon de unién a antigeno de los mismos
también se pueden usar con inhibidores de la sefializacion de célula T, por
ejemplo, los inhibidores de tirosina quinasa 6-mercaptopurinas. Los anticuerpos
de la invencion, o porciones de unién a antigeno de los mismos, pueden ser
combinados con IL-11. Los anticuerpos de la invencion, o porciones de union a
antigeno de los mismos, pueden ser combinados con mesalamina, prednisona,
azatioprina, mercaptopurina, infliximab, succinato de metilprednisolona sodica,
sulfato de difenoxilato/atrop, clorhidrato de loperamida, metotrexato, omeprazol,
folateo  ciprofloxacina/dextrosa-agua, bitartrato de  hidrocodona/apap,
clorhidrato de tetraciclina, fluocinonida, metronidazol, timerosal/acido borico,
colestiramina/suacarosa, clorhidrato de ciprofloxacina, sulfato de hiosciamina,
clorhidrato de meperidina, clorhidrato de midazolam, hcl
oxicodona/acetaminofén, clorhidrato de prometazina, fosfato de sodio,

sulfametoxazol/trimetoprim, celecoxib, policarbofilo, napsilato de propoxifeno,
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hidrocortisona, multivitaminas, balsalazida disédica, fosfato de codeina/apap,
hcl colesevelam, cianocobalamina, acido félico, levofloxacina,

metilprednisolona, natalizumab e interferona-gamma.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la esclerosis
multiple con los cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcion de
anticuerpo, de la invencién incluyen los siguientes: corticosteroides;
prednisolona; metilprednisolona; azatioprina; ciclofosfamida; ciclosporina;
metotrexato; 4-aminopiridina; tizanidina; interferona-p1a (AVONEX; Biogen);
interferona-B1b (BETASERON; Chiron/Berlex); interferona o-n3) (Interferon
Sciences/Fujimoto), interferona-a. (Alfa Wassermann/J&J), interferona  1A-IF
(Serono/Inhale Therapeutics), Peginterferona o 2b (Enzon/Schering-Plough),
Copolimero 1 (Cop-1;, COPAXONE; Teva Pharmaceutical Industries, Inc.),
oxigeno hiperbarico; inmunoglobulina intravenosa; clabribina; anticuerpos a o
antagonistas de otras citoquinas humanas o factores de crecimiento y sus
receptores, por ejemplo, TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, 1L-23, IL-15, IL-16,
IL-18, EMAP-Il, GM-CSF, FGF, y PDGF. Los anticuerpos de la invencion, o
porciones de unién a antigeno de los mismos, pueden ser combinados con
anticuerpos a moléculas de superficie celular tales como CD2, CD3, CD4, CD8,
CD19, CD20, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80, CD86, CD90 o
sus ligandos. Los anticuerpos de la invencion, o porciones de union a antigeno
de los mismos, también pueden ser combinados con agentes, tales como
metotrexato, ciclosporina, FK506, rapamicina, micofenilato mofetil, leflunomida,
NSAIDs, por ejemplo, ibuprofeno, corticosteroides tales como prednisolona,
inhibidores de fosfodiesterasa, agonistas de adensosin, agentes
antitromboticos, inhibidores de complemento, agentes adrenérgicos, agentes
que interfieren con la sefializacién por citoquinas proinflamatorias tales como
TNFo o IL-1 (p.e. IRAK, NIK, IKK, p38 o inhibidores de quinasa MAP),
inhibidores de la enzima convertidora de IL-1B, inhibidores de TACE,

inhibidores de la sefializacion de célula T tales como inhibidores de quinasa,
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inhibidores de metaloproteinasa, sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, receptores de citoquina
solubles y derivados de los mismos (p.e., receptores de TNF pS&5 o p75
solubles, sIL-1RI, sIL-1RIl, slL-6R) y citoquinas antiinflamatorias (p-e., IL-4, IL-
10, IL-13 y TGFB).

Ejemplos preferidos de agentes terapéuticos para la esclerosis multiple
en los cuales se puede combinar el anticuerpo o porcién de unidén a antigeno
del mismo incluyen interferona-p, por ejemplo, IFNf1a e IFNB1b; Copaxona,
corticosteroides, inhibidores de caspasa, por ejemplo inhibidores de caspasa-1,
inhibidores de IL-1, inhibidores de TNF, y anticuerpos al ligando CD40 y CD80.

Los anticuerpos.de la invencioén, o porciones de union a antigeno de los
mismos, también pueden ser combinados con agentes, tales como
alemtuzumab, dronabinol, Unimed, daclizumab, mitoxantrona, clorhidrato de
xaliproden, fampridina, acetato de glatiramer, natalizumab, sinnabidol, a-
inmunoquina NNSO3, ABR-215062, AnergiX.MS, antagonistas del receptor de
quimioquina, BBR-2778, calagualina, CPI-1189, LEM (mitoxantrona
encapsulada en liposoma), THCCBD (agonista canabinoide) MBP-8298,
mesopram (inhibidor de PDE4), MNA-715, anticuerpo del receptor anti-IL-6,
neurovax, pirfenidona allotrap 1258 (RDP-1258), sTNF-RI, talampanel,
teriflunomida, TGF-beta2, tiplimotida, antagonistas de VLA-4 (por ejemplo, TR-
14035, VLA4 Ultrahaler, Antegran-ELAN/Biogen), antagonistas de interferona

gamma, agonistas de IL-4.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la Angina con los
cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la
invencion incluyen los siguientes: aspirina, nitroglicerina, mononitrato de
isosorbida, succinato de metoprolol, atenolol, tartrato de metoprolol, besilato de

amlodipina, clorhidrato de diltiazem, dinitrato de isosorbida, bisulfato de
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clopidogrel, nifedipina, atorvastatina calcica, cloruro de potasio, furosemida,
simvastatina, hcl verapamil, digoxin, clorhidrato de propranolol, carvedilol,
lisinopril, espironolactona, hidroclorotiazida, maleato de enalapril, nadolol,
ramipril, enoxaparin sodico, heparina sédica, valsartan, clorhidrato de sotalol,
fenofibrato, ezetimibe, bumetanida, losartan potasico,

lisinopril/hidroclorotiazida, felodipina, captopril, fumarato de bisoprolol.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la Espondilitis
anquilosante con los cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcion de
anticuerpo, de la invencion incluyen los siguientes: ibuprofeno, diclofenaco y
misoprostol, naproxeno, meloxicam, indometacina, diclofenaco, celecoxib,
rofecoxib, Sulfasalazina, Metotrexato, azatioprina, minociclina, prednisona,

etanercept, infliximab.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para el Asma con los
cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la
invencion incluyen los siguientes: albuterol, salmeterol/fluticasona, montelukast
sodico, propionato de fluticasona, budesonida, prednisona, ‘xinafoato de
salmeterol, hcl levalbuterol, sulfato de albuterol/ipratropio, fosfato de
prednisolona sddica, triamcinolona acetonida, dirpopionato de beclometasona,
bromuro de ipatropio, azitromicina, acetato de pirbuterol, prednisolona, teofilina
anhidra, succinato de metilprednisolona sddica, claritromicina, zafirlukast,
fumarato de formoterol, vacuna de virus de influenza, metilprednisolona,
trihidrato de amoxicilina, flunisolida, infeccion por alergia, cromolina sddica,
clorhidrato de fexofenadina, flunisolida/mentol, amoxicilina/clavulanato,
levofloxacina, dispositivo de ayuda a la inhalacién, guaifenesina, fosfato de
dexametasona sodica, hcl moxifloxacina, doxiciclina hiclato, guaifenesina/d-
metorfan, p-efedrina/cod/clorfenir, gatifloxacina, clorhidrato de cetirizina, furoato
de mometasona, xinafoato de salmeterol, benzonatato, cefalexina,

pe/hidrocodonal/clorfenir, hcl cetirizine/seudoefed, fenilefrina/cod/prometazina,
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codeina/prometazina, cefprozil, dexametasona, guaifenesina/seudoefedrina,
clorfeniramina/hidrocodona, nedocromil soédico, sulfato de terbutalina,

epinefrina, metilprednisolona, sulfato de metaproterenol.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para COPD con los
cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcion de anticuerpo, de la
invencion incluyen los siguientes: sulfato de albuterol/ipratropio, bromuro de
ipratropio, salmeterol/fluticasona, albuterol, xinafoato de salmeterol, propionato
de fluticasona, prednisona, teofilina anhidra, succinato de metilprednisolona
sodica, montelukast sodico, budesonida, fumarato de formoterol, triamcinolona
acetonida, levofloxacina, guaifenesina, azitromicina, dipriopionato de
beclometasona, hcl levalbuterol, flunisolida, ceftriaxona sodica, trihidrato de
amoxicilina, gatifloxacina, zafirlukast, amoxicilina/clavulanato,
flunisolida/mentol, clorfeniramina/hidrocodona, sulfato de metaproterenol,
metilprednisolona, furoato de mometasona, p-efedrina/cod/clorfenir, acetato de
pirbuterol, p-efedrina/loratadina, sulfato de terbutalina, bromuro de tiotropio,
(R,R)-formoterol, TJAAT, Cilomilast, Roflumilast.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para HCV con los cuales
se pueden combinar un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la invencion
incluyen los siguientes: Interferona-alfa-2a, Interferona-aifa-2b, Interferona-
alpha con 1, Interferona-alpha-n1, interferona-alfa-2a pegilada, interferona-alfa-
2b pegilada, ribavirina, Peginterferona alfa-2b + ribavirina, Acido
Ursodeoxicolico, Acido Glicirricico, Timalfasina, Maxamina, VX-497 u cualquier
compuesto que se usa para tratar la HCV mediante la intervencion con los
siguientes objetivos: polimerasa de HCV, proteasa de HCV, helizasa HCV,

IRES HCV (sitio de entrada de ribosoma interno).

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la Fibrosis

Pulmonar Idiopatica con los cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcion
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de anticuerpo, de la invencion incluyen los siguientes: prednisona, azatioprina,
albuterol, colcicina, sulfato de albuterol, digoxina, gamma interferona, suc de
metilprednisolona sod, lorazepam, furosemida, lisinopril, nitroglicerina,
espironolactona, ciclofosfamida, bromuro de ipatropio, actinomicina d,
alteplasa, propionato de fluticasona, levofloxacina, sulfato de metaproterenol,
sulfato de morfina, hcl oxicodona, cloruro de potasio, triamcinolona acetonida,
tacrolimus anhidro, calcio, interferona-alfa, metotrexato, micofenilato mofetil,

Interferona-gamma-1p.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para el Infarto al
Miocario con los cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcion de
anticuerpo, de la invencidon incluyen los siguientes: aspirina, nitroglicerina,
tartrato de metoprolol, enoxaparina soédica, heparina soédica, bisulfato de
clopidogrel, carvedilol, atenolol, sulfato de morfina, succinato de metoprolol,
warfarina sddica, lisinopril, mononitrato de isosorbida, digoxina, furosemida,
simvastatina, ramipril, tenecteplasa, maleato de enalapril, torsemida, retavasa,
losartan potasico, hcl quinapril/Carb mag, bumetanida, alteplasa, enalaprilat,
clorhidrato de amiodarona, m-hidrato de hcl tirofiban, clorhidrato de diltiazem,
captopril, irbesartan, valsartan, clorhidrato de propranolol, fosinopril sédico,
clorhidrato de lidocaina, eptifibatida, cefazolin sédico, sulfato de atropina, acido
aminocaproico, espironolactona, interferona, clorhidrato de sotalol, cloruro de
potasio, docusato sédico, hcl dobutamina, alprazolam, pravastatina sodica,
atorvastatina calcica, clorhidrato de midazolam, clorhidrato de meperidina,
dinitrato de isosorbida, epinefrina, clorhidrato de dopamina, bivalirudina,

rosuvastatina, ezetimibe/simvastatina, avasimibe, cariporida.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la Soriasis con los
cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la
invencién incluyen los siguientes: inhibidor de molécula pequefia de KDR (ABT-

123), inhibidor de molécula pequefia de Tie-2, calcipotrieno, propionato de
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clobetasol, triamcinolona acetonida, propionato de halobetasol, tazaroteno,
metotrexato, fluocinonida, diprop de betametasona aumentado, fluocinolona

acetonida, acitretina, champu de alquitran, valerato de betametasona, furoato

de mometasona, quetoconazol, pramoxina/fluocinolona, valerato de

hidrocortisona, flurandrenolida, Urea, betametasona, propionato de
clobetasol/emol, propionato de fluticasona, azitromicina, hidrocortisona, formula
humectante, acido félico, desonida, pimecrolimus, alquitran de hulla, diacetato
de diflorasona, folato de etanercept, acido lactico, metoxsalen, hc/bismuto
subgal/znox/resor, acetato de metilprednisolona, prednisona, pantalla solar,
halcinonida, acido salicilico, antralina, pivalato de clocortolona, extracto de
hulla, alquitran de hulla/acido salicilico, alquitran de hulla/acido salicilico/azufre,
desoximetasona, diazepam, emoliente, fluocinonida/emoliente, aceite
mineral/aceite de ricino/na lact, aceite mineral/aceite de mani,
petroleo/miristrato de isopropilo, soralen, acido salicilico, jabon/tribromsalano,
timerosal/acido borico, celecoxib, infliximab, ciclosporina, alefacept, efalizumab,

tacrolimus, pimecrolimus, PUVA, UVB, sulfasalazina.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la Artritis Soriatica
con los cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcion de anticuerpo, de la
invencion incluyen los siguientes: metotrexato, etanercept, rofecoxib, celecoxib,
acido folico, sulfasalazina, naproxeno, leflunomida, acetato de
metilprednisolona, indometacina, sulfato de hidroxicloroquina, prednisona,
sulindac, diprop de betametasona aumentado, infliximab, metotrexato, folato,
triamcinolona acetonida, diclofenaco, dimetilsulféxido, piroxicam, diclofenaco
sodico, cetoprofeno, meloxicam, metilprednisolona, nabumetona, tolmetina
sbdica, calcipotrieno, ciclosporina, diclofenaco sédico/misoprostol, fluocinonida,
sulfato de glucosamina, tiomalato de oro soédico, bitrartrato de
hidrocodona/apap, ibuprofeno, risedronato sédico, sulfadiazina, tioguanina,

valdecoxib, alefacept, efalizumab.
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Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la Restenosis con
los cuales se puece combinar un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la
invencion incluyen los siguientes: sirolimus, paclitaxel, everolimus, tacrolimus,
ABT-578, acetaminofén.

Ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para la ciatica con los
cuales se puede combinar un anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la
invencion incluyen los siguientes: bitrartrato de hidrocodona/apap, rofecoxib,
hcl  ciclobenzaprina, metilprednisolona, naproxeno, ibuprofeno, hcl
oxicodona/acetaminofén, celecoxib, valdecoxib, acetato de metilprednisolona,
prednisona, fosfato de codeina/apap, hcl tramadol/acetaminofén, metaxalona,
meloxicam, metocarbamol, clorhidrato de lidocaina, diclofenaco sodico,
gabapentina, dexametasona, carisoprodol, trometamina de ketorolac,
indometacina, acetaminofén, diazepam, nabumetona, hcl oxicodona, hcl
tizanidina, diclofenaco soédico/misoprostol, napsilato de propoxifeno/apap,
asa/oxicod/oxicodona ter, ibuprofeno/bit de hidrocodona, hcl de tramadol,
etodolac, hcl propoxifeno, hcl amitriptilina, carisoprodol/fos de codeinal/asa,
sulfato de morfina, multivitaminas, naproxeno sédico, citrato de orfenadrina,

temazepam.

Ejemplos preferidos de los agentes terapéuticos para SLE (Lupus) en los
cuales se puede combinar un anticuerpo o porcion de unién a antigeno
incluyen los siguientes: NSAIDS, por ejemplo, diclofenaco, naproxeno,
ibuprofeno, piroxicam, indometacina; inhibidores de COX2, por ejemplo,
Celecoxib, rofecoxib, valdecoxib; anti-malariales, por  ejemplo,
hidroxicloroquina; esteroides, por ejemplo, prednisona, prednisolona,
budenosida, dexametasona; Citotoxicos, por ejemplo, azatioprina,
ciclofosfamida, micofenilato mofetil, metotrexato; inhibidores de PDE4 o
inhibidor de la sintesis de purina, por ejemplo Cellcept. Los anticuerpos de la

invencion o porciones de unién a antigeno de los mismos, también pueden ser
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combinados con agentes tales como sulfasalazina, acido 5-aminosalicilico,
olsalazina, Imuran y agentes que interfieren con la sintesis, produccién o
accién de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1, por ejemplo, inhibidores
de caspasa como inhibidores de la enzima convertidora de IL-18 y IL-1ra. Los
anticuerpos de la invencion o porcion de unién a antigeno de los mismos
también se pueden usar con inhibidores de sefalizacion de célula T, por
ejemplo, inhibidores de torisina quinasa; o moléculas que marcan moléculas de
activacion de célula T, por ejemplo, anticuerpos de la familia CTLA-4-1gG o
anti-B7, anticuerpos de la familia anti-PD-1. Los anticuerpos de la invencion, o
porciones de unién a antigeno de los mismos, pueden ser combinados con IL-
11 o anticuerpos anti-citoquina, por ejemplo, fonotolizumab (anticuerpo anti-
IFNg), o anticuerpos del receptor anti-receptor, por ejemplo, anciuerpo del
receptor anti-IL-6 y anticuerpos a moléculas de superficie de célula B. Los
anticuerpos de la invencién o porcion de unién a antigeno de los mismos
también se pueden usar con agentes LJP 394 (abetimus), agentes que repleta
o inactiva las células B, por ejemplo, Rituximab (anticuerpo anti-CD20),
linfostar-B  (ancticuerpo anti-BlyS), anticuerpos de TNF, por ejemplo,
anticuerpos anti-TNF, D2E7 (Publicacion PCT No. WO 97/29131; HUMIRA),
CA2 (REMICADE), CDP 571, contrucciones de TNFR-Ig, (p75TNFRIgG
(ENBREI) y p55TNFRIgG (LENERCEPT)).

Las composiciones farmacéuticas de la invencidon pueden incluir una
“cantidad terapéuticamente efectiva" o una "cantidad profilacticamente
eefectiva® de un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la invencidén. Una
"cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, a dosis
y por periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico
deseado. Una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o porcion de
anticuerpo puede ser determinada por un experto en la técnica, y puede variar
de acuerdo con factores rales como el estado de la enfermedad, edad, sexo, y

peso del individuo, y la habilidad del anticuerpo o porcion de anticuerpo para
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producir una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente efectiva también es una en la cual cualquier efecto toxico o
perjudicial del anticuerpo, o porcién de anticuerpo, es compensado por los
efectos terapéuticos benéficos. Una "cantidad profilacticamente efectiva” se
refiere a una cantidad efectiva, en dosis y por periodos de tiempo necesarios,
para lograr el resultado profilactico deseado. Tipicamente, como una dosis
profilactica se usa en sujetos antes o en un estado temprano de enfermedad, la
cantidad profilacticamente efectiva serd menor que la cantidad

terapéuticamente efectiva.

Los regimenes de dosis pueden ser ajustados para proveer la respuesta
deseada 6ptima (p.e., una respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, se
puede administrar un solo bolo, se pueden administrar varias dosis en el
tiempo, o la dosis puede ser proporcionalmente reducida o aumentada segun lo
indiquen las exigencias de la situacién terapéutica. Es especialmente
conveniente formular composicoines parenterales en forma de dosis unitarias
para facilidad de aministracion y uniformidad de dosis. La forma de dosificacion
unitaria, como se usa aqui se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosis unitarias para los sujetos mamiferos a ser tratados;
cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el
vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de unidades
de dosis de la invencion es dictada por, y directamente dependiente de (a) las
caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico o profilactico
particular a ser logrado, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de
formulacion de compuestos, tal como un compuesto activo para el tratamiento

de sensibilidad en individuos.

Un rango ejemplar, no limitante para una cantidad terapéuticamente o

profilacticamente efectiva de un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la

46‘(/



139

invencién es 0.1-20 mg/kg, mas preferiblemente 1-10 mg/kg. También se
notara que los valores de dosis pueden variar It is to be noted that dosage con
el tipo y severidad de la condicién a ser aliviada. Se entendera adicionalmente
que para cualquier sujeto particular, los regimenes de dosis especificos deben
ser ajustados en el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juicio
profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las
composiciones, y que los rangos de dosis establecidos aqui son solamente
ejemplares y no pretenden limitar el alcance o practica de la composicion
reivindicada. Sera facilmente obvio para los expertos en la técnica que otras
modificaciones y adaptaciones adecuadas de los métodos de la invencién
descritos aqui son obvias y se pueden hacer usando equivalentes adecuados
sin apartarse del alcance de la invencién o las realizaciones reveladas aqui.
Habiendo ahora descrito la presente invencion en detalle, la misma sera
entendida mas claramente mediante referencia a los siguientes ejemplos, que
estan incluidos para propositos de ilustracion solamente y no pretender ser

limitantes de la invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1: Generaciéon y aislamiento de anticuerpos anti IL-12 humana

monoclonales

Ejemplo 1.1:Ensayos para identificar anticuerpos anti IL-12 humana

A lo largo del Ejemplo 1 se usaron los siguientes ensayos para identificar
y caracterizar los anticuerpos anti IL-12 humana a menos que se declare de

otra forma.
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Ejemplo 1.1 A: ELISA

Los ensayos Inmunosorbentes Ligados a Enzima para seleccionar

anticuerpos que se unen a la IL-12 humana se realizaron de la siguiente forma.

Ejemplo 1.1 A.1: ELISA para detectar la unién de anticuerpos anti IL-12

humana a IL-12 p70

Se recubrieron placas de ELISA (Corning Costar, Acton, MA) con 50
uL/pozo de 5 pg/ml de Fc especifico de IgG anti-raton de cabra (Pierce #
31170, Rockford, IL.) en Solucién Salina Amortiguada con Fosfato (PBS)
durante la noche a 4 grados Celsius. Las placas fueron lavadas una vez con
PBS que contiene 0.05% de Tween-20. Las placas fueron bloqueadas

mediante la adicion de 200 uL/pozo de solucion bloqueadora hasta 2% en PBS

(BioRad #170-6404, Hercules, CA.) por 1 hora a temperatura ambiente. Las

placas fueron lavadas una vez después de bloquear con PBS que contiene
0.05% de Tween-20.

Se agregaron cincuenta microlitros por pozo de suero de raton o
sobrenadantes de hibridoma diluidos en PBS que contiene 0.1% de Albumina
de Sueron Bovino (BSA) (Sigma, St. Louis, MO.) a la placa de ELISA
preparada como se describié anteriormente, y se incubaron por 1 hora a
temperatura ambiente. Los pozos fueron lavados tres veces con PBS que
contiene 0.05% de Tween-20. Se agregaron cincuenta microlitros de IL12 p70
humana purificada recombinante biotinilada diluida hasta 100 ng/mL en PBS
que contiene 0.1% de BSA a cada pozo y se incubaron por 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas 3 veces con PBS que
contiene 0.05% de Tween-20. Se diluyé Estreptavidina HRP (Pierce # 21126,
Rockland, IL.) 1:20000 en PBS que contiene 0.1% de BSA; se agregaron 50

ulL/pozo y las placas se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Las
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placas fueron lavadas 3 veces con PBS que contiene 0.05% de Tween-20. Se
agregaron cincuenta microlitros de solucion de TMB (Sigma # T0440, St. Louis,
MO.) a cada agujero y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. La
reaccion fue detenida mediante la adicion de acido sulfarico 1 N. Las palcas

fueron leidas espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm.

Ejemplo 1.1.A.2: ELISA para evaluar la habilidad de IL-12 p70 o IL-12 p40
para competir con la unién de los anticuerpos anti IL-12

humana a IL-12 p70

Se recubrieron placas de ELISA (Corning Costar, Acton, MA) con 50
uL/pozo de 5 pg/m! de Fc especifico de IgG anti-raton de cabra (Pierce #
31170, Rockford, IL.) en PBS durante la noche a 4 grados Celsius. Las placas
fueron lavadas una vez con PBS+ 0.05% de Tween-20. Las placas fueron
bloqueadas mediante la adicién de PBS + 10% de leche en polvo por 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas tres veces después del
bloqueo con PBS+ 0.05% de Tween-20.

Ejemplo 1.1.A 2(a): Protocolo de ELISA de competicién a IL-12 p70

Suero de raton o sobrenadantes de hibridoma se diluyeron en PBS que
contiene 0.1% de BSA (Sigma, St. Louis, MO.) dependiendo del titulo de
anticuerpo anticipado. La IL-12 p70 humana purificada recombinante biotinilada
se prepard como una solucidn patron tres veces concentrada (3x) a 0.1 pg/ml
en PBS que contiene 0.1% de BSA. La IL-12 p70 humana purificada
recombinante se preparo a diferentes concentraciones que varian de 0.1 a 10
ug/ml en PBS que contiene 0.1% de BSA. Se mezclaron iguales volumenes (75
uL) de cada una de las siguientes soluciones: suero de ratdn diluido o
sobrenadante de hibridoma, IL-12 p70 humana purificada recombinante

biotinilada, y IL-12 p70 humana purificada recombinante. Se agregaron
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cincuenta microlitos de esta mezcla a las placas de ELISA recubiertas descritas
anteriormente, y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Los pozos
fueron lavados tres veces con PBS que contiene 0.05% de Tween-20. Se
diluy6 Estreptavidina HRP (Pierce # 21126, Rockland, IL.) 1:20000 en PBS que
contiene 0.1% de BSA; se agregaron 50 ul/pozo y las placas se incubaron por
1 hora a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas 3 veces con PBS
wqur contiene 0.05% de Tween-20. Se agregaron cincuenta microlitros de
solucion de TMB (Sigma # T0440, St. Louis, MO.) a cada pozo y se incubaron
por 10 minutos a temperatura ambiente. La reaccién fue detenida mediante la
adicion de acido sulfarico 1N. Las placas fueron leidas

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm.

Ejemplo 1.1.A 2(b): Protocolo de ELISA de competicién a IL-12 p40

Suero de ratéon o sobrenadantes de hibridoma se diluyeron en PBS que
contiene 0.1% de BSA (Sigma, St. Louis, MO.) dependiendo del titulo de
anticuerpo anticipado. La IL-12 p70 humana purificada recombinante biotinilada
se prepard como una solucion patron tres veces concentrada (3x) a 0.1 ug/ml
en PBS que contiene 0.1% de BSA. La IL-12 p40 humana purificada
recombinante se prepard a diferentes concentraciones que varian de 0.1 a 10
ug/ml en PBS que contiene 0.1% de BSA. Se mezclaron iguales volumenes
(75 uL) de cada una de las siguientes soluciones: suero de raton diluido o
sobrenadante de hibridoma, IL-12 p70 humana purificada recombinante
biotinilada, y IL-12 p40 humana purificada recombinante. Se agregaron
cincuenta microlitos de esta mezcla a las placas de ELISA recubiertas y se
incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Los pozos fueron lavados tres
veces con PBS que contiene 0.05% de Tween-20. Se diluyé Estreptavidina
HRP (Pierce # 21126, Rockland, IL.) 1:20000 en PBS que contiene 0.1% de
BSA; se agregaron 50 ul/pozo y las placas se incubaron por 1 hora a

temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas 3 veces con PBS waqur
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contiene 0.05% de Tween-20. Se agregaron cincuenta microlitros de solucion
de TMB (Sigma # T0440, St. Louis, MO.) a cada pozo y se incubaron por 10
minutos a temperatura ambiente. La reaccion fue detenida mediante la adicion
de acido sulfurico 1N. Las placas fueron leidas espectrofotométricamente a una

longitud de onda de 450 nm.

Ejemplo 1.1.B: Determinaciones de Afinidad usando Tecnologia
BIACORE

El ensayo BIACORE (Biacore, Inc, Piscataway, NJ) determina la afinidad
de los anticuerpos con mediciones cinéticas de contantes de velocidad de
rango encendido y apagado (on, off). La unién de los anticuerpos a IL-12 p70
humana purificada recombinante o IL-12 p40 humana purificada recombinante
se determin6é por mediciones basadas en resonancia de plasmon superficial
con un instrumento Biacore® 3000 (Biacore® AB, Uppsala, Suecia) usando
HBS-EP de corrida (HEPES 10 mM [pH 7.4], NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, y
0.005% de surfactante P20) a 25 °C. Todos los quimicos se obtuvieron en
Biacore® AB (Uppsala, Suecia) o de otra forma de diferentes fuentes como se
describe en el texto. Aproximadamente 5000 RU de igG anti-ratén de cabra,
(Fcy), anticuerpo policlonal especifico de fragmento (Pierce Biotechnology Inc,
Rockford, IL) diluido en acetato de sodio 10 mM (pH 4.5) fue directamente
inmovilizado a lo largo de un chip biosensor de grado de investigacion CM5
usando un kot de acoplamiento de amina estdndar de acuerdo con las
insfrucciones y procedimientos del fabricante a 25 pg/ml. Las mitades sin
reaccionar en la superficie del biosensor fueron bloqueadas con etanolamina.
Se usaod supericie de carboximetil dextrano modificado surface en la celda de
flujo 2 y 4 como una superficie de reaccion. Se us6 carboximetil dextrano no
modificado sin IgG anti-raton de cabra en la celda de flujo 1 y 3 como la
superficie de referencia. Para el analsis cinético, las ecuaciones de velocidad

derivadas del modelo de union de Langmuir 1:1 fueron ajustadas
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simultaneamente a las fases de asociacion y disociacién de las ocho
inyecciones (usando analisis de ajuste global) con el uso del software
Biaevaluation 4.0.1. Los anticuerpos purificados fueron diluidos en solucion
salina amortiguada con HEPES para la captura a lo largo de las superficies de
reaccion de IgG anti-ratén de cabra. Loa anticuerpos de raton a ser capturados
como un ligando (25 pg/ml) fueron inyectados sobre matrices de reaccion a una
velocidad de flujo de 5 pl/min. Se determinaron las constantes de velocidad
asociacion y disociacion, ke, (unidad MT's™) y ke (unidad s”) bajo una
velocidad de flujo constante de 25 pl/min. Las constantes de velocidad se
derivaron haciendo medicidiones de unién cinética a diez concentraciones de
antigeno diferentes que varian de 10 - 200 nM. La constante de disociacion en
equilibrio (unidad M) de la reaccion entre los anticuerpos de raton y IL-12 p70
humana purificada recombinante o IL-12 p40 humana purificada recombinante
fue entonces calculada a partir de las constantes de velocidad cinetica
mediante la siguiente formula: Kp = ke/kon. La union se registra como una
funcién de tiempo y se calculan las constantes de velocidad cinética. En este
ensayo, se pueden medir velocidades on tan rapidas como 10°M's” y

velocidades off tan lentas como 10%s™.

Ejemplo 1.1.C: Actividad Funcional de los anticuerpos anti IL-12

humana
Para examinar la actividad funcional de los anticuerpos anti-IL-12
humana de la invencién, se usaron los anticuerpos en los siguientes ensayos

que miden la habilidad de un anticuerpo para inhibir la actividad de IL-12.

Ejemplo 1.1.C1: Preparaciéon de Linfoblastos Activados por PHA

Humana

Ao
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Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMCs) de un leucopac recolectado de un donador saludable mediante
centrifugacion por gradiente Ficoll-Hypaque por 45 minutos a 1500 rpm como
se describe en Current Protocols in Immunology, Unit 7.1. Se recolecté PBMC
en la interfaz de la solucion de sangre acuosa y el medio de separacion de
linfocito y se lavaron tres veces con solucién salina amortiguada con fosfato
(PBS) mediante centrifugacion por 15 minutos a 1500 rpm para remover las

particulas Ficoll-Paque.

Las PBMC fueron entonces activadas para formar linfoblastos como se
describe en Current Protocols in Immunology, Unit 6.16. Las PBMC lavadas
fueron resuspendidas a 0.5- 1x 10° células/mL en medio RPMI completo
(medio RPMI 1640, 10% de suero fetal bovino (FBS), 100 U/ml de penicilina,
100 tg/ml de estreptomicina), complementado con 0.01 mg/mL de PHA-P
(Sigma #L8754, St. Louis, MO) y se cultivaron por 4 dias a 37 °C en una
atmosfera de 5% de CO,. Después de cuatro dias, los cultivos celulares fueron
entonces re-sembrados a 1 x 10° células/mL en medio de cultivo con
0.01mg/mL de PHA-P y 50U/mL de IL-2 humana recombinante (R&D Systems
#202-EL, Minneapolis, MN.). Las células fueron incubadas a 37 °C por 24
horas, lavadas con medio de RPMI completo, luego congeladas en 95% de
FBS, 5% de DMSO a 1 x 107 células/ml.

Ejemplo 1.1.C 2: Ensayo de Inducciéon de IFN-y por Blasto de PHA:

Inhibicion de la actividad de IL-12 humana

La habilidad de los anticuerpos anti-IL.-12 humana para inhibir la
produccion de IFN-y inducida por IL-12 humana mediante blastos de PHA se
analizé6 de la siguiente forma. Varias concentraciones de suero de raton
inmunizado, sobrenadante de hibridoma murino o anticuerpos anti-IL-12

humana purificados fueron preincubados por una hora a 37 grados C con 400

#y
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pg/ml de IL-12 p70 humana purificada recombinante en 100 ulL de medio RPMI
completo en una placa microtituladora (fondo en U, 96 pozos, Costar). Los
blastos de PHA aislados como se describidé anteriormente, fueron lavados una
vez y resuspendidos en medio RPMI completo a una densidad celular de 1 X
107 células/ml. Se agregaron blastos de PHA (100 pL de 1 X 108 células/ml) a
mezcla de anticuerpo mas IL-12 p70 humana purificada recombinante (la
concentracion final de IL-12 p70 fue de 200 pg/ml) y se incubaron por 18 horas
a 37 grad. C. Después de la incubacion, 150 pL de sobrenadante libre de célula
fueron retirados de cada pozo y se midi6 el nivel de IFN-y humana producida
usando una ELISA de IFN-y humana (R&D Systems Cat#DIF50).

Ejemplo 1.1.C 3: Ensayo de induccién de IFN-y por blasto de PHA:

Inhibicion de la actividad de IL-12 de mico cynomolqus

!C!HO!

La habilidad de los anticuerpos anti-iL-12 humana para inhibir la
produccion de IFN-g inducida por IL-12 de mico cynomolgus mediante blastos
de PHA se analizé de la siguiente forma. Varias concentraciones de suero de
ratéon inmunizado, sobrenadante de hibridoma murino o anticuerpos anti-IL-12
humana purificados fueron preincubados por una hora a 37 grados C con 150
pg/mL de 1L-12 p70 cyno purificado recombinante en 100 puL de medio RPMI
completo en una placa microtituladora (fondo en U, 96 pozos, Costar). Los
blastos de PHA aislados como se describié anteriormente, fueron lavados una
vez y resuspendidos en medio RPMI completo a una densidad celular de 1 X
107 células/ml. Se agregaron Blastos de PHA (100 uL de 1 X 107 células/mL) a
la mezcla de anticuerpo mas IL-12 p70 cyno purificado recombinante
(concentracion final de IL-12 p70 cyno era de 75 pg/ml) y se incubaron por 18

horas a 37 grad C. Después de la incubacién, 150 pL de sobrenadante libre de
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célula fueron retirados de cada pozo y se midié el nivel de IFN-y humana
producida usando una ELISA humana (R&D Systems Cat#D]F50).

Ejemplo 1.2:Generacién de anticuerpos monoclonales Anti IL-12 humana

Se obtuvieron anticuerpos Anti IL-12 humana monoclonales de raton de

la siguiente forma:

Ejemplo 1.2.A: Inmunizacién de ratones con antigeno de IL-12 humana

Se inyectaron subcutdneamente veinte microgramos de IL-12 p70
humana purificada recombinante mezclados con adyuvante de Freund
completo (Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, PA) en cinco ratones
Balb/C y 5 AJ de 6-8 semanas de edad en el Dia 1. En los dias 24, 38, y 49, se
inyectaron subcutdneamente veinte microgramos de IL-12 p70 humana
purificada recombinante mezclada con adyuvante de Inmunoensayo (Qiagen,
Valencia, CA) en los mismos 5 ratones Balb/C y 5 AJ. En el dia 84 o dia 112 0
dia 144, los ratones fueron inyectados intravenosamente con 10 ug de IL-12
p70 humana purificada recombinante o 2ug de IL-12 p40 humana purificada

recombinante (R & D Systems, Minneapolis, MN).

Ejemplo 1.2.B: Generacion de Hibridoma

Esplenocitos obtenidos de ratones inmunizados descritos en el Ejemplo
1.2. A se fusionaron con células SP2/0O-Ag-14 a una relacion de 5:1 de acuerdo
con el método establecido descrito en Kohler, G. y Milstein 1975, Nature,
256:495 para generar hibridomas. Los productos de fusion fueron colocados en
placas en medios de seleccidon que contienen azaserina y hipoxantina en
placas de 96 pozos a una densidad de 2.5 x 10° células del bazo por pozo.

Siete a diez dias después de la fusiébn se observaron las colonias de
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hibridomas macroscopicas. El sobrenadante de cada pozo que contiene
colonias de hibridoma fue evaluado por ELISA para la presencia del anticuerpo
a IL-12 p70 (como se describe en el Ejemplo 1.1.A.1). Los sobrenandantes
evaluados positivos para la unién a IL-12 p70 fueron entonces evaluados para
determinar si eran especificos de p40 mediante el ensayo de competicion De
ELISA a IL-12 p70 o IL-12 p40 (como se describe en el Ejemplo 1.1.A.2). Los
sobrenadantes que muestran actividad especifica de IL-12 p40 fueron entonces
evaluados para la habilidad de neutralizar IL-12 en el ensayo de blasto de PHA

para IFN-y (como se describe en el Ejemplo 1.1.C).

Tabla 8: Datos de fusion y seleccion después de las inmunizaciones
de ratones con IL-12 humana
Cepa de Numero | Numerode | Numero | Numerode | Numero de Numero de
raton de pozos | pozos con | de clones clones clones clones
usada en en placa | crecimiento | anti-IL-12 | especificos | neutralizantes | subclonados
la fusion de p40 de p40
A/J-2 750 450 50 14 6 4
A/J-5 650 300 20
Balb/C-3 480 457 50 13 6
Balb/C-4 768 649 25 17 13
Total 2648 1856 145 44 25 13
Ejemplo 1.2.C: Identificacion _y caracterizaciéon de anticuerpos

monoclonales anti IL-12p40 humana

Hibridomas que producen anticuerpos que se unen a IL-12, generados
de acuerdo con los Ejemplos 1.2.B y 1.2.C, y capaces de unirse a IL-12 p40
especificamente y particularmente aquellos con valores de ICspen el ensayo de
blasto de PHA de 12nM o menor de 12nM fueron escalados y clonados

mediante dilucién limitante.
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Las células de hibridoma fueron expandidas en medio que contiene 10%

de suero bovino fetal IgG bajo (Hyclone #SH30151, Logan, UT.). En promedio,

se cosecharon 250 mL de cada sobrenadante de hibridoma (derivado de una

poblacién clonal), se concentraron y purificaron mediante cromatografia de

afinidad de proteina A, como se describe en Harlow, E. y Lane, D. 1988

"Antibodies: A Laboratory Manual". Se determiné la habilidad de los mAbs

purificados para inhibir la actividad de IL-12 usando el ensayo de blasto de

PHA como se describe en los Ejemplos 1.1.C 2 y 1.1.C3. La tabla 9 muestra los

valores de ICs;, de los ensayos de blasto de PHA para diez anticuerpos

monoclonales.

Tabla 9: Neutralizaciéon de IL-12 por Anticuerpos Monoclonales anti IL-

12p40 Murinos

Anticuerpo ICso promedio (nM) IC5o promedio (nM)
Monoclonal Murino IL-12 Humana IL-12 Cyno
1D4 0.031 0.078
1A6 0.052 0.044
1D8 0.31 1.4
3G7 0.15 0.35
5E8 12 N/D
8E1 0.19 0.18
1H6 0.69 1.6
3A11 3.4 N/D
4B4 0.039 0.028
7G3 0.047 >20

Las afinidades de enlace de los anticuerpos monoclonales a IL-12 p70

humana purificada recombinante se determinaron usando medida de

resonancia de plasmoén supefficial (Biacore®) como se describe en el Ejemplo

A14p
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1.1.B. La Tabla 10 muestra la afinidad de los diez anticuerpos monoclonales

descritos para IL-12 p70 humana.

Tabla 10: Afinidad de Anticuerpos Monoclonales anti IL-12p40 Murinos

para IL-12 p70

Nombre Kon (1/m-s) kots (1/8) Kp (nM)
1D4 25x10° 29x 107 0.12
1A6 1.5x 10° 3.5x10° 0.23
1D8 5.1 x 10° 2.3x10° 0.044
3G7 8.2x10° 3.8x10° 0.047
5E8 5.7 x 10° 2.3x10” 4
8E1 6.9 x 10° 5.1x10° 0.074
1H6 43x10° 9.9x10” 0.25
3A11 1.5 x10° 1.9x10* 1.2
4B4 1.3 x 10° 1.4x107 0.1
7G3 1.1 x 10° 2.8x 107 0.27

Ejemplo 1.2.C.1: Especificidad de Especie de los anticuerpos Species

Specificity of murine monoclonal anti-IL-12p40 humana

monoclonales murinos

Para determinar si los diez anticuerpos monoclonales descritos
anteriormente reconocen IL-12 murina, se ajustaron dos ELISAs. Primero, se
ajustd una ELISA directa recubriendo directamente placas de ELISA con 5
ug/ml de IL-12 de ratén purificada recombinante (Peprotech). Los mAbs anti-
IL-12 p40 humana murinos se prepararon a diferentes concentraciones que
varian de 3 a 200 ng/ml en PBS que contiene 0.1% de BSA (Sigma, StLouis,
MO). Se agregaron 50 nul de cada diluciéon de anticuerpo a la placa de ELISA
recubierta y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Los pozos fueron

lavados 3 veces con PBS que contiene 0.05% de Tween-20. El anticuerpo 1gG-
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HRP anti-raton (R&D #HAF007, Minneapolis, MN) fue diluido 1:2000 en PBS
que contiene 0.1% de BSA; se agregaron 50 ul/pozo y las placas se incubaron
por 1 hora a temperatura ambiente. Se agregaron cincuenta microlitros de
solucion de TMB (Sigma # T0440, St. Louis, MO.) a cada pozo y se incubaron
por 10 minutos a temperatura ambiente. La reaccién fue detenida mediante la
adicion de acido sulfurico 2N. Las placas fueron leidas

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm.

Segundo, se ajusté una ELISA indirecta recubriendo placas de ELISA
con 5ug/ml de IgG anti-ratén de cabra, anticuerpo especifico del fragmento Fc
(Pierce # 31170, Rockland, IL). Los MAbs anti-IL-12 p40 humana murinos se
prepararon a diferentes concentraciones que varian de 0.1 a 100 ng/ml en PBS
que contiene 0.1% de BSA; Se agregaron 50 ul de cada dilucion de anticuerpo
a la placa de ELISA recubierta y se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente. Los pozos fueron lavados 3 veces con PBS que contiene 0.05% de
Tween-20. La IL-12 de raton purificada recombinante (Preprotech) se diluy6 a
0.2 ug/ml en PBS que contiene 0.1% de BSA; se agregaron 50 ul/pozo y las
placas fueron incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Los pozos fueron
lavados 3 veces con PBS que contiene 0.05% de Tween-20. El anticuerpo anti-
IL-12 de raton biotinilado (R&D # BAF419) se diluyé a 0.2 ug/ml en PBS que
contiene 0.1% de BSA; se agregaron 50 ul/pozo vy las placas fueron incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente. Los pozos fueron lavados 3 veces con PBS
que contiene 0.05% de Tween-20. Se diluyé HRP estreptavidina (Pierce #
21126, Rockland, IL.) 1:20000 en PBS que contiene 0.1% de BSA; se
agregaron 50 pl/pozo y las placas se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas fueron lavadas 3 veces con PBS que contiene 0.05% de
Tween-20. Se agregaron cincuenta microlitros de solucién de TMB a cada pozo
y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. La reaccion fue
detenida mediante la adicion de acido sulfurico 2N. Las placas fueron leidas

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm. Los resultados
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de las ELISA directa e

indirecta realizadas con

monoclonales se muestran en la Tabla 11.
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los diez anticuerpos

Tabla11: Unién de Anticuerpos Murinos Monoclonales anti IL-12 a IL-
12 p40 de ratén
Nombre ELISA directa ELISA indirecta
Union de mAB aIL-12 | Unién de mAB a IL-12
mu mu

1D4 No N/D

1A6 No N/D

108 No No

3G7 No No

5E8 No No

8E1 No No

1H6 No No

3A11 No No

4B4 No N/D

7G3 No N/D
Ejemplo 1.2.D: Determinaciéon de la secuencia de amino acido de la

region variable para cada mAb murino anti-IL-12 p40

humana

Para cada determinacion de secuencia de amino acido, se aislaron
aproximadamente 10 x 10° células de hibridoma mediante centrifugacion y se
procesaron para aislar el ARN total con Trizol (Gibco BRL/Invitrogen, Carlsbad,
CA.) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN total fue sometido
sintesis de ADN de primera cadena usando el Sistema de Sintesis de Primera
Cadena Superscript (Invitrogen, Carlsbad, CA) segun las instrucciones del

fabricante. Se uso Oligo(dT) para cebar la sintesis de la primera cadena para

A6
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seleccionar para ARN poli(A)*. El producto de cADN de primera cadena fue
entonces amplificado mediante PCR con cebadores disefiados para
amplificaciéon de regiones variables de inmunoglobulina murina (Conjuntos de
Cebador Ig, Novagen, Madison, WI). Los productos de PCR se resolvieron en
un gel de agarosa, extirpado, purificado, y luego subclonado con el Kit de
clonacion TOPO en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
transformé en E. coli quimicamente competente TOP10 (Invitrogen, Carlsbad,
CA). La PCR de colonia se realizé sobre los transformantes para identificar
clones que contienen el inserto. El ADN plasmido fue asilado de clones que
contienen el inserto usando un kit QlAprep Miniprep kit (Qiagen, Valencia, CA).
Los insertos en los plasmidos fueron secuenciados en ambas cadenas para
determinar las secuencias de ADN de cadena ligera variable o pesada variable
usnado los cebadores M13 delantero y M13 reverso (Fermentas Life Sciences,
Hanover MD). Las secuencias de cadena ligera variable y pesada variable de
los diez anticuerpos monoclonales descritos en el Ejemplo 1.2.C se describen

en la Tabla 1.

Ejemplo 2: Anticuerpos anti IL-12p40 humana recombinantes

Ejemplo 2.1:Construccion y expresion de anticuerpos anti-IL12 humana

quiméricos recombinantes

El ADN que codifica la region constante de cadena pesada de los
anticuerpos monoclonales anti-IL-12p40 humana murinos 3G7, 8El, 1A6, y 1D4
fue reemplazado con framento de cADN que codifica la region constante 1gG1
humana que contiene 2 mutaciones de amino acido de region bisagra mediante
recombinacidon homdloga en bacterias. Estas mutaciones son un cambio de
leucina a alanina en la posicion 234 (numeracién EU) y un cambio de posicion
de leucina a alanine en la posicién 235 (Lund et al., 1991, J. Immunol.,
147:2657). La regioén constante de cadena ligera de cada uno de estos
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anticuerpos fue reemplazada por una region constante kappa humana. Los
anticuerpos quiméricos de longitud total fueron expresados temporalmente en
células COS mediante co-transfeccion de cADNs de cadena ligera y pesada
quiméricos ligados en el plasmido de expresion de pBOS (Mizushima and
Nagata, Nucleic Acids Research 1990, Vol 18, pg 5322) que comprende una
secuencia de sefial de cadena pesada MEFGLSWLFLVAILKGVQC (SEQ ID
NO. 110), y una secuencia de sefial de cadena ligera
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC ((SEQ ID NO. 111).

Los sobrenadantes de célula que contienen anticuerpo quimérico
recombinante fueron purificados mediante Cromatografia de Proteina A
Sefarosa y el anticuerpo enlazado fue eluido por la adicién de amortiguador

acido. Los anticuerpos fueron neutralizados y dializados en PBS.

El cADN de cadena pesada que codifica 3G7 quimérico (descrito
anterormente) fue co-transfectado con el cADN de cadena ligera quimérica 1D4
(ambos ligados en el vector pBOS) en células COS. El sobrenadante de célula
que contiene anticuerpo quimérico recombinante fue purificado mediante
cromatografia de Proteina A Sefarosa y el anticuerpo enlazado fue eluido por la
adicion de amortiguador acido. Los anticuerpos fueron neutralizados y
dializados en PBS.

Los anticuerpos monoclonalres anti-IL-12 humana quiméricos purificados
fueron entonces probados para su habilidad para inhibir la produccion de IFN-y
inducida por IL-12 por blastos de PHA como se describe en los Ejemplos 1.1.C
2y 1.1.C3. La Tabla 12 muestra los valores de ICs de los ensayos de blasto de

PHA para los cinco anticuerpos quimeéricos.
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Tabla 12: Neutralizacion de IL-12 por Anticuerpos anti IL-12 Quiméricos

Nombre del Quimérico ICs0 promedio (nM) ICso promedio (nM)
IL-12 Humana IL-12 cyno
1D4-Quim 0.021 0.07
1A6-Quim 0.021 0.02
3G7-Quim 0.12 0.32
8E1-Quim 0.17 0.15
3G7/1D4-Quim 0.11 0.29

Ejemplo 2.2:Construccidon y expresion de anticuerpos anti IL-12p40

humana con CDR injertada

Los anticuerpos anti-IL- 12 humana con CDR injertada se generaron de

la siguiente forma.

Ejemplo 2.2.1 Seleccién de marcos de anticuerpo humano

Cada secuencia de gen de cadena ligera variable y pesada variable
murino (como se describe en la Tabla 3) fue alineada separadamente contra 44
secuencias de cadena pesada variable de linea germinal de inmunoglobulina
humana o 46 secuencias de cadena ligera variable de linea germinal
(derivadas del sitio NCBI lg Blast website en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/retrieveig.html.) usando el software Vector

NTI. Secuencias de dominio variable humano que tienen la mas alta homologia
global a las secuencias murinas originales (asi como la mas alta homologia en
las posiciones que se concoce que son importantes para la unién a antigeno)
(Welschof, M. y Krauss, J. Methods In Molecular Biology, Vol 207) fueron
seleccionadas para cada secuencia de cadena pesada y cadena ligera para
proveer las secuencias de marco (FW) 1, 2 y 3 para propdsitos de insercion de

CDR. La identificacion de una region FW4 de cadena ligera y pesada variable
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humana adecuada (también conocida como la region de “union”) se realizo
alineando separadamente cada region FW4 de cadena pesada y caden aligera
murina con 6 secuencias de cadena pesada que unen la linea germinal de
inmunoglobulina humana y 5 secuencias de cadena ligera que unen lienea
germinal en la base de datos NCBI. In silico la construccion de anticuerpos
injertados con CDR completos se realizd6 mediante sustitucion de secuencias
de CDR de domino variable humano (derivadas del sitio en la red NCBI) con
secuencias de CDR murinas (derivadas de los hibridomas) con adicion de una

region FW4 (derivada del sitio en la red NCBI) en cada extremo 3'.

Ejemplo 2.2.2: Constructcion de anticuerpos de CDR injertada

Los anticuerpos de CDR injertada contruidos in silico descritos
anteriormente se construyeron de novo usando oligonucleétidos. Para cada
cADN de region variable, se disefiadon 6 oligonucleétidos de 60-80 nucleétidos
cada uno para superponerse entre si en 20 nucledtidos en el extremo &' y/o 3'
de cada oligonucledtido. En una reaccion de fijado, los 6 oligos fueron
combinados, ebullidos, y fijados en la presencia de dNTPs. Luego se agrego la
Polimerasa | de ADN, fragmento grande (Klenow) (New England Biolabs
#MO0210, Beverley, MA.) para llenar en espacios de aproximadamente 40bp
entre los oligonucledtidos de superposicion. Luego se realizd PCR para
amplificar el gen de region variable entero usando los dos cebadores del
extremo Ultimo que contienen secuencias sobresalientes complementarias al
sitio de clonacion mdltiple en un vector pBOS modificado (Mizushima, S. y
Nagata, S., (1990) Nucleic acids Research Vol 18, No. 17)).

Los productos de PCR derivados de cada ensamble de cADN fueron
separados en un gel de agarosa y la banda correspondiente al al tamafo de
cADN de regién variable predicha fue extirpada y purificada. La region pesada

variable fue insertada en-marco en un fragmento de cADN que codifica la

2.
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region constante de IgG1 humana que contiene 2 mutaciones de amino acido
de regidén bisagra (SEQ ID NO. 3) mediante recombinacién homodloga en
bacterias. Estas mutaciones son un cambio de leucina a alanina en la posicion
234 (numeracion EU) y un cambio de leucina a alanina en la posicion 235
(Lund et al., 1991, J. Immunol., 147:2657). La region variable de cadena ligera
fue insertada en-marco con la region contante kappa humana (SEQ ID NO. 4)
mediante recombinacién homologa. Las colonias bacterianas fueron aisladas y
el ADN plasmido se extrajo; los insertos de cADN fueron secuenciados en su
totalidad. Las cadenas pesada y ligera de CDr injertada correctas
corresopndientes a cada anticuerpo fueron co-transfectadas en células COS
para producir temporalmente anticuerpos anti-IL-12 humana de CDR injertada
de longitud total. Para 1A6, los vectores pBOS que contienen el cADN injertado
de cadena pesada de 1A6 y el cADN injertado de cadena ligera de 1D4 fueron
co-transfectados en células COS (la secuencia de cadena ligera de 1AG6,
cuando fue injertada, era idéntica a |la secuencia de cadena ligera de 1D4). Los
sobrenadantes de célula que contienen el anticuerpo quimérico recombinante
fueron purificados mediante cromatografia de Proteina A Sefarosa y el
anticuerpo enlazado fue eluido por la acicion de amortiguador acido. Los
anticuerpos fueron neutralizados y dializados en PBS. Nueve anticuerpos de

CDR injertada se describen en la Tabla 5.

La habilidad de los anticuerpos de CDR injertada para inhibir la actividad
de IL-12 se determind usando el ensayo de blasto de PHA como se describe en
los Ejemplos 1.1.C 2 y 1.1.C3. Las afinidades de enlace de los anticuerpos de
CDR injertada purificados a IL-12p70 humana purificada recombinante se
determinaron usando medicion de resonancia de plasmon superficial
(Biacore®) como se describe en el Ejemplo 1.1. B. La Tabla 13 muestra los
valores de ICso de los ensayos de blasto de PHA y la afinidad de los nueve
anticuerpos de CDR injertada se describe en la Tabla 7 para IL-12p70 humana

y IL-12p70 cynomolgous.
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Tabla13: Neutralizacién de IL-12 por Anticuerpos anti IL-12p40 de CDR
injertada y Afinidad de anticuerpos anti IL-12p40 de CDR injertada para IL-

12p70 humana y cynomolgous y

Anticuerpo de 1D4.1 1D4.2 1D4.3 1A6.1 1A6.2
CDR injertada
Anti IL-12p40

Velocidadon | 26x10° [ 1.6x10° | 21x10° | 1.1x10° 1x10°
(1/M-s)

Velocidadoff | 29x 10° | 2.6 x10% [53x10° [29x10° [54x10°
(1/M-s)

Ko (nM) 0.12 1.7 0.25 0.27 0.54

ICso prom (nM) 0.47 3 0.83 0.48 1.1
IL-12 hum

ICs0 prom (nM) 1.5 3 1.6 0.57 0.84
IL-12 cyno

Anticuerpo de | 8E1.1 8E1.2 3G71 3G7.2 1A6.5 1A6.6
CDR injertada
Anti IL-12p40

Velocidadon | 52x 10° 0 42x10° 6.1x10° 13x10° | 1.3x10°
(1/M-s)

Velocidad off | 8.7 x 107 0 9.1x 107 1.4x107 56x10° | 1.0x10™
(1/M-s)

Kp (nM) 1.7 0 0.22 0.23 0.43 0.078

IC50 prom (nM) 2.8 0 0.56 0.24 1.9 0.59
IL-12 hum

IC5, prom (nM) 4.6 0 1.2 0.7 1.1 0.14
IL-12 cyno

N



159

Ejemplo 2.3:Construccion de Anticuerpos anti IL-12 humana humanizados

La humanizacion de los anticuerpos anti IL-12 humana se realiz6 de la

siguiente forma.

Ejemplo 2.3.1: Modelamiento de homologia con anticuerpos de CDR
injertada

Se us6 el modelamiento de homologia para identificar residuos unicos
para las secuencias de anticuerpo muerono que se predice que son criticos

para la estructura del sitio de combinacion del anticuerpo (las CDRs).

El modelamiento de homologia es un método computacional por medio
del cual se generan coordenadas tridimientsionales apropiadas para una
proteina. La fuente de coordenadas iniciales y guia para su ferinamiento
adicional es una seguna proteina, la proteina preferida, para la cual se conocen
las coordinadas tridimensionales y la secuencia de la cual esta relacionada a la
secuencia de la primera proteina. La relaciéon entre las secuencias de las dos
proteinas se usa para generar una correspondencia entre la proteina de
referencia y la proteina para la cual se desean las coordenadas, la proteina
objetivo. Las secuencias primarias de la referencia y las porteinas objetivo son
alineadas con coordinadas de porciones idénticas de las dos proteinas
transferidas directamente de la proteina de referencia a la proteina objetiva.
Las coordenadas para las porciones no emparejadas de las dos proteinas, p.e.,
de mutaciones, inserciones, o eliminaciones de residuo, son construidas a
partir de moldes estructurales genéricos y se refind la energia para asegurar la
consistencia con las coordinadas del modelo ya transferidas. Esta estructura de
proteina computacional puede ademas ser refinada o empleada directamente

en estudios de modelamiento. Se debe aclarar de esta descripcion que la
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calidad de la estructura del modelo es determinada por la precision de la
contencion con la que las proteinas de referencia y objetivo estan relacionadas

y la precision con la cual la alineacién de secuencia esta construida.

Para las secuencias murinas 1A6, 8E1 y 1D4, se us6 una combinacion
de busqueda BLAST e inspeccién visual para identificar estructuras de
referencia adecuadas. Las estructuras de referencia elegidas para 1A6 y 1D4
fue la entrada IJRH de PDB. Para 8E1, la estructura de referencia de caden
apesada fue la entrada 1FL3 de PDB vy la referencia de cadena ligera fue
1MEX. La identidad de secuencia de 25% entre las secuencias de amino acido
de referencia y objetivo se considera la minima necesaria para intentar un
exjercicio de modelamiento de homologia. Las alineaciones de secuencia se
construyeron manualmente y las coordenadas del modelo se generaron con el
programa Jackal (ver Petrey, D., Xiang, Z., Tang, C.L., Xie, L., Gimpelev, M.,
Mitros, T., Soto, C.S., Goldsmith-Fischman, S., Kernytsky, A., Schlessinger, A,
et al. 2003. Using multiple structure alignments, fast model building, and
energetic analysis in fold recognition and homology modeling. Proteins 53
(Suppl. 6): 430-435).

Las secuencias primarias de las regiones marco murina y humana de los
anticuerpos seleccionados comparten identidad significante. Las posiciones de
residuo que difieren son candidatas para inclusion del residuo murino en la
secuencia humanizada con el fin de retener la potencia de enlace observada
del anticuerpo murino. Una lista de residuos de marco que diffieren entre las

secuencias humana y murina se construyé manualmente.

La probabilidad que un residuo de marco dado impacte las porpiedades
de unién del anticuerpo depende de su proximidad a los residuos de CDR. Por
lo tanto, usando estructuras del modelo, los residuos que difieren entre las

secuencias murina y humana fueron clasificados de acuerdo a su distancia
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desde cualquier atom en las CDRs. Aquellos residuos que caen dentro de los
45 A de cualquier atomo de la CDR fueron identificados como los mas
importantes y se recomendaron como candidatos para retencion del residuo

murino en el anticuerpo humanizado (p.e. retro mutacién).

El examen del modelo por computadora sugiri6 que en el anticuerpo
1A6.1, los residuos L1, L2, L36, y L67 de la cadena ligera (1D4.1 VKB3)
estcamem contacto significativo con las CDRs y por lo tanto, sugiere que los
residuos murinos deben ser retenidos en estas posiciones. En el caso de
1D4.1, los residuos H1 y H98 de la cadena pesada (1D4.1 VH2-70), asi como
L2 y L67 de la cadena ligera (1D4.1 VKB3) fueron identificados como

posiciones para retro mutacion.

Ejemplo 2.3.2: Generacion de Anticuerpos hibridos

Para determinar cual cadena de CDR injertada (VH, VL o ambas) puede
beneficiarse de retro mutaciones de marco, se construyeron anticuerpos
"hibridos" emparejando una cadena H o L con CDR injertada con una cadena H
o L murina quimérica apropiada seguida por co-transfeccion en células COS.
La Tabla 14 muestra las secuencias de amino acido de VH y VL de los
anticuerpos hibridos 1A6.3, 1A6.4, 1A6.7, 1A6.8, 1D4.4,y 1D4.5.

Tabla14: Secuencias de Amino acido de anticuerpos hibridos

SEQ Regioén de Secuencia
ID Proteina
No.

123456789012345678501234567890

69 | VH de 1A6.3
(10) | (FR1 VH2-26/JH6) | EVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLS
(7)| (FR2 VH2-70/JH6) | TSGMGVSWIRQPPGKALEWLAHIWWDGDNY
(11) | (FR3 VH2-26/JH6) | YNPSLKSRLTISKDTSKSQUVLTMTNMDPV

(9) | (FR4 VH2-70/JH6) | DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTTVTVSS
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SVVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVS

38 | VL de 1A6.3 NDVAWFQOKPGQSPRLLIYYAENRYTGVED
RPTGSGYGTDFTFTISTVOAEDLAVYFCQQ
DYNSPWIFGGGTKLEIKR _
QVTLKESGPGILKPSQTLSLTCSFSGFSLS
37 | VH de 1A6.4 PSGHGVSWIRQPSGKGLEWLAHIWWDGDNY
YNPSLKSOLTISKDTSRNQVFLRIATVDTA
DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTSVIVSS
70 | VL de 1AG.4 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVS
(27) | (FR1 L2/JK4) NDVAWYQOKPGQAPRLLIYYASNRYTGIPA
(28) | (FR2 L2/JK4) RFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFAVYYCQQ
(29) | (FR3 L2/JK4) DYNSPWTFGGGTKVEIKR
(26) | (FR4 B3/JK4)
QVTLXESGPGILKPSQTLSLTCSFSGFSLS
37 | VH de 1A6.7 PEGMGVSWIRQPSGKCLEWLAHIWWDGDNY
YNPSLKSQLTISKDTSRNQVFLRIATVDTA
DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTSVIVSS
68 | VL de 1A6.7 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVS
(23) | (FR1 B3/JK4) NDVAWYQOKPGQPPKLLIYYASNRYTGVPD
(24) | (FR2 B3/JK4) RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQ
(25) | (FR3 B3/JK4) DYNSPWTFGGGTKVEIKR
(26) | (FR4 B3/JK4)
67 | VH de 1A6.3 EVTLRESGPALVKPTQTLTLICTFSGFSLS
(6) | (FR1 VH2-70/JH6) | 1pgeMGVSWIRQPPGKALEWLAHIWWDGDNY
(7) | (FR2 VH2-70/JHB) | yNpSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPY
(8) | (FR3 VH2-70/JH6) | pPATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTTVIVSS
(9) | (FR4 VH2-70/JH8)
SVVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVS
38 | VL de 1A6.8 NDVAWFQQKPGQSPKLLIVYASNRYTGVPD
RFTGSGYGTDFTFTISTVQAEDLAVYFCQQ
DYNSPWTFGGGTKLEIKR
65 | VH de 1D4.4
(6) | (FR1 VH2-70/JH6) EVTL%%’;S‘;‘;E&“WCTF s
g; Eisg wg;gﬁng; YNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDEV
(9) | (FR4 VH2-70/JH6) DTATYYCARRGIRSAMDYWGQGTTVTVSS
SVVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVS
36 | VL de 1D4.4 NDVAWYQOKPGQSPKLLIYYASNRYTGVPD
RFTGSGYGTDFTFIISTVRAEDLAVYFCQQ
DYNSPWIFGGGTKLEIKR
QVTLKESGPGILOPSQTLSLTCSFSGFSLR
35 | VH de 1D4.5 KSVMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKY

YNPSLKSRLTISKDPSRNQVFLKITSVDTA
DAATYYCTRRGIRSAMDYWGQGTSVTVSS
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62 | VL de 1D4.5 DIVMTOSPDSLAVSLGERATINCKASQSVS
(23) | (FR1 B3/JK4) NDVAWYQQKPGQPPRLLIYYASNRYTGVPD
(24) | (FR2 B3/JK4) RFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQ
(25) | (FR3 B3/JK4) DYNSPWIFGGGTKVEIKR

(26) | (FR4 B3/JK4)

Los anticuerpos hibridos fueron purificados mediante cromatografia de
Afinidad de proteina A (Ejemplo 1.2.C) y se evalud su potencia en el ensayo de
blasto de PHA como en los Ejemplos 1.1.C2 y 1.1.C3. Las medidas cinéticas se
determinaron usando BlAcore como en el Ejemplo 1.1. B. La Tabla 15 muestra
los valores de Kp e ICso de los anticuerpos hibridos. Los datos de potencias y
afinidad derivados con los mAbs hibridos se compararon con los datos
generados con los MAbs con CDR injertada apropiados (Ejemplo 2.3.1) para
identificar cambios de potencia y afinidad atribuidos a una cadena VH o VL
particular. Se evaluo6 si una cadena VH o VI humanizada era la cadena 6ptima
o no, usando los métodos descritos en el Ejemplo 2.3.1. En algunso casos, los
residuos que no cayeron dentro de los 4.5 A de cualquier atomo de CDR fueron

marcados adicionalmente para retro mutaciones.

Tabla 15: Neutralizacién de IL-12 mediante anticuerpos anti-IL-12p40

hibridos y afinidad de anticuerpos anti-IL-12p40 hibridos

Anticuerpo 1D4.4 1D4.5 1A6.3 1A6.4 1A6.7 1A6.8
Velocidad on | 2.8x10° 3x10° 1.9x10° | 1.1x10° ND ND
(1/M-s)
Velocidad off | 2.1x10° | 3.1x10° | 2.6x10° | 1.1x10™ ND ND

(1/M-s)

Ko (nM) 0.074 0.11 0.14 1.0 ND ND
ICso prom 0.64 0.053 0.068 2.1 0.29 0.08
(nM) IL-12

hum

IC5, prom 1.1 0.1 0.049 1.2 0.35 0.06
(nM) IL-12

cyno
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Ejemplo 2.3.3: Construccion _de retro mutaciones de marco en

anticuerpos con CDR injertada

Para generar anticuerpos humanizados, se introdujeron retro mutaciones
de marco en anticuerpos de CDR injertada usando cebadores mutagénicos y el
kit de Mutagénesis Dirigido a Sitios Multiples QuikChange (Stratagene
#200513, La Jolla, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
construyeron diferentes combinaciones de retro mutaciones para daca una de
las CDR injertadas para identificar la importancia relativa de cada residuo.
Variante 1 VKB3 de cadena ligera de 1A6.1 (L1-D— S, L2-I-V, L36-Y—=F, L67-
S-Y), variante 2 VKB3 de 1D4.1 (L1-D—- S, L36-Y—F, L67-S—Y), variente
VKB3 de 1D4.1 (L1-D— S, L67-S—Y), variante 4 VKB3 de 1D4.1 (L2-I-V,
L67-S—Y), y variante 5 VKB3 de 1D4.1 (L67-S—Y). variante 1 VH2-70 de
cadena pesada de 1D4.1 (H1-E- Q, H93-A-T), y variante 2 VH2-70 de 1D4.1
(H93-A—T). EI ADN monocatenario mutado fue entonces transformado en
células ultracompetentes XL10-Gold. El secuenciamiento de colonia se realizo
en los transformantes para identificar clones que portan las mutaciones
deseadas. EI ADN plasmido fue aislado de clones positivos usando el Kit
Maxiprep Qiagen (Qiagen, Valencia, CA) y las regiones variable y constante
fueron secuenciadas en su totalidad. Como se describié anteriormente, se
construyeron varias combinaciones adicionales de retro mutaciones para cada
uno de los anticuerpos con CDR injertada. La caracterizacion de los
anticuerpos humanizados generados, como se revelo anteiormente, se realizd

como se revela en el Ejemplo 2.3.4 siguiente.

4 Bo
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Ejemplo 2.3.4: Expresion __y  caracterizacion de  anticuerpos

humanizados

Los vectores de expresion PBOS (ver Ejemplo 2.1 y 2.2.2) que albergan
cadenas pesada y ligera que contienen reto mutaciones de marco fueron co-
transfectados en células COS para producir temporalmente anticuerpos
humanizados de longitud total. Las secuencias de amino acido de las regiones

VH y VL de los anticuerpos humanizados se revelan en la Tabla 16.

Tabla 16: Secuencias de Anticuerpos Humanizados

SEQ Region de Secuencia
ID Proteina
No.

123456789012345678%01234567890

67 | VH de 1A6.9

EVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLS
(6) | (FR1 VH2-70/JH6) | mgemevSWIRQPPCKALEWLAHIWWDGDNY
(7) | (FR2 VH2-70/JHB) | ynpsLKERLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPV

(8) | (FR3 VH2-70/JH6) | ppaTYYCARRTRVNYAMDYWGQGTTVTVSS
(9) | (FR4 VH2-70/JH6)

SVVMTOSPDSLAVSLGERATINCKASQSVS

79 | VL de 1A6.9 NDVAWFQQOKPGQPPKLLIYYASNRYTGVPD
RFSGSGYGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQ
DYNSPWTFGGGTKVEIKR
EVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLS

80 | VH de 1D4.6 KSVMGVSWIRQPPGKALEWLAHIYWDDDRY

YNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPV
DTATYYCTRRGIRSAMDYWGQGTTVTVSS

DVVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVS

81 | VL de 1D4.6 NDVAWYQQKPGQPPKLLIYYASNRYTGVPD
RFSGSGYGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQ
DYNSPWIFGGGTKVEIKR
EVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLR

82 | VH de 1D4.7 KSVMGVSWIRQPPGKALEWLARIYWDDDKY

YNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPV
DTATYYCTRRGIRSAMDYWGQGTTVTIVSS

83 | VL de 1D4.7 DVVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVS
NDVAWYQQOXPGQPPKLLIYYASNRYTGVPD
RPSGSGYGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQO
DYNSPWTFPGGGTKVEIKR

454



166

EVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLR
84 | VH de 1D4.8 KSVMGVSWIRQPPGRKALEWLAHIYWDDDKY
YNPSLRSRLTISKDTSKNQVVLTMTINMDPV
DTATYYCTRRGIRSAMDYWGQGTTVTVSS

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVS

85 | VL de 1D4.8 NDVAWYQQKPGQPPKLLIYYASNRYTGVPD
RFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQ
DYNSPWTFGGGTKVEIKR
EVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLR

86 | VH de 1D4.9 KSVMGVSWIRQPPGKALEWLAHIYWDDDKY

| YNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPY
DTATYYCTRRGIRSAMDYWGQGTTVTVSS

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASQSVS
87 | VL de 1D4.9 NDVAWYQQKPGQPPKLLIYYASNRYTGVPD
RFSGSGYGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQ
DYNSPWTFGGGTKVEIKR

EVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
88 | VH de 8E1.3 DYGMVWVROAPGKGLEWVASISSGSSNIYY
ADTVKGRFTISRDDSKNTLYLOMNSLKTED
TAVYYCARNPYWGQGTTVIVSS

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQNVG
89 | VL de 8E1.3 TNVAWYQQKPEKAPKSLIYSASHRYSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ
YNSYPLTFGGGTKVEIKR

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKATGYTFN
90 | VH de 3G7.3 DYWIEWVRQAPGQGLEWMGGFSHGSGSTNY
NERFKGRVTMTADSSTNTAYMELRSLRSDD
TAVYYCARRRFRGMDYWGQGTTVTIVSS

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVS
91 | VL de 3G7.3 NDVAWYQQKPGOAPRLLIYYASNRYTGVPD
RFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFAVYYCQQ
DYSSPWSFGGGTKVEIKR

Las posiciones de amino acido retro mutadas en las VH y VL de los anticuerpos
de CDR injertada se listan en la Tabla 17.
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Tabla17: Amino acidos retro mutados presentes en anticuerpos

humanizados

Nombre Anticuerpo Mutaciones en VH Mutaciones en VK
1A6.9 Ninguna L1 D -S
L2 | -5V
L36 Y oF
L67 S -Y
1D4.6 H93 A »T L2 | -5V
L67 S oY
1D4.7 H30 S -»R L2 | »V
H93 A T L67 S -Y
1D4.8 H30 S -»R Ninguna
HO3 A 5T
1D4.9 H30 S -R L67 S Y
HO3 A 5T
8E1.3 H3 Q- K L3 Q-HV
H49 G- A
H77 S—> T
3G7.3 H25S—> T L58 1-V
H30 T-> N L60 A-D
H71T-> A
H73T—> S
H76 S—» N

Los sobrenadantes de célula que contienen anticuerpos humanizados
fueron purificados como se describe en el Ejemplo 1.2.C. Se determiné la
habilidad de los anticuerpos humanizados purificados para neutralizar |L-12 in
vitro usando el ensayo de blasto de PHA como se describe en los Ejemplos
1.1. C2 y 1.1. C3. Las afinidades de enlace de los anticuerpos purificados a IL-
12p70 humana purificada recombinante se determinaron usando BlAcore como
se describe en el Ejemplo 1.1. B. La Tabla 18 muestra los valores de |Csq del

ensayo de blasto de PHA y la Kps del BlAcore.

183



168

Tabla 18: Neutralizacion de IL-12 por anticuerpos anti-IL-12p40

humanizados y afinidad de anticuerpos anti-IL-12p40 humanizados

Anticuerpo 1D4.6 1D4.7 1D4.8 1D4.9 1A6.9 SE1.3 3G7.3
Velocidad on | 4.8x10° | >1x10° | 1.2x10° | 5.3x10° | 3.5x10° | 1.3x10° | 7.8x10°

(1/M-s)

Velocidad off | <1x10° | <1x10® | <1x107 1x10° | <1x10° | 1.0x10° | 1.5x107

(1/M-s)

Ko (nM) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.76 0.2
ICs, prom 0.15 0.014 0.095 0.035 0.15 10 0.45
(nM) IL-12

hum
ICso prom ND 0.031 ND ND ND ND ND
(nM) IL-12

cyno
Ejemplo 2.4: Generacién _de anticuerpos anti IL-12 humana

humanizados adicionales

La humanizacion de las regiones variables de los anticuerpops
monoclonales murinos 8E1 y 1A6 se realizd esencialmente de acuerdo con el
procedimiento de Queen, C, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029-10033
(1989). Primero se identificaron los segmentos V humanos con alta homologia
a las secuencias de amino acido de VH y VL del anticuerpo monoclonal murino.
Luego, las secuencias de region determinante de complementariedad (CDR)
junto con los amino acidos de marco importantes para mantener las estructuras
de las CDRs fueron enjertadas en las secuencias de marco humanas
seleccionadas. Adicionalmente, los amino acidos de marco humano que se
encontrd que eran raros en el subgrupo de la region V correspondiente fueron
sustituidos con amino acidos de concenso para reducir la inmunogenicidad

potencial. Los anticuerpos monoclonales humanizados resultantes se

fﬁ(/
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expresaron en células, purificaron y caracterizaron como se describe a

continuacion.

Los anticuerpos 8E1.4, 8E1.5, 8E1.6, 1A6.10, 1A6.11, y 1A6.12

monoclonales humanizados se generaron de la siguiente forma.

Ejemplo 2.4.1: Generacién _de anticuerpos 8E1.4, 8E1.5, 8E1.6

monoclonales humanizados

Para la humanizacion de las regiones variables de 8E1, marcos de
region V humana usados como aceptores para las CDRs de 8E1 fueron
elegidos con base en la homologia de secuencia. Primero, se construyé un
modelo a molecular de las regiones variables de 8E1 con la ayuda de los
programas de computadora ABMOD y ENCAD (Levitt, M., J. Mol. Biol. 168:
595-620 (1983)). Luego, con base en una busqueda de homologia contra las
secuencias de segmento V y J humana, se seleccionaron el segmento HA3D1
de VH (Olee, T., et al., J. Exp. Med. 175: 831-842 (1992)) y el segmento JH4 de
J (Ravetch, J.V., et al., Cell 27: 583-591 (1981)) para proporcionar los marcos
para las regiones variables de cadena pesada de 8E1.4, 8E1.5, y 8E1.6. Para
las regiones variables de cadena ligera de 8E1.4, 8E1.5 y 8E1.6, se usaron el
segmento HK137 de VL (Bentley, D.L., y Rabbitts, T.H., Cell 32: 181-189
(1983)) y el segmento JK2 de J (Hieter, P.A., et al., J. Biol. Chem. 257: 1516-
1522 (1982)). La identidad de los amino acidos de marco entre VH de 8E1 y el
aceptor HA3D1 humano y los segmentos JH4 fue del 84%, mientras que la
identidad entre el VL de 8E1 y el aceptor HK137 humano y los segmentos JK4
fue del 67%. Las secuencias de aceptor de cadena pesada y ligera de
anticuerpo humano usadas para generar anticuerpos anti-IL-12 humana,

humanizados adicionales se listan en las Tablas 19 y 20.

18
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Secuencias de Aceptor de Cadena Pesada usados para

Anticuerpos Humanizados Adicionales

SEQ Region de Secuencia
ID Proteina
No.
123456789012345678901234567830
92 FR1 M60/JH4 | QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTLYGFSLS
7 FR2 M60/JH4 | WIRQPPGKALEWLA '
8 FR3 M60/JH4 | RLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYC
AR
93 FR4 M60/JH4 | WGQGTLVTVSS
94 | FR1 HA3D1/JH4 | EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
16 FR2 HA3D1/JH4 | WWVRQAPGKGLEWVS
17 FR3 HA3D1/JH4 | RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYC
AR
95 FR4 HA3D1/JH4 | WGQGTLVTVSS
Tabla20: Aceptor de Cadena Ligera usado para Anticuerpos
Humanizados Adicionales
SEQ Regioén de Secuencia
ID Proteina
No.
123456789012345678901234567890
30 FR1 1I-3R/JK4 | DTOMTQSPSSLSASVGDRVTITC
34 FR2 11I-3R/JK4 | WYQQKPGKAPKLLIY
96 FR3 lI-3R/JK4 | GVPSRISGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATY
YC
26 FR4 11I-3R/JK4 | PGGGTKVEIKR
30 FR1 HK137/JK4 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
97 FR2 HK137/JK4 | wFQOKPGKAPKSLIY
32 FR3 HK137/JK4 | GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY
YC
26 FR4 HK137/JK4

FGGGTKVEIKR

456
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Ejemplo 2.4.2: Construccion de anticuerpos 8E1.4, 8E1.5 y 8E1.6

Los genes de region variable de cadena pesada y ligera se construyeron
y amplificaron usando aproximadamente 30 oligonucledtidos sintéticos de
superposicion que varian de longitud de aproximadamente 20 a 40 bases
siguiendo un método publicado (Rouillard, J.-M., et al, Nucleic Acids Res. 32:
W176-W180 (2004)). Los oligonuclettidos fueron fijados y ensamblados con el
Sistema de PCR De Alta Fidelidad de Expansion (Expand High Fidelity PCR
System) (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN), produciendo un
producto de longitud total. El producto resultante fue amplificado mediante
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) usando el Sistema de PCR De Alta
Fidelidad de Expansion (Expand High Fidelity PCR System). Los fragmentos
amplificados por PCR fueron purificados por gel, digeridos con Miul and Xbal,
purificados con gel, y subclonados, respectivamente, en una forma modificada
de pvg1.D.Tt (Cole, M.S., et al., J. Immunol. 159: 3613-3621 (1997); y ver mas
adelante) y pVk (Co, M.S., et al., J. Immunol. 148: 1149-1154 (1992)).

En las posiciones de marco en las cuales el modelo de computadora
sugirid contacto significativo con las CDRs, se sustituyeron los amino acidos de
las regiones V de ratén por los amino acidos de marco humano originales. Esto
se hizo en el residuo 49 para las cadenas pesadas de 8E1.4 y 8E1.5, y
adicionalmente en el residuo 74 para la cadena pesada de 8E1.6. Para las
cadenas ligeras de 8E1.5 y 8E1.6, los reemplazos se hicieron en el residuc 46,
y adicionalmente en el residuo 60 para 8E1.5. Los residuos de marco que se
encontraron solo rdramente en sus posiciones respectivas en los subgrupos de
region V humana correspondientes fueron reemplazados con amino acidos de
concenso humanos en las posiciones. Esto se hizo en el residuo 78 para
ambas cadenas pesadas de 8E1.5 y 8E1.6, y en el residuo 36 para las cadenas
ligeras de 8E1.5y 8E1.6.
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La mutagénesis dirigida al sitio de los genes V sintéticos se hizo usando
el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il (Stratagene, La Jolla, CA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las mutaciones especificas en
el gen VH de 8E1.6 fueron creadas usando olidos de mutagénesis y metodos
de PCR bien conocidos en la técnica. La etapa de PCR se hizo usando
Polimerasa de ADN PfuUltra HF (Stratagene), siguiendo las recomendaciones
del fabricante, incubando a 95 °C por 30 seg, seguido por 18 ciclos de 95 °C
por 30 seg, 55 °C por 1 min y 68 °C por 1 min, seguido por incubacién a 68 °C
por 7 min. Después de la digestion con Dpnl, células Quimicamente
Competentes TOP10 en cepa de E. coli (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA)
fueron transformadas con una pepuefia porcién del producto de PCR. EI ADN
miniprep verificado de secuencia fue digerido con Mlul y Xbal, y el fragmento
de restriccion resultante que contiene el gen VH 8E1.6 mutado fue subclonado

en el vector de expresion pVgl.D.Tt modificado descrito a continuacion.

Ilgualmente, se crearon mutaciones especificas en el gen VL de 8E1.5
VL usando oligos de mutagénesis y métodos de PCR bien conocidos en la
técnica. La etapa de PCR se hizo como se describié anteriormente, y después
de la digestion con Mlul y Xbal, el fragmento de restriccion resultante fue
subclonado en el vector de expresion pVk. Las mutaciones fueron verificadas

mediante secuenciamiento de nucledtido.

Los genes que codifican VH o VL humanizada fueron disefiados como
mini-exones que incluyen péptidos de sefial, sefiales de donador de empalme,
y sitios de enzima de restriccion apropiados para la clonacion posterior en un
vector de expresion mamifero. Las sefiales donadoras de empalme en los mini-
exones de VH y VL fueron derivados de las secuencias JH y JH de linea
germinal humana correspondientes, respectivamente. La secuencia de peptido
de sefal en el mini exén de VH humanizado fue MEFGLSWLFLV AILKGVQC
(SEQ ID NO. 110), y en los mini exones de VL humanizado fue

184
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MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC (SEQ ID NO. 111). Los genes VH y VL de
8E1.4, 8E1.5 y 8E1.6 fueron construidos por ensamble de oligonucleétidos

sintéticos de superposicién y métodos de PCR bien conocidos en la técnica.

Ejemplo 2.4.3: Generacion _de anticuerpos 1A6.10, 1A6.11 y 1A6.12

Monoclonales Humanizados

Para la humanizaciéon de las regiones variables de 1A6.10, 1A6.11 y
1A6.12, se sigui6 el enfoque proporcionado en la presente invencion. Primero,
se construyd un modelo a molecular de las regiones variables de 1A6 con la
ayuda de los programas de computadora ABMOD y ENCAD (Levitt, M., J. Mol.
Biol. 168: 595-620 (1983)). Luego, con base en una busqueda de homologia
contra las secuencias de segmento V y J humana, se seleccionaron, el
segmento M60 de VH (Schroeder, Jr., HW. y Wang, J. Y., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87: 6146-6150 (1990)) y el segmento JH4 de J (Ravetch, J.V., et al.,
Cell 27: 583-591 (1981)) para proporcionar los marcos para las regiones
variables de cadena pesada de 1A6.10 y 1A6.12. Para las regiones variables
de cadena ligera de 1A6.10, 1A6.11 y 1A6.12, se usaron el segmento 1i1-3R de
VL (Manheimer-Lory, A., et al., J. Exp. Med. 174: 1639-1652 (1991)) y el
segmento JK4 de J (Hieter, P.A,, et al., J. Biol. Chem. 257: 1516-1522 (1982)).
La identidad de los amino acidos de marco entre VH de 1A6 y el aceptor
humano M60 y los segmentos JH4 fue del 74%, mientras que la identidad entre
VL de 1A6 y el aceptor ilI-3R humano y los segmentos JK4 fue del 71%. Las
secuencias de anticuerpo fueron generadas como se revela en el Ejemplo
2.3.3.

En las posiciones de marco en las cuales el modelo de computadora
sugirio contacto significativo con las CDRs, se sustituyeron los amino &cidos de
las regiones V de ratdon por los amino acidos de marco humano originales. Esto

se hizo en el residuo 68 para las cadenas pesadas de 1A6.10, 1A6.11 y

/763
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1A6.12. Para las cadenas ligeras, los reemplazos se hicieron en los residuos
36 y 67 para 1A6.11 y 1A6.12, y adicionalmente en el residue 60 para 1A6.12.
Los residuos de marco que se encontraron solo raramente en sus posiciones
respectivas en los subgrupos de region V humana correspondientes fueron
reemplazados con amino acidos de concenso humanos en aquellas posiciones.
Esto se hizo en los residuos 10, 46, 83, 84, 86 y 87 de la cadena pesada, y en
el residuo 62 de las cadenas ligeras de 1A6.10, 1A6.11 y 1A6.12. La
mutagénesis dirigida al sitio se realizé6 usando ooligos mutagénicos y metodo

de PCR como se describid anteriormente.
Las secuencias de amino acido de las regiones VH y VL resultantes de
los anticuerpos anti-IL-12 humanizados adiconales generados se listan en la

Tabla 21.

Tabla 21: Secuencias de Anticuerpos Humanizados Adicionales

SEQ Region de Secuencia
ID Proteina
No.

123456789012345678901234567890

EVTLRESGPGLVKPTQTLTLTCTLYGFSLS
98 | VH de 1A6.10 TSGMGVSWIRQPPGKGLEWLAHIWWDGDNY
YNPSLKSQLTISKDTSKNQVVLKLTSVDPV
DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTLVTVSS

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRKASQSVS

99 | VL de 1A6.10 NDVAWYQQKPGKAPKLLIYYASNRYTGVPD
RFSGSGYGTDFTFTISSLOPEDIATYYCQQ

DYNSPWTFGGGTKVEIKR
EVTLRESGPGLVKPTQTLTLTCTLYGFSLS
100 | VH de 1A6.11 TSCMGCVSWIRQPPGKGLEWLAHIWWDGDNY

YNPSLRSQLTISKDTSKNQVVLKLTSVDPV
DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTLVTVSS

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVS
101 | VL de 1A6.11 NDVAWYQQKPGKAPKLLIYYASNRYTGVPS
RFSGSGYGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQ

DYNSPWTFGGGTKVEIKR
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102

VH de 1A6.12

EVTLRESGPGLVKPTQTLTLTCTLYGFSLS
TSCMGVSWIRQPPCKGLEWLAHIWNDGDNY
YNPSLKSQLTISKDTSKNQVVLKLTSVDPV
DTATYYCARRTRVNYAMDYWGQGTLVTVSS

103

VL de 1A6.12

DIOQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKABQSEVS
NDVAWFQOKPGKAPKLLIYYASNRYTGVPD
RFSGSGYGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQ
DYNSPWTFGGGTKVEIKR

104

VH de 8E1.4

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
DYGMVWVRQAPGKGLEWVASISSGSSNIYY
ADTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCARNPYWGQGTLVTVSS

105

VL de 8E1.4

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQONVG
TNVAWYQOKPGKAPKGLIYSASHRYSGVPS
RPSGSGSGTDFTLTISSIQPEDFATYYCQQ
YNSYPLTFGGGTKVEIKR

106

VH de 8E1.5

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
DYGMVWVRQAPGRGLEWVASISSGSSNIYY
ADTVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCARNPYWGQGTLVTVSS

107

VL de 8E1.5

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQNVG
TNVAWYQOKPGKAPKGLIYSASHRYSGVPD
RPSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ
TNSYPLTFGGGTKVEIKR

108

VH de 8E1.6

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
DYGMVWVRQAPGKGLEWVASISSGSSNIYY
ADTVRGRFTISRDDAKNTLYLOMNSLRAED
TAVYYCARNPYWGQGTLVTVSS

109

VL de 8E1.6

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVG
TNVAWYQOKPGKAPKGLIYSASHRYSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ
YNSYPLTFGGGTKVEIKR

Las posiciones de amino acido en el marco que fueron mutadas se listan

en la Tabla 22.



Tabla22: Posiciones de Mutaciones de Marco en Anticuerpos

Humanizados Adicionales

Nombre Anticuerpo

Mutaciones en VH

Mutaciones en VK

1 A6.10 H10 A—> G L62 1> F
H46 A—> G L67 S->Y
H68 R— Q
H83 T—- K
H84 M— L
H86 N— S
H87 M- V
1A6.11 H10 A-> G L36 Y>F
H46 A—> G L62 |> F
H68 R— Q L67 S-Y
H83 T— K
H84 M— L
H86 N— S
H87 M- V
1A6.12 H1I0 A> G L36 YF
H46 A—> G L60 S—D
H68 R— Q L62 1> F
H83 T—-> K L67 S-Y
H84 M— L
H86 N— S
H87 M—> V
8E1.4 H49 S— A L36 F> Y
H78 S—> T L46 S— G
8E1.5 H49 S— A L6 F>Y
H78 S—> T L46 S— G
L60S—> D
8E1.6 H49 S—>A L36F>Y
H74 N-D L46 S— G
H78 ST
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Ejemplo 2.4.4: Expresion de anticuerpos humaizados adicionales

El alotipo del gen de region constante gamma-1 humana en el plasmido
de expresion pVgl.D.Tt fue modificado del alotipo G1m (z,a) al z, no a. Se usé
el método de PCR de superposicién-extension (Higuchi, R., in "PCR
Technology: Principles and Applications for DNA Amplification”, Stockton Press,
New York (1989), pp. 61-70) para generar las sustituciones de amino acido
D356E y L358M (numeradas de acuerdo con el indice EU de Kabat, E.A_, et al,,
"Sequences of Proteins of Immunological Interest", 5a ed., National Institutes of
Health, Bethesda, MD (1991)), usando cebadores de mutagénesis. La etapa de
PCR se hizo usando el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il
(Stratagene). Después de la digestion o producto generado por PCR con Sfil y
Eagl, El fragmento de restriccion resultante fue subclonado en una forma
modificada del vector de expresion pVgl.D.Tt que contiene un sitio de

restriccion Nhel en el intrén entre los exones bisagra y CH2.

Las mutaciones a la region bisagra inferior del gen de region constante
gamma-1 también se generaron mediante mutagénesis dirigida al sitio.
Especificamente se generaron las sustituciones de amino acido L234A y L235A
(numerados de acuerdo con el indice EU de Kabat, E.A., et al.) usando oligos
de mutagénesis. La etapa de PCR se hizo usando el Kit DE Mutagénesis
Dirigida al Sitio QuikChange Il (Stratagene) como se describié anteriormente.
Después de la digestion del producto generado por PCR con Nhel y Eagl, el
fragmento de restriccion resultante fue subclonado en el vector de expresion
pVgl.D.Tt modificado descrito anteriormente, que contiene las mutaciones
D356E y L358M y un sitio Nhel en el intron entre los exones bisagra y CH2. Las

mutaciones fueron verificadas mediante secuenciamiento de nucledétido.

Las secuencias de amino acido de los mini-exones de VH y VL

humanizados se muestran en la Tabla 21. Los fragmentos de gen V resultantes
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fueron clonados, respectivamente, en una forma modificada de pVgLD.Tt y
pVk.

La linea celular de rifién humana 293T/17 (Coleccion Americada De
tipos de Cultivo - American Type Culture Collection, Manassus, VA) se mantuvo
en DMEM (BioWhittaker, Walkersville, MD) que contiene 10% de Sueron
Bovino Fetal (FBS) (HyClone, Logan, UT), amino acidos no esenciales MEM
0.1 mM (Invitrogen Corporation) y L-glutamina 2 mM (Invitrogen Corporation),
de aqui en adelante referido como medio 293, a 37 °C en un incubador al 7.5%
de CO2. Para la expresion y purificacion de anticuerpos monoclonales después
de la transfeccion temporal, las células 293T/17 fueron incubadas en DMEM
que contiene 10% de FBS de IgG bajo (HyClone), amino acidos no esenciales
MEM 0.1 mM y L-giutamina 2 mM, de aqui en adelante referido como medio
293 de 1gG bajo.

La transfeccion temporal de las células 293T/17 se realizé usando
Lipofectamina 2000 (Invitrogen Corporation) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Aproximadamente 2 x 10 células por transfeccion fueron
colocadas en placa en un frasco T-175 en 50 ml de medio 293 y crecieron
durante la noche hasta confluencia. El siguiente dia, 35 pg de pladsmido de
cadena ligera y 35 ug de plasmido de cadena pesada fueron combinados con
3.75 ml de Hibridoma-SFM (HSFM) (Life Technologies, Rockville, MD). En un
tubo separado se combinaron 175 ul de reactivo de Lipofectamina 2000 y 3.75
ml de HSFM e incubaron por 5 min a temperatura ambiente. La mezcla de 3.75
ml de Lipofectamina 2000-HSFM fue mezclada cuidadosamente con la mezcla
de 3.75ml de DNA-HSFM vy se incub6 a temperatura ambiente por 20 min. El
medio que cubre las células 293T/17 fue aspirado y reemplazado con medio
293 de IgG bajo, luego se agregaron los complejos lipofectamina-ADN por

gotas a las células, se mezclaron cuidadosamente mediante remolinos, y las

@
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células fueron incubadas por 7 dias a 37 °C en un incubador con 7.5% de CO2

antes de cosechas los sobrenadantes.

Los transfectantes temporales que producen 8E1.4, 8E15 y 8E1.6

fueorn generados como se describié anteriormente.

La expresion de anticuerpos 8E1.4, 8E1.5 y 8E1.6 humanizados se
midié por ELISA emparedado. Las placas de ELISA MaxiSorp (Nunc Nalge
International, Rochester, NY) fueron recubiertas durante la noche a 4 °C con
100 ul/pozo de una dilucién 1:1000 de anticuerpos policlonales especificos de
cadena Fcy anti-IgG humana de cabra AffiniPure (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., West Grove, PA) en amortiguador de carbonato-bicarbonato
de sodio 0.2 M, pH 9.4, lavados con Amortiguador de Lavado (PBS que
contiene 0.1% de Tween 20), y bloqueados por 1 hr a temperatura ambiente
con 300 pl/pozo de Amortiguador de Bloqueo SuperBlock en TBS (Pierce
Chemical Company, Rockford, IL). Después de lavado con Amortiguador de
Lavado, las muestras que contienen 8E1.4, 8E1.5 o 8E1.6 fueron
apropiadamente diluidas en Amortiguador de ELISA (PBS que contiene 1% de
BSA y 0.1% de Tween 20) y 100 pl/pozo como se aplicaron a las placas de
ELISA. Como estandar se usd el anticuerpo IgG1/x humanizado daclizumab
(PDL BioPharma, Inc.). Después de incubacién de las placas por 1 hr a
temperatura ambiente, y lavado con Amortiguador de Lavado, se detectaron los
anticuerpos enlazados usando 100 pl/pozo de una silucion 1:1000 de
anticuerpos policlonales especificos de cadena ligera kappa anti-humanos
conjugados a HRP (Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL).
Después de incubaciéon por 1 hr a temperatura ambiente, y lavado con
Amortiguador de Lavado, se llevé a cabo desarrollo de color agregando 100
ul/pozo de Sustrato ABTS Peroxidasa/Solucion de Peroxidasa B (KPL, Inc.,

Gaithersburg, MD). Después de incubacion por 7 min a temperatura ambiente,

195
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el desarrollo de color se detuvo agregando 50 pl/pozo de 2% de acido oxalico.
Se leyo la absorbancia a 415 nm usando un lector de microplaca VersaMax
(Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA). Los sobrenadantes de cultivo
obtenidos a partir de células 293T/17 transfectadas temporalmente fueron
analizados por ELISA para la produccién de 8E1.4, 8E1.5 y 8E1.6. Tipicamente
se observaron niveles de expresién de aproximadamente 30-50 pg/ml. Las
muestras que eran positivas fueron sometidas a purificacién como se describe

a continuacion.

Ejemplo 2.4.5: Purificacién de anticuerpos humanizados adicionales

Los anticuerpos monoclonales 8E1.4, 8E1.5 y 8E1.6 1gG1/x fueron
purificados del cultivo agotado con una columna de Proteina A Sefarosa de la
siguiente forma. Los sobrenadantes del cultivo de las transfecciones
temporales fueron recolectados mediante centrifugacion, y se filtraron estériles.
El pH de los sobrenadantes filtrados fue ajustado mediante la adicion de 1/50
de volumen de citrato de sodio 1 M, pH 7.0. Los sobrenadantes fueron corridos
en una columna HP de Proteina A HiTrap de 1 ml (GE Healthcare Bio-Sciences
Corporation, Piscataway, NJ) que fue pre-equilibrada con citrato de sodio 20
mM, NACI 150 mM, pH 7.0. La columna fue lavada con el mismo amortiguador,
y el anticuerpo enlazado fue eluido con citrato de sodio 20 mM, pH 3.5.
Después de neutralizacion por la adicion de 1/50 de volumen de citrato de
sodio 1.5 M, pH 6.5, las fracciones de anticuerpo recolectadas fueron
concentradas hasta ~0.5-1.0 mg/ml usando un dispositivo de filtro centrifugo
Amicon Ultra-15 de 15 ml (30,000 dalton MWCO) (Millipore Corporation,
Bedford, MA). Las muestras fueron entonces filtradas esterilizadas usando un
filtro jeringa Acrodisc de 0.2 um con membrana HT Tuffryn (Pall Corporation,
East Hills, NY). Las concentraciones de los anticuerpos purificados se
determinaron mediante espectroscopia UV midiendo la absorbancia a 280 nm
(1 mg/ml = 1.4 Azgp).
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El analisis SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras indicd que los
anticuerpos tenian un peso molecular de aproximadamente 150-160 kD. El
analisis bajo condiciones reductoras indicdé que los anticuerpos comprendian
una cadena pesada con un peso molecular de aproximadamente 50 kD y una
cadena ligera con un peso molecular de aproximadamente 25 kD. La pureza de

los anticuerpos parece ser de mas del 95%.

Ejemplo 2.4.6: Caracterizacidn de anticuerpos humanizados

adicionales usando ELISA de Competicion

Placas de ELISA MaxiSorp (Nalge Nunc International) fueron recubiertas
durante la noche a 4 °C con 100 ul/pozo de 1.0 pg/ml de IL-12 humana en
amortiguador de carbonato-bicarbonato de sodio 0.2 M, pH 9.4, lavadas con
Amortiguador de Lavado (PBS que contiene 0.1% de Tween 20), y bloqueadas
por 1 hr a temperatura ambiente con 300 pl/pozo de Amortiguador de Bloqueo
SuperBlock en TBS (Pierce Chemical Company). Después de lavado con
Amortiguador de Lavado, una mezcla de 8E1 biotinilado (0.8 pg/ml de
concentracion final) y anticuerpo competidor (8E1 o 8E1.4 o 8E1.5 o 8E1.6)
partiendo a 100 pg/mi de concentracion final y serialmente diluidos 3 veces) en
100 pl/pozo de amortiguador de ELISA, se agregd en duplicado. Como
controles de isotipo, se usaron 100 pl/pozo de 100 pg/ml de anticuerpos
monoclonales IgG1/x de ratén (MuFd79) o IgG1/x (HuFd79) en amortiguador
de ELISA. Como un control no competidor, se usaron 100 pl/pozo de
Amortiguador de ELISA. Después de incubar las placas por 1 hr a temperatura
ambiente, y lavado con Amortiguador de Lavado, los anticuerpos enlazados
fueron detectados usando 100 pl/pozo de 1 pg/ml de estreptavidina conjugada
a HRP (Pierce Chemical Company) en amortiguador de ELISA. Después de

incubacion por 1 hr a temperatura ambiente, y lavado con Amortiguador de
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Lavado, se llevd a cabo el desarrollo de color agregando 100 upl/pozo de
Sustrato ABTS Peroxidasa/Solucién de Peroxidasa B (KPL, Inc.). Después de
incubacion por 5 min a temperatura ambiente, el desarrolo de color se detuvo
agregando 50 ul/pozo de 2% de acido oxalico. Se leyd la abosorbancia a 415

nm.

La afinidad de 8E1.4, 8E1.5 y 8E1.6 a la |L-12 humana se analiz
mediante ELISA de competicién como se describidé anteriormente. Tanto 8E1
como las tres vessiones humanizadas compitieron con E81 biotinilado en una
manera dependiente de la concentracidon. La Tabla 23 muestra los valores de
ICso de 8E1, 8E1.4, 8E1.5 y 8E1.6 obtenidos usando el software de
computadora GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

Tabla23: Propiedades de enlace de los anticuerpos 8E1.4, 8E1.5 y

8E1.6

Anticuerpo Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Promedio D.E.
8E1 2.63 2.78 2.28 2.56 0.26
8E1.4 N.D. N.D. 8.33 N/A N/A
8E1.5 N.D. N.D. 13.4 N/A N/A
8E1.6 2.25 243 1.61 2.10 0.43

Los valores representan la ICsy (ug/ml) requerida para competir con 0.8

(ng/ml) de anticuerpo 8E1 biotinilado.

Los anticuerpos 1A6.10, 1A6.11, 1A6.12, 8E1.4 y 8E1.5 también furon
generados usando los métodos descritos en el Ejemplo 2.3. Los anticuerpos se
expresaron en células COS y se purificaron mediante cromatografia de afinidad
de Proteina A como se describe en los ejemplos 222 y 1.2.C,
respectivamente. Estos mAbs purificados fueron caracterizados por I1Csp y Kp
de acuerdo con el 1.1.B y 1.1.C 2. La Tabla 24 muestra las propiedades de
enlace de 1A6.10, 1A6.11, 1A6.12, 8E1.4 y 8E1.5.
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Tabla24: Parametros cinéticos y de potencia de anticuerpos

humanizados adicionales

Anticuerpo 1A6.10 | 1A6.11 | 1A6.12 | 8E1.4 8E1.5 8E1.6
Velocidad on | 3.2x10° ND 7.4x10° 8x10° 1.6x10° | 1.7x10°
(1/M-s)

Velocidad off | 7.6x10° ND 3x10™ 1x10° | 1.24x10° | 8x10™

(1/M-s)

Ko (nM) 0.024 ND 0.4 13 0.75 0.046
ICso prom 0.15 ND 0.088 12 8 ND
(nM) IL-12

hum

IC5 prom ND ND ND ND ND ND
(nM) IL-12

cyno

La presente invencién incorpora por referencia en su totalidad, técnicas
bienconocidas en el campo de la biologia molecular. Estas técnicas incluyen,

pero no se limitan a, técnias descritas en las siguientes publicaciones:

Ausubel, F.M. et al. eds., Short Protocols In Molecular Biology (4th Ed.
1999) John Wiley & Sons, NY. (ISBN 0-471-32938-X).

Lu and Weiner eds., Cloning and Expression Vectors for Gene Function
Analysis (2001) BioTechniques Press. Westborough, MA. 298 pp. (ISBN 1-
881299-21-X).

Kontermann and Dubel eds., Antibody Engineering (2001) Springer-
Verlag. New York. 790 pp. (ISBN 3-540-41354-5).
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Oild, R. W. & S. B. Primrose, Principles of Gene Manipulation: An

Introduction To Genetic _Engineering (3d Ed. 1985) Blackwell Scientific
Publications, Boston. Studies in Microbiology; V.2:409 pp. (ISBN 0-632-01318-
4).

Sambrook, J. et al. eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d Ed.
1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY. Vols. 1-3. (ISBN 0-87969-309-
6). .

Winnacker, E.L. From Genes To Clones: Introduction To Gene

Technology (1987) VCH Publishers, NY (translated by Horst Ibelgaufts). 634 p.
(ISBN 0-89573-614-4).
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Reivindicaciones

Reivindicamos:

1. Una proteina de uniéon que comprende un dominio de union a antigeno,
dicha proteina de unidén es capaz de unirse a una subunidad p40 de IL-12,
dicho dominio de union a antigeno comprende al menos una CDR que
comprende una secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste

de:

CDR-H1.  X;-X2-X3-X4-X5-Xs-X7 (SEQ ID NO: 55), en donde;
Xi1esD,K, T,08;
X2esY,S,0T,
XsesY,V,G,W,S,0F;
Xsesl,oM;
XsesH, G, E,0V;
Xs €s V, 0 no esta presente; y

X7 es S, 0 no esta presente;

CDR-H2.  X4-X-X3-X4-Xg-Xg-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-
X18-X19-X20 (SEQ ID NO: 56), en donde;

XiesH,D,G,W,S, YOR;

Xzesl,oF;

XsesY,W,L,S,N,DoG;

XsesW,P,H,T,08S;

XsesD,G,E A o0l

XeesD,G,S, T,o0N;

X7esD, G, S,0P;

XsesK,N,S, E, T,o0H;



XoesY, T,P,I,oN;

XwesY,N, T, HK, S, orG;
X1isN,o0Y;

Xi2esP,N,A D,0S;
Xi3esS,E,D,0P;

XiseslL,K,D, ToY,;

XisesK, F,V,M,R,0A;

Xises S, K, Q, P, 0 no esta presente;
Xi7es D, G, R, o no esta presente;
Xig es F, o no esta presente;

Xig €s Q, 0 no esta presente; y

X0 €s D, 0 no esta presente;

CDR-H3.  X4-Xo-X3-X4-X5-Xg-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-X13
57), en donde,
XiesR,NoW,
X2esG, T,R,P,0oH;,
Xsesl,R, F, Y, 0Q;
XsesR,V,Y,F,0A;
Xses S, N, G, A oR;
XesesA Y, L F,oM;
X7esM, A, D, L oF;
XsesD,M, Y, oW,
XoesY,D,0oN;
XioesY, A, ono esta presente;
X11 €s M, 0 no esta presente;
X12 es D, 0 no esta presente; y

Xiz es Y, o0 no esta presente;

(SEQ ID
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CDR-L1. X3-X2-X3-X4-Xs5-Xg-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-X13-X14-X15  (SEQ |D
NO: 568), en donde;
XiesK,0R;
Xaes A,
Xses S;
Xses Q,0E;
Xs5esS,0N;
XsesV,ol,
Xres S, G,oD;
Xges N, T,0K;
Xgoes D, N,0Y;
XwoesV,G,ol;
Xi1esA l,oH,
Xi2 €s S, 0 no esta presente;,
X13 es F, o no esta presente;
X14 €s M, 0 no esta presente; y

Xis5 €s N, 0 no esta presente;

CDR-L2. X1-X2-X3-X4-Xs5-Xe-X7-Xg (SEQ ID NO: 59), en donde;
XiesY,0S;
X;esA,oT,
Xzes S,0A;
XsesN,H, S, 0Q;
XsesR,N,0S;
XeesY,Q, ol
X7esT,S,0G;y

Xg €s S, 0 no esta presente;

CDR-L3. X4-X2-X3-X4-X5-Xe-X7-Xg-Xg (SEQ ID NO: 60), en donde,
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Xi1es Q;

Xz es Q;
XsesD,Y,0S;
XsesY,N, K, ol
XsesN, T,S,0E;
XeesS,Y,V,0W,

Xy es P,

Xs es'W, F.Y,L,oP;y
XoesT,0S.

2. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha
al menos una CDR comprende una secuencia de amino acido seleccionada del

grupo que consiste de:

residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 35; residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 45;
residuos 52-67 de SEQ ID NO.: 35; residuos 99-101 de SEQ ID NO.: 45;
residuos 100-108 de SEQ ID NO.: 35; residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 46;
residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 36; residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 46;
residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 36; residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 46;
residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 36; residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 47,
residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 37, residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 47,
residuos 52-67 de SEQ ID NO.: 37, residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 47;
residuos.100-109 de SEQ ID NO.: 37; residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 48,
residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 38; residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 48;
residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 38; residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 48,
residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 38; residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 49;
residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 39; residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 49;
residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 39; residuos 99-111 de SEQ ID NO.: 49;
residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 39; residuos 24-38 de SEQ ID NO.: 50;
residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 40; residuos 5.3-60 de SEQ ID NO.: 50;

0



residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 40;
residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 40;
residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 41;
residuos 50-66 de SEQ D NO. : 41
residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 41;
residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 42;
residuos 50-56 de SEQ ID NO.:42;
residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 42,
residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 43;
residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 43;
residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 43;
residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 44;
residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 44, y
residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 44;
residuos 31-35 de SEQ ID NO.:45;
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residuos 93-101 de SEQ ID NO.: 50;
residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 51;
residuos 52-67 De SEQ ID NO.: 51;
residuos 100-109 de SEQ ID NO.: 51;
residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 52;
residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 52;
residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 52,
residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 53;
residuos 47-66 de SEQ ID NO.: 53;
residuos 99-107 de SEQ ID NO.: 53;
residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 54,
residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 54,

residuos 89-97 de SEQ ID NO. :54.

3. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha

proteina de unién comprende al menos 3 CDRs.

4, La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dichas

al menos 3 CDRs son seleccionados de un conjunto de CDR de dominio

variable que consiste de:

Conjunto de CDR 1D4 VH

CDR-H1 1D4 VH

Residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 35

CDR-H2 1D4 VH

Residuos 52-67 de SEQ ID NO.: 35

CDR-H3 1D4 VH

Residuos 100-108 de SEQ ID NO.: 35

Conjunto de CDR 1D4 VL

CDR-L11D4 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 36

5
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CDR-L2 1D4 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 36

CDR-L3 1D4 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 36

Conjunto de CDR 1A6 VH

CDR-H1 1A6 VH

Residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 37

CDR-H2 1A6 VH

Residuos 52-67 de SEQ ID NO.: 37

CDR-H3 1A6 VH

Residuos 100-109 de SEQ ID NO.: 37

Conjunto de CDR 1A6 VL

CDR-L1 1A6 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 38

CDR-L2 1A6 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 38

CDR-L3 1A6 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 38

Conjunto de CDR 1D8 VH

CDR-H1 1D8 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 39

CDR-H2 108 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 39

CDR-H3 1D8 VH

Residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 39

Conjunto de CDR 1D8 VL

CDR-L1 1D8 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 40

CDR-L2 1D8 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 40

CDR-L3 1D8 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 40

Conjunto de CDR 3G7 VH

CDR-H1 3G7 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 41

CDR-H2 3G7 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 41

CDR-H3 3G7 VH

Residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 41

Conjunto de CDR 3G7 VL

CDR-L1 3GT VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 42

CDR-L2 3GT VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 42

CDR-L3 3GT VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 42

Conjunto de CDR 5E8 VH

CDR-H1 5E8 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 43

CDR-H2 5E8 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 43
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CDR-H3 5E8 VH

Residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 43

Conjunto de CDR 5E8 VL

CDR-L1 5E8 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 44

CDR-L2 5E8 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 44

CDR-L3 5E8 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 44

Conjunto de CDR 8E1 VH

CDR-H1 8E1 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 45

CDR-H2 8E1 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 45

CDR-H3 8E1 VH

Residuos 99-101 de SEQ ID NO.: 45

Conjunto de CDR 8E1 VL

CDR-L18E1 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 46

CDR-L2 8E1 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 46

CDR-L3 8E1 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 46

Conjunto de CDR 1H6 VH

CDR-H1 1H6 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 47

CDR-H2 1H6 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 47

CDR-H3 1H6 VH

Residuos 99-106 de SEQ ID NO.: 47

Conjunto de CDR 1H6 VL

CDR-L1 1H6 VL

Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 48

CDR-L2 1H6 VL

Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 48

CDR-L3 1H6 VL

Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 48

Conjunto de CDR 3A11 VH

CDR-H1 3A11 VH

Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 49

CDR-H2 3A11 VH

Residuos 50-66 de SEQ ID NO.: 49

CDR-H3 3A11 VH

Residuos 99-111 de SEQ ID NO.: 49

Conjunto de CDR 3A11 VL

CDR-L1 3A11 VL

Residuos 24-38 de SEQ ID NO.: 50

CDR-L2 3A11 VL

Residuos 53-60 de SEQ ID NO.: 50

CDR-L3 3A11 VL

Residuos 93-101 de SEQ ID NO.: 50
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Conjunto de CDR 4B4 VH
CDR-H1 4B4 VH Residuos 31-37 de SEQ ID NO.: 51
CDR-H2 4B4 VH Residuos 52-67 de SEQ ID NO.: 51
CDR-H3 4B4 VH Residuos 100-109 de SEQ ID NO.: 51
Conjunto de CDR 4B4 VL
CDR-L14B4 VL Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 562
CDR-L2 4B4 VL Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 52
CDR-L3 4B4 VL Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 52
Conjunto de CDR 7G3 VH
CDR-H1 7G3 VH Residuos 31-35 de SEQ ID NO.: 63
CDR-H2 7G3 VH Residuos 47-66 de SEQ ID NO.: 53
CDR-H3 7G3 VH Residuos 99-107 de SEQ ID NO.: 53
Conjunto de CDR 7G3 VL
CDR-L1 7G3 VL . Residuos 24-34 de SEQ ID NO.: 54
CDR-L2 7G3 VL Residuos 50-56 de SEQ ID NO.: 54
CDR-L3 7G3 VL Residuos 89-97 de SEQ ID NO.: 54
5. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende

al menos dos conjuntos de CDR de dominio variable.

6. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dichos
al menos dos conjuntos de CDR de dominio variable se seleccionada de un

grupo que consiste de:

Conjunto de CDR 1D4 VH & Conjunto de CDR 1D4 VL,
Conjunto de 1A6 VH & Conjunto de 1A6 VL;

Conjunto de CDR 1D8 VH & Conjunto de CDR 1D8 VL;
Conjunto de CDR 3G7 VH & Conjunto de CDR 3G7 VL,
Conjunto de 5E8 VH & Conjunto de CDR 5E8 VL,
Conjunto de CDR 8E1 VL & Conjunto de CDR 8E1 VL;
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Conjunto de CDR 1H6 VH & Conjunto de CDR 1H6 VL,
Conjunto de CDR 3A11 VH & Conjunto de CDR 3A11 VL;
Conjunto de CDR 4B4 VH & Conjunto de COR 4B4 VL; y
Conjunto de CDR 7G3 VH & Conjunto de CDR 7G3 VL.

7. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 3, que ademas

comprende un marco aceptor humano.

8. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende

ademas un marco aceptor humano.

9. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende

ademas un marco aceptor humano.

10. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende

ademas un marco aceptor humano.

11. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde dicho
marco aceptor humano comprende una secuencia de amino acido

seleccionada del grupo que consiste de:

SEQIDNO.: 6 SEQ ID NO.: 19 SEQ ID NO.: 32
SEQIDNO.: 7 SEQ ID NO.: 20 SEQ ID NO.: 33
SEQID NO.: 8 SEQ ID NO.: 21 SEQ ID NO.: 34
SEQID NO.: 9 SEQ ID NO.: 22 SEQ ID NO.: 92
SEQID NO.: 10 SEQ ID NO.: 23 SEQ ID NO.: 93
SEQ ID NO.: 11 SEQID NO.: 24 SEQ ID NO.: 94
SEQID NO.: 12 SEQID NO.: 25 SEQ ID NO.: 95
SEQID NO.: 13 SEQID NO.: 26 SEQ ID NO.: 96
SEQID NO.: 14 SEQ ID NO.: 27 Y

2y



SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.: 17
SEQ ID NO.:

15
16

18

SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

28
: 29
: 30
31

SEQ ID NO.: 97.
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12.  La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicho

marco aceptor

seleccionada del grupo que consiste de:

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

0 N O

10
11
12
13
14
15
16
17
18

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQID NO.:

19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

Y

SEQ ID NO.:

32
33
34
92
93
94
95
96

97.

humano comprende una secuencia de amino acido

13.  La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde dicho

marco aceptor

humano comprende una

seleccionada del grupo que consiste de:

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

6
7
8

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

19
20
21

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

32
33
34

secuencia de amino acido
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SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.: 17
SEQ ID NO.:

9

10
11
12
13
14
15
16

18

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQID NO.
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

Y

SEQ ID NO.:

92
93
94
95
96

97.
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14. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicaciébn 10, en donde

dicho marco aceptor humano comprende una secuencia de amino acido

seleccionada del grupo que consiste de:

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.: 17
SEQ ID NO.:

O 0 N O

16

18

SEQID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

SEQ ID NO.:
SEQID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

Y

SEQ ID NO.:

32
33
34
92
93
94
95
96

97.

15.  La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha

RAY



proteina de unién comprende al menos un dominio variable que tiene una

secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de;

SEQ ID NO.: 61 SEQ ID NO.: 62
SEQ ID NO.: 63 SEQ ID NO.: 69 SEQID NO.: 75
SEQ ID NO.: 64 SEQID NO.: 70 SEQ ID NO.: 76
SEQ ID NO.:65 SEQ ID NO.: 71 SEQ ID NO.:77
SEQ ID NO.: 66 SEQ ID NO.: 72 y
SEQ ID NO.: 67 SEQID NO.: 73 SEQ ID NO.: 78.
SEQ ID NO.:68 SEQ ID NO.:74

16. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 15 en donde dicha
proteina de union comprende dos dominios variables, en donde dichos dos
dominios variables tienen secuencias de amino acido seleccionadas del grupo

que consiste de;

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

61 & SEQ ID NO.:
63 & SEQ ID NO.:
65 & SEQ ID NO.:
67 & SEQ ID NO.:
69 & SEQ ID NO.:
71 & SEQ ID NO.:
73 & SEQ ID NO.:

62,
64,
66,
68,
70,
72,
74,

SEQ ID NO.:75 & SEQ ID NO.: 76,
SEQ ID NO. -.77 & SEQ ID NO.: 78
SEQID NO.: 67 & SEQIDNO.: 70, Y
SEQ ID NO.: 69 & SEQ ID NO.: 68.

17.  La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dicho

marco aceptor humano comprende al menos una sustitucion de amino acido de

12\/
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Regién de Marco en un residuo clave, dicho residuo clave seleccionado del
grupo que consiste de:

un residuo adyacente a una CDR,;

un residuo de sitio de glicosilacion;

un residuo raro;

un residuo capaz de interactuar con una subunidad p40 de [L-12 humana;

un residuo capaz de interactuar con una CDR,;

un residuo canonico;

un residuo de contacto entre regién variable de cadena pesada. y region
variable de cadena ligera;

un residuo dentro de una zona Vernier,;

y un residuo en una region que se superpone entre una CDR1 de cadena
pesada variable definida por Chothia y un marco de cadena pesada primero

definido por Kabat.

18. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en donde
dicho marco aceptor humano comprende al menos una sustitucion de amino
acido de Region de Marco en un residuo clave, dicho residuo clave
seleccionado del grupo que consiste de:

un residuo adyacente a una CDR;

un residuo de sitio de glicosilacion;

un residuo raro;

un residuo capaz de interactuar con una subunidad p40 de IL-12 humana;

un residuo capaz de interactuar con una CDR;

un residuo canoénico;

un residuo de contacto entre region variable de cadena pesada y region
variable de cadena ligera;

un residuo dentro de una zona Vernier; y

)
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un residuo en una regién que se superpone entre una CDR1 de cadena pesada
variable definida por Chothia y un marco de cadena pesada primero definido

por Kabat.

19. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde
dicho marco aceptor humano comprende al menos una sustitucion de amino
acido de Regién de Marco en un residuo clave, dicho residuo clave
seleccionado del grupo que consiste de:

un residuo adyacente a una CDR;

un residuo de sitio de glicosilacion;

un residuo raro;

un residuo capaz de interactuar con una subunidad p40 de IL-12 humana;

un residuo capaz de interactuar con una CDR;

un residuo candnico;

un residuo de contacto entre regidén variable de cadena pesada y region
variable de cadena ligera;

un residuo dentro de una zona Vernier; y

un residuo en una region que se superpone entre una CDR1 de cadena pesada
variable definida por Chothia y un marco de cadena pesada primero definido

por Kabat.

20. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde el
residuo clave seleccionado del grupo que consiste de 3H, 5H, 10H, 11H, 12H,
13H, 15H, 16H, 18H, 19H, 23H, 24H, 25H, 30H, 41H, 44H, 46H, 49H, 66H,
68H, 71H, 73H, 74H, 75H, 76H, 77H, 78H, 79H, 81H, 82H, 82AH, 82BH, 82CH,
83H, 84H, 85H, 86H, 87H, 89H, 93H, 98H, 108H, 109H, 1L, 2L, 3L, 7L, 8L, 9L,
10L, 11L, 12L, 13L, 15L, 17L, 19L, 20L, 21L, 22L, 36L, 41L, 42L, 43L, 45L, 46L,
58L, 60L, 62L, 63L, 67L, 70L, 73L, 74L, 77L, 78L, 79L, 80L, 83L, 85L, 87L,
104L, y 106L.

22,
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21. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el
residuo clave seleccionado del grupo que consiste de 3H, 5H, 10H, 11H, 12H,
13H, 15H, 16H, 18H, 19H, 23H, 24H, 25H, 30H, 41H, 44H, 46H, 49H, 66H,
68H, 71H, 73H, 74H, 75H, 76H, 77H, 78H, 79H, 81H, 82H, 82AH, 82BH, 82CH,
83H, 84H, 85H, 86H, 87H, 89H, 93H, 98H, 108H, 109H, 1L, 2L, 3L, 7L, 8L, OL,
10L, 11L, 12L, 13L, 15L, 17L, 19L, 20L, 21L, 22L, 36L, 41L, 42L, 43L, 45L, 46L,
58L_, 60L, 62L, 63L, 67L, 70L, 73L, 74L, 77L, 78L, 79L, 80L, 83L, 85L, 87L,
104L, y 106L.

22. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 19, en donde el
residuo clave seleccionado del grupo que consiste de 3H, 5H, 10H, 11H, 12H,
13H, 15H, 16H, 18H, 19H, 23H, 24H, 25H, 30H, 41H, 44H, 46H, 49H, 66H,
68H, 71H, 73H, 74H, 75H, 76H, 77H, 78H, 79H, 81H, 82H, 82AH, 82BH, 82CH,
83H, 84H, 85H, 86H, 87H, 89H, 93H, 98H, 108H, 109H, 1L, 2L, 3L, 7L, 8L, 9L,
10L, 11L, 12L, 13L, 15L, 17L, 19L, 20L, 21L, 22L, 36L, 41L, 42L, 43L, 45L, 46L,
58L, 60L, 62L, 63L, 67L, 70L, 73L, 74L, 77L, 78L, 79L, 80L, 83L, 85L, 87L,
104L, y 106L.

23. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde la

proteina de unién es un dominio variable humano de concenso.

24. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde la

proteina de union es un dominio variable humano de concenso.

25. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde la

proteina de unién es un dominio variable humano de concenso.

26. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dicho
marco aceptor humano comprende al menos una sustitucion de amino acido de

Regién de Marco, en donde la secuencia de amino &cido del marco es al

VL
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menos 65% idéntica a la secuencia de dicho marco aceptor humano, y
comprende al menos 70 residuos de amino acido idénticos a dicho marco

aceptor humano.

27. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde
dicho marco aceptor humano comprende al menos una sustitucion de amino
acido de Region de Marco, en donde la secuencia de amino acido del marco es
al menos 65% idéntica a la secuencia de dicho marco aceptor humano, y
comprende al menos 70 residuos de amino acido idénticos a dicho marco

aceptor humano.

28. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde
dicho marco aceptor humano comprende al menos una sustitucion de amino
acido de Region de Marco, en donde la secuencia de amino &cido del marco es
al menos 65% idéntica a la secuencia de dicho marco aceptor humano, y
comprende al menos 70 residuos de amino acido idénticos a dicho marco

aceptor humano.

29. La proteina de unioén de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha
proteina de unién comprende al menos un dominio variable que tiene una

secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de:

SEQ ID NO.: 79 SEQ ID NO.: 88 SEQ ID NO.: 103
SEQ ID NO.: 80 SEQ ID NO.: 89 SEQ ID NO.: 104
SEQ ID NO.: 81 SEQ ID NO.: 90 SEQ ID NO.: 105
SEQ ID NO.: 82 SEQID NO.: 91 ‘SEQ ID NO.: 106
SEQ ID NO.: 83 SEQ ID NO.: 98 SEQ ID NO.: 107
SEQID NO.: 84 SEQ ID NO.: 99 SEQ ID NO.: 108
SEQ ID NO.: 85 SEQ ID NO.: 100 y

SEQ ID NO.: 86 SEQ ID NO.: 101 SEQ ID NO.: 109.

QB
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SEQ ID NO.: 87 SEQ ID NO.: 102

30. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 29 en donde dicha
proteina de unién comprende dos dominios variables, en donde dichos dos
dominios variables tienen secuencias de amino acido seleccionadas del grupo

que consiste de:

SEQ ID NO.: 67 & SEQ ID NO.:79,
SEQ ID NO.: 80 & SEQ ID NO.: 81,
SEQ ID NO.: 82 & SEQ ID NO.: 83,
SEQ ID NO.: 84 & SEQ ID NO.: 85,
SEQ ID NO.: 86 & SEQ ID NO.: 87,
SEQ ID NO.: 88 & SEQ ID NO.: 89,
SEQ ID NO.: 90 & SEQ ID NO.: 91,
SEQ ID NO.: 98 & SEQ ID NO.: 99,
SEQ ID NO.: 100 & SEQ ID NO.: 101,
SEQ ID NO.: 102 & SEQ ID NO.:103,
SEQ ID NO.: 104 & SEQ ID NO.: 105,
SEQ ID NO.: 106 & SEQ ID NO.: 107, Y
SEQ ID NO.: 108 & SEQ ID NO.: 100.

31. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 20, en donde
dicha proteina de union comprende al menos un dominio variable que tiene una

secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de,

SEQ ID NO.: 79 SEQ ID NO.: 88 SEQ ID NO.: 103
SEQ ID NO.: 80 SEQ ID NO.: 89 SEQ ID NO.: 104
SEQ ID NO.: 81 SEQ ID NO.: 90 SEQ ID NO.: 105
SEQ ID NO.: 82 SEQ ID NO.: 91 SEQ ID NO.: 106
SEQ ID NO.: 83 SEQ ID NO.: 98 SEQ ID NO.: 107

%4



SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

: 84
: 85
. 86
. 87

SEQID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

99

100
101
102

SEQ ID NO.:

y

SEQ ID NO.: 109.

108
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32. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde

dicha proteina de unién comprende al menos un dominio variable que tiene una

secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de;

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

79
80
81
82
83
84
85
86
87

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

88
89
90
91
98
99
100
101
102

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

y

SEQ ID NO.:

103
104
105
106
107
108

109.

33. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 22, en donde

dicha proteina de unién comprende al menos un dominio variable que tiene una

secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de;

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

79
80
81
82
83
84
85

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

87
87
89
90
01
98
99

SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:
SEQ ID NO.:

101
102
103
104
105
106
107
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SEQ ID NO.: 86 SEQ ID NO.: 100
SEQ ID NO.: 108 Y SEQ ID NO.: 109.

34. La proteina de union de acuerdo con ia reivindicacién 1, en donde la
proteina de unién es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e |L-23.

35. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la
proteina de union es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e IL-23.

36. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde la
proteina de unién es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e IL-23.

37. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde la
proteina de unién es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e IL-23.

38. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la
proteina de unién es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e IL-23.

39. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 15, en donde la
proteina de unién es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e IL-23.

40. La proteina de union de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en donde la
proteina de unién es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e IL-23.

237
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41. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 20, en donde la
proteina de unioén es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e IL-23.

42. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 26, en donde la

proteina de unién es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que

consiste de IL-12 e 1L-23.

43. La proteina de union de acuerdo con la reivindicaciéon 29, en donde la
proteina de unién es capaz de unirse a un objetivo seleccionado del grupo que
consiste de IL-12 e IL-23.

44. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 34, en donde la
proteina de unién es capaz de modular una funcién bioldégica de un objetivo

seleccionado del grupo que consiste de IL-12 e IL-23.

45. La proteina de uniéon de acuerdo con la reivindicacién 39, en donde la
proteina de unién es capaz de modular una funcion biolégica de un objetivo

seleccionado del grupo que consiste de IL-12 e |L-23.

46. La proteina de uniéon de acuerdo con la reivindicacion 43, en donde la
proteina de uniéon es capaz de modular una funcién bioldgica de un objetivo

seleccionado del grupo que consiste de IL-12 e |L-23.

47. La proteina de uniéon de acuerdo con la reivindicacion 34, en donde la
proteina de union es capaz de neutralizar un objetivo seleccionado del grupo

que consiste de IL-12 e |L-23.

‘32
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48. La proteina de unidon de acuerdo con la reivindicacion 39, en donde la
proteina de union es capaz de neutralizar un objetivo seleccionado del grupo

que consiste de IL-12 e IL-23.

49. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 43, en donde la
proteina de unidén es capaz de neutralizar un objetivo seleccionado del grupo

que consiste de IL-12 e |L-23.

50. La proteina de unién de acuerdo con la reivindicacién 34, en donde
dicha proteina de unién tiene una constante de velocidad on (Kon) a dicho
objetivo seleccionada del grupo que consiste de: al menos aproximadamente
10°M's™"; al menos aproximadamente 10°M's™"; al menos aproximadamente
10°M's™"; al menos aproximadamente 10° M's™"; y al menos aproximadamente

10°M"'s”" medida por resonancia de plasmén superficial.

51. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 39, en donde
dicha proteina de unién tiene una constante de velocidad on (Kon) a dicho
objetivo seleccionada del grupo que consiste de: al menos aproximadamente
10°M's™"; al menos aproximadamente 10°M™'s™"; al menos aproximadamente
10*M's™"; al menos aproximadamente 10° M's™; y al menos aproximadamente

10°M's™" medida por resonancia de plasmén superficial.

52. La proteina de unidon de acuerdo con la reivindicacién 42, en donde
dicha proteina de unién tiene una constante de velocidad on (Kon) a dicho
objetivo seleccionada del grupo que consiste de: al menos aproximadamente
10°M's™"; al menos aproximadamente 10°M's™"; al menos aproximadamente
10*M's™"; al menos aproximadamente 10° M™'s™"; y al menos aproximadamente

10°M's™ medida por resonancia de plasmon superficial.
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53. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 43, en donde
dicha proteina de union tiene una constante de velocidad on (Kon) a dicho
objetivo seleccionada del grupo que consiste de: al menos aproximadamente
10°M's™"; al menos aproximadamente 10°M™'s™"; al menos aproximadamente
10*°M's™": al menos aproximadamente 10° M's™'; y al menos aproximadamente

10°M's™" medida por resonancia de plasmén superficial.

54. La proteina de uniéon de acuerdo con la reivindicacion 34, en donde
dicha proteina de unién tiene una constante de velocidad off (Koff) a dicho
objetivo seleccionada del grupo que consiste de: maximo aproximadamente

10°3s™"; maximo aproximadamente 10s™'; maximo aproximadamente 10°%s™; y
maximo aproximadamente 10°%s”; medida por resonancia de plasmon

superficial.

55. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 39, en donde
dicha proteina de union tiene una constante de velocidad off (Koff) a dicho
objetivo seleccionada del grupo que consiste de: maximo aproximadamente

10°s™"; maximo aproximadamente 10™*s™; maximo aproximadamente 10°s™; y
maximo aproximadamente 10°s”; medida por resonancia de plasmon

superficial.

56. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 42, en donde
dicha proteina de unién tiene una constante de velocidad off (Koff) a dicho
objetivo seleccionada del grupo que consiste de: maximo aproximadamente

1073s™"; maximo aproximadamente 10*s™"; maximo aproximadamente 10°s™; y
maximo aproximadamente 10%"; medida por resonancia de plasmoén

superficial.
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57. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 43, en donde
dicha proteina de unién tiene una constante de velocidad off (Koff) a dicho
objetivo seleccionada del grupo que consiste de: maximo aproximadamente

103s™": maximo aproximadamente 10*s™"; maximo aproximadamente 10°s™; y
maximo aproximadamente 10°%”; medida por resonancia de plasmon

superficial.

58. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 34, en donde
dicha proteina de union tiene una constante de disociacion (Kp) a dicho objetivo
seleccionada del grupo que consiste de: maximo aproximadamente 107 M;
maximo aproximadamente 10 M; maximo aproximadamente 10 M; maximo
aproximadamente 107'° M; maximo aproximadamente 10" M; maximo

aproximadamente 10"'2 M; y maximo aproximadamente 10™*% M;

59. La proteina de union de acuerdo con la reivindicaciéon 39, en donde
dicha proteina de union tiene una constante de disociacion (Kp) a dicho objetivo
seleccionada del grupo que consiste de: maximo aproximadamente 107 M;
maximo aproximadamente 10 M; maximo aproximadamente 10 M; maximo
aproximadamente 10° M; maximo aproximadamente 10" M; maximo

aproximadamente 1072 M; y maximo aproximadamente 10" M;

60. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 42, en donde
dicha proteina de union tiene una constante de disociacion (Kp) a dicho objetivo
seleccionada del grupo que consiste de: maximo aproximadamente 107 M;
maximo aproximadamente 10® M; maximo aproximadamente 10"° M; maximo
aproximadamente 10" M; maximo aproximadamente 10" M; maximo

aproximadamente 1072 M; y maximo aproximadamente 10" M;

61. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 43, en donde

dicha proteina de unién tiene una constante de disociacién (Kp) a dicho objetivo
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seleccionada del grupo que consiste de: maximo aproximadamente 107 M;
maximo aproximadamente 10® M; maximo aproximadamente 10" M; maximo
aproximadamente 10" M; maximo aproximadamente 10" M; maximo

aproximadamente 10™'2 M; y maximo aproximadamente 10" M;

62. Una construccion de anticuerpo que comprende una proteina de union
descrita en una cualquiera de las reivindicaciones 1-61, dicha construccion de
anticuerpo comprende ademas un polipéptido enlazante o un dominio

constante de inmunoglobulina.

63. La construccion de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 62, en

donde dicha proteina de unién es seleccionada del grupo que consiste de;

una molécula de inmunoglobulina, Fv unido a disulfuro,

un anticuerpo monoclonal, un scFv,

un anticuerpo quimérico, un anticuerpo de dominio sencillo,
un anticuerpo con CDR injertada, un diacuerpo,

un anticuerpo humanizado, un anticuerpo multiespecifico,

un Fab, un anticuerpo dual especifico, y
un Fab’, un anticuerpo biespecifico.

un F(ab’)2,

un Fv

64. La construccion de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 62, en
donde dicha proteina de unién comprende un dominio constante de

inmunoglobulina de cadena pesada seleccionado del grupo que consiste de;

un dominio constante de IgM humana, un dominio constante de IgG4 humana,
un dominio constante de IgG1 humana,  un dominio constante de IgE humana,

un dominio constante de IgG2 humana, vy
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un dominio constante de IgG3 humana, un dominio constante de IgA humana.

65. La construccion de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 62, que
comprende un dominio constante de inmunoglobulina que tiene una secuencia

de amino acido seleccionada del grupo que consiste de:

SEQ ID NO.: 2 SEQ ID NO.:4 SEQ ID NO.:5,
SEQID NO.:3 y

66. Un conjugado de anticuerpo que comprende una construccion de
anticuerpo descrita en una cualquiera de las reivindicaciones 62-65, dicho
conjugado de anticuerpo comprende ademas un agente seleccionado del grupo
que consiste de; una molécula de inmunoadhesion, un agente de

representacion gréafica, un agente terapéutico, y un agente citotoxico.

67. El conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 66, en
donde dicho agente es un agente de representacion gréafica seleccionado del
grupo que consiste de un radiomarcador, una enzima, un marcador
fluorescente, un marcador luminescente, un marcador bioluminescente, un

marcador magnético, y biotina.

68. El conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 66, en
donde dicho agente de representacion grafica es un radiomarcador
seleccionado del grupo que consiste de: °H, ™C, s, v, ®Tc, "in, ¥, ¥,

177 4. 18Ho, y 153gm

69. El conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 66, en
donde dicho agente es un agente terapéutico o citotoxico seleccionado del

grupo que consiste de; un anti-metabolito, un agente alquilante, un antibiotico,
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un factor de crecimiento, una citoquina, un agente anti-angiogénico, un agente

anti-mitético, una antraciclina, toxina, y un agente apoptotico.

70. La construccion de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 64, en

donde dicha proteina de unién posee un patron de glicosilacion humano.

71.  El conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 66, en

donde dicha proteina de unién posee un patron de glicosilacion humano.

72. La proteina de union de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en donde dicha

proteina de unién existe como un cristal.

73. La construccion de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 62, en

donde dicha construccion de anticuerpo existe como un cristal.

74. El conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 66, en

donde dicha construccion de anticuerpo existe como un cristal.

75. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 72, en donde
dicho cristal es un cristal de liberacién controlada farmacéutico libre de

vehiculo.

76. La construccién de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 73, en
donde dicho cristal es un cristal de liberacion controlada farmacéutico libre de

vehiculo.

77. El conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 74, en
donde dicho cristal es un cristal de liberacion controlada farmacéutico libre de

vehiculo.
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78. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacion 72, en donde
dicha proteina de unién tiene una mayor vida media in vivo que la contraparte

soluble de dicha proteina de unién.

79. La construccion de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 73, en
donde dicha construccion de anticuerpo tiene una mayor vida media in vivo que

la contraparte soluble de dicha construccion de anticuerpo.

80. El conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 74, en
donde dicho conjugado de anticuerpo tiene una mayor vida media in vivo que la

contraparte soluble de dicho conjugado de anticuerpo.

81. La proteina de union de acuerdo con la reivindicacién 72, en donde

dicha proteina de unién retiene la actividad bioldgica.

82. La construccion de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 73, en

donde dicha construccion de anticuerpo retiene la actividad biologica.

83. El conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 74, en

donde dicho conjugado de anticuerpo retiene la acitividad biolégica.

84. Un acido nucleico aislado que codifica una secuencia de amino acido de

la proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1- 61.

85.  Un acido nucleico aislado que codifica una secuencia de amino acido de

la construccion de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 62-65.

86.  Un acido nucleido aislado que codifica una secuencia de amino &cido del

conjugado de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 66-69.

'2117



224

87. Un vector que comprende un acido nucleico aislado de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 84-86.

88. El vector de la reivindicacién 87 en donde dicho vector es seleccionado
del grupo que consiste de pcDNA, pTT, pTT3, pEFBOS, pBV, pJV, y pBJ.

89. Una célula hospedera que comprende un vector de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 87-88.

90. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 89, en donde dicha

célula hospedera en una célula procaridtica.

91. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 90, en donde dicha

célula hospedera es E.Coli.

92. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 89, en donde dicha

célula hospedera es una célula eucaridtica.

93. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 92, en donde dicha
célula eucariética es seleccionada del grupo que consiste de célula de protisto,

célula animal, célula de planta y célula fangica.

94. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 92, en donde dicha
célula eucaridtica es una célula animal seleccionada del grupo que consiste de;

una célula mamifera, una célula aviar, y una célula de insecto.

95. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 92, en donde dicha

célula hospedera es una célula CHO.
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96. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 92, en donde dicha

célula hospedera es COS.

97. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 92, en donde dicha

célula hospedera es una célula de levadura.

98. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 97, en donde dicha

célula de levadura es Saccharomyces cerevisiae.

99. La célula hospedera de acuerdo con la reivindicacion 92, en donde dicha

célula hospedera es una célula Sf9 de insecto.

100. Un método para producir una proteina capaz de unirse a la subunidad
p40 de IL-12, que comprende cultivar una célula hospedera de una cualquiera
de las reivindicaciones 89-99 en un medio de cultivo bajo condiciones
suficientes para producir una proteina de unidn capaz de unirse a la subunidad
p40 de IL-12.

101. Una proteina producida de acuerdo con el método de la reivindicacion
100.

102. Una composicion para la liberacion de una proteina de union, dicha

composicién comprende:

(@) una formulacion, en donde dicha formulacion comprende una proteina
de unién cristalizada de acuerto con una cualquiera de las reivindicaciones 72-
83, y un ingrediente; y

(b)  al menos un vehiculo polimérico.
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103. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 102, en donde dicho
vehiculo polimérico es un polimero seleccionado de uno o mas del grupo que
consiste de: poli(acido acrilico), poli(cianoacrilatos), poli (amino acidos), poli
(anhidridos), poli (depsipéptido), poli (ésteres), poli (acido lactico), poli (acido
lactico-co-glicolico) o PLGA, poli (b-hidroxibutirato), poli (caprolactona), poli
(dioxanona); poli (etilen glicol), poli ((hidroxipropil) metacrilamida, poli
[(organo)fosfazeno], poli (orto ésteres), poli (vinil alcohol), poli (vinilpirrolidona),
copolimeros de anhidrido maléico — alquil vinil éter, polioles plurdnicos,
albamina, alginato, celulosa y derivados de celulosa, colageno, fibrina, gelatina,
acido hialurénico, oligosacaridos, glicaminoglicanos, polisacéaridos sulfatados,

mezclas y copolimeros de los mismos.

104. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 102, en donde dicho
ingrediente es seleccionado del grupo que consiste de albamina, sacarosa,
trehalosa, lactitol, gelatina, hidroxipropil-B-ciclodextrina, metoxipolietilen glicol y

polietilen glicol.

105. Un método para tratar un mamifero que comprende el paso de
administrar al mamifero una cantidad efectiva de la composicion de acuerdo

con la reivindicaciéon 96.

106. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de union de
una cualquiera de las reivindicaciones 1-61, y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

107. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 106, en donde dicho
vehiculo farmacéuticamente acepable funciona como adyuvante util para

aumentar la absorcion, o dispersion de dicha proteina de union.
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108. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 107, en donde dicho

adyuvante es hialuronidasa.

109. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 106 que comprende
ademas al menos un agente terapéutico adicional para tratar un trastorno en el

cual la actividad de la IL-12 es perjudicial.

110. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 109, en donde dicho
agente adicional es seleccionado del grupo que consiste de: agente
terapéutico, agente de representacion gréfica, agente citotoxico, inhibidores de
angiogénesis; inhibidores de quinasa; bloqueadores de molécula de co-
estimulacion; bloqueadores de molécula de adhesion; anticuerpo anti-citoquina
o fragmento funcional del mismo; metotrexato; ciclosporina; rapamicina;, FK506;
marcador o reportero detectable; un antagonista de TNF; un antirreumatico; un
relajante muscular, un narcotico, un farmaco anti-inflamatorio no esteroidal
(NSAID), un analgésico, un anesésico, un sedante, un anestésico local, un
bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano, un antisoriatico, un
corticosteriode, un esteroide anabdlico, una eritropoyetina, una inmunizacion,
una inmunoglobulina, un inmunosupresor, una hormona de crecimiento, un
farmaco de reemplazo hormonal, un radiofarmacéutico, un antidepresivo, un
antisicético, un estimulante, una medicacién para el asma, un antagonista beta,
un esteroide inhalado, una epinefrina o analogo, una citoquina, y un

antagonista de citoquina.

111. Un método para reducir la actividad de IL-12 humana que comprende
contactar la IL-12 humana con la proteina de unién de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-61 de forma que la actividad de IL-12 es reducida.

112.  Un método para reducir la actividad de IL-12 humana en un sujeto

humano que sufre de un trastorno en el cual la actividad de IL-12 es perjudicial,
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que comprende administrar al sujeto humano la proteina de union de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-61 de forma que se la actividad de IL-12 es

reducida.

113. Un método para tratar un sujeto para una enfermedad o un trastorno en
el cual la actividad de IL-12 es perjudicial administrando al sujeto la proteina de
unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-61 de forma que se logra el

tratamiento.

114. El método de la reivindicacion 113, en donde dicho trastorno se
selecciona del grupo que comprende artritis reumatoide, osteoartritis, artritis
cronica juvenil, artritis séptica, artritis de Lyme, atritis soridtica, artritis reactiva,
espondiloartropatia, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa, enfermedad inflamatoria del intestino, diabetes mellitus dependiente
de insulina, tiroiditis, asma, enfermedades alérgicas, soriasis, dermatitis
escleroderma, enfermedad de injerto hospedero, rechazo de transplante de
érgano, enfermedad inmune aguda o cronica asociada con transplante de
érgano, sarcoidosis, aterosclerosis, coagulaciéon intravascular diseminada,
enfermedad de Kawasaki, enfermedad de Grave, sindrome nefrético, sindrome
de fatiga cronica, granulomatosis de Wegener, purpura de Henoch-Schoenlein,
vasculitis microscopica de los rifiones, hepatitis activa crénica, uveitis, choque
séptico, sindrome de choque tdxico, sindrome de sepsis, caquexia,
enfermedades infecciosas, enfermedades parasiticas, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, mielitis transversal aguda, corea de Huntington,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, apoplejia, cirrosis biliar
primaria, anemia hemolitica, malignancias, falla cardiaca, infarto al miocardio,
enfermedad de Addison, esporadica, deficiencia poliglandular tipo | vy
deficiencia poliglandural tipo Il, sindrome de Schmidt, sindrome de distrés
respiratorio del adulto (agudo), alopecia, alopecia areata, artropatia
seronegativa, artropatia, enfermedad de Reiter, artropatia soriatica, artropatia
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colitica ulcerativa, sinovitis enteropatica, clamidia, atropatia asociada con
yersinia y salmonella, espondiloartopatia, enfermedad
ateromatosal/arteriosclerosis, alergia atopica, enfermedad ampollar autoinmune,
pénfigo vulgar, pénfigo folidceo, penfigoide, enfermedad de IgA lineal, anemia
hemolitica autoinmune, anemia hemolitica positiva Coombs, anemia perniciosa
adquirida, anemia perniciosa juvenil, encefalitis mialgica/Enfermedad de Royal
Free, candidiasis mucocutanea cronica, arteritis de célula gigante, hepatitis
esclerosante primaria, hepatitis autoinmune criptogénica, Sindrome de
Enfermedad de Inmunodeficiencia Adquirida, Enfermedades Relacionadas con
el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, Hepatitis B, Hepatitis C,
inmunodeficiencia variada comun (hipogammaglobulinemia variable comun),
cardiomiopatia dilatada, infertilidad femenina, falla ovarica, falla ovarica
prematura, enfermedad pulmonar fibrotica, alveolitis fibrosante criptogenica,
enfermedad pulmonar intersticial post-inflamatoria, neumonitis intersticial,
enfermedad pulmonar intersticial asociada con enfermedad de tejido conectivo,
enfermedad pulmonar asociada con enfermedad de tejido conectivo mixto,
enfermedad pulmonar intersticial asociada con esclerosis sistémica,
enfermedad pulomnar intersticial asociada con artritis reumatoide, enfermedad
pulmonar asociada con lupus eritematoso sistémico, enfermedad pulmonar
asociada con dermatomiositis/polimiositis, enfermedad pulmonar asociada con
enfermedad de Sjogren, enfermedad pulmonar asociada con espondilitis
anquilosante, enfermedad pulmonar vasculitica difusa, enfermedad pulmonar
asociada con hemosiderosis, enfermedad pulmonar intersticial inducida por
farmaco, fibrosis, fibrosis por radiacion, bronquiolitis obliterante, neumonia
eosinofilica cronica, enfermedad pulmonar infiltrante linfocitica, enfermedad
pulmonar intersticial postinfecciosa, artritis gotosa, hepatitis autoinmune,
hepatitis autoinmune tipo 1 (hepatitis autoinmune clasica o lupoide), hepatitis
autoinmune tipo 2 (hepatitis por anticuerpo anti-LKM), hipoglicemia mediada
autoinmune, resistencia a la insulina tipo B con acanthosis nigricans,

hipoparatiroidismo, enfermedad inmune aguda asociada con transplante de
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organo, enfermedad inmune crénica asociada con transplante de organo,
osteoartrosis, colangitis esclerosante primaria, soriasis tipo 1, soriasis tipo 2,
leucopenia idiopatica, neutropenia autoinmune, enfermedad renal NOS,
glomerulonefritides, vasculitis microscopica de los rifiones, enfermedad de
Lyme, lupus eritematoso discoide, infertilidad masculina idiopatica o NOS,
autoinmunidad de la esperma, esclerosis multiple (todos los subtipos), oftalmia
simpatica, hipertension pulmonar secundaria a enfermedad de tejido conectivo,
sindrome de Goodpasture, manifestacién pulmonar de poliarteritis nudosa,
fiebre reumatica aguda, espondilitis reumatoide, enfermedad de Still, esclerosis
sistémica, sindrome de Sjorgren, enfermedad de Takayasu/arteritis,
trombocitopenia autoinmune, trombocitopenia idiopatica, enfermedad tiroide
autoinmune, hipertiroidismo, hipertiroidismo autoinmune bocioso (enfermedad
de Hashimoto), hipotiroidismo autoinmune atrofico, mixoedema primario, uveitis
facogénica, vasculitis primaria, enfermedad hepética aguda vitiligo,
enfermedades hepaticas crénicas, cirrosis alcohdlica, lesiéon hepatica inducida
por alcohol, colestasis, enfermedad hepatica idiosincrasica, hepatitis inducida
por Farmaco, Esteatohepatitis no alcohdlica, alergia y asma, infeccion
estreptococica del grupo B (GBS), trastornos mentales (p.e., depresion y
esquizofrenia), enfermedades mediadas Tipo Th1 y Tipo Th1, dolor agudo y
cronico (diferentes formas de dolor), y canceres tales como cancer de pulmon,
seno, estdbmago, vejiga, colon, pancreas, ovario, prostata y rectal, y
malignancias hematopoyéticas (leucemia y linfoma), Abetalipoproteinemia,
Acrocianosis, procesos parasiticos o infecciosos agudos y cronicos, leucemia
aguda, leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML),
infeccion bacteriana aguda o crénica, pancreatitis aguda, falla renal aguda,
adenocarcinomas, latidos ectopicos aéreos, complejo de demencia del SIDA,
hepatitis inducida por alcohol, conjuntivitis alérgica, dermatitis de contacto
alérgica, rinitis alérgica, rechazo de aloinjerto, deficiencia de alfa-1-antitripsina,
esclerosis lateral amiotrofica, anemia, angina de pecho, degeneracion de célula

del cuerno anterior, terapia anti cd3, sindrome antifosfolipido, reacciones de
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hipersensibilidad anti-receptor, aneurismas aoérticos y periféricos, diseccion
aortica, hipertension arterial, arteriosclerosis, fistula arteriovenosa, ataxia,
fibrilacién auricular (sostenida o paroxismal), aleteo auricular, bloqueo
atrioventricular, linfoma de célula B, rechazo de injerto 6seo, rechazo de
transplante de médula espinal (BMT), bloqueo de rama de fasciculo, linfoma de
Burkitt, quemaduras, arritmias cardiacas, sindrome de aturdimiento cardiaco,
tumores cardiacos, cardiomiopatia, respuesta de inflamacion por by-pass
cardiopulmonar, rechazo de transplante de cartilago, degeneraciones corticales
cerebelares, trastornos cerebelares, taquicardia auricular cadtica o multifocal,
trastornos asociados con la quimioterapia, leucemia mielocitica cronica (CML),
alcoholismo crénico, patologias inflamatorias cronicas, leucemia linfocitica
crénica (CLL), enfermedad pulmonar obstructuva crénica (COPD), intoxicacion
créonica por salicilato, carcinoma colorrectal, falla cardiaca congestiva,
conjuntivitis, dermatitis de contacto, cor pulmonale, enfermedad de arteria
coronaria, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, sepsis negativa de cultivo, fibrosis
quistica, trastornos asociados con la terapia de citoquina, Demencia pugilistica,
enfermedades de desmielinacion, fiebre de dengue hemorragico, dermatitis,
condiciones dermatologicas, diabetes, diabetes mellitus, enfermedad
ateriosclerética diabética, Enfermedad con cuerpo de Lewy difuso,
cardiomiopatia congestiva dilatada, trastornos de los ganglios basales,
Sindrome de Down en la madurez, trastonos de movimiento inducidos por
farmaco, inducidos por farmacos que bloquean los receptores de dopamina del
SNC, sensibilidad a farmacos, eccema, encefalomielitis, endocarditis,
endocrinopatia, epiglotitis, infeccion por virus de epstein-barr, eritromelalgia,
trastornos extrapiramidales y cerebelares, linfohistiocitosis hematofagocitica
familiar, rechazo de implante del timo fetal, ataxia de Friedreich, trastornos
arteriales periféricos funcionales, sepsis fungica, gangrena gaseosa, ulcera
gastrica, nefritis glomerular, rechazo de injerto de cualquier 6rgano o tejido,
sepsis gram negativa, sepsis gram positiva, granulomas debidos a organismos

intracelulares, leucemia de célula vellosa, enfermedad de Hallerrorden-Spatz,
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tiroiditis de hashimoto, fiebre del heno, rechazo de transplante de corazon,
hemacromatosis, hemodidlisis, sindrome urémico hemolitico/purpura
trombocitopénica trombolitica, hemorragia, hepatitis (A), arritmias His de
fasciculo, neuropatia por infeccion de VIH/VIH, enfermedad de Hodgkin,
trastornos de movimiento hipercinéticos, reacciones de hipersensibilidad,
neumonitis de hipersensibilidad, hipertension, trastorno de movimientos
hipocinéticos, evaluacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal, enfermedad de
Addison idiopatica, fibrosis pulmonar idiopatica, citotoxicidad mediada por
anticuerpo, Astenia, atrofia muscular espinal infantil, inflamacion de la aorta,
influenza a, exposicion a radiacion ionizante, iridociclitis/uveitis/neuritis optica,
lesion por isquemia-reperfusion, ataque isquémico, artritis reumatoide juvenil,
atrofia muscular espinal juvenil, sarcoma de Kaposi, rechazo de transplante de
tumor, legionella, leishmaniasis, lepra, lesiones del sistema corticoespinal,
lipedema, rechazo de transplante de higado, linfedema, malaria, Linfoma
maligno, histiocitosis maligna, melanoma maligno, meningitis,
meningococcemia, metabdlicalidiopatica, dolores de cabeza migrafiosos,
trastornos del multi sistema mitocondrial, enfermedad de tejido conectivo mixto,
gammopatia monoclonal, mieloma multiple, degeneraciones de sistemas
multiples (Mencel Dejerine-Thomas Shi-Drager y Machado-Joseph), miastenia
grave, micobacteria aviar intracelular, tuberculosis por micobacteria, sindrome
mielodisplasico, infarto al miocardio, trastornos isquémicos del miocardio,
carcinoma nasofaringeo, enfermedad pulmonar crénica neonatal, nefritis,
nefrosis, enfermedades neurodegenerativas, atrofias musculares neurogénicas
I, fiebre neutropénica, linfoma diferente de hodgkins, oclusion de la aorta
abdominal y sus ramificaciones, trastornos arteriales oclusivos, terapia con
okt3, orquitis/epididimitis, procedimientos de reversion de orquitis/vasectomia,
organomegalia, osteoporosis, rechazo de transplante de pancreas, carcinoma
pancreatico, sindrome paraneoplasico/hipercalcemia maligna, rechazo de
transplante de paratiroide, enfermedad inflamatoria pélvica, rinitis perenne,

enfermedad pericardica, enfermedad aterlosclerética periférica, trastornos
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vasculares periféricos, peritonitis, anemia perniciosa, neumonia pneumocystis
carinii, neumonia, sidrome de POEMS (polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gammopatia monoclonal, y sindrome de cambios de la piel),
sindrome post perfusion, sindrome post bombeo, sindrome de cardiotomia
post-MI, preeclampsia, Paralisis Supranuclear Progresiva, hipertension
pulmonar primaria, terapia de radiacion, fenomeno y enfermedad de Raynaud,
enfermedad de Raynoud, enfermedad de Refsum, taquicardia con QRS
estrecho regular, hipertension renovascular, lesion por reperfusion,
cardiomiopatia restrictiva, sarcomas, escleroderma, corea senil, Demencia senil
del tipo cuerpo de Lewy, artropatias seronegativas, choque, anemia de célula
de hoz, rechazo de aloinjerto de piel, sindrome de cambios de la piel, rechazo
de transplante de intestino delgado, tumores solidos, arritmias especificas,
ataxia espinal, degeneraciones espinocerebelares, miositis estreptococica,
lesiones estructurales del cerebelo, panencefalitis esclerosante subaguda,
sincope, sifilis del sistema cardiovascular, anafalaxis sistémica, sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, artritis reumatoide juvenil de aparicion
sistémica, célula T o FAB ALL, Telangiectasia, tromboangitis obliterate,
trombocitopenia, toxicidad, transplantes, trauma/hemorragia, reacciones de
hipersensibilidad tipo I, hipersensibilidad tipo IV, angina inestable, uremia,
urosepsis, urticaria, enfermedades cardiacas valvulares, venas varicosas,
vasculitis, enfermedades venosas, trombosis venosa, fibrilacion ventricular,
infecciones virales y fungicas, encefalitis vital/meningitis aséptica, sindrome
hemafagocitico vital asociado, sindrome de Wernicke-Korsakoff, enfermedad

de Wilson, rechazo de xenoinjerto de cualquier érgano o tejido.

115. Un método para tratar un paciente que sufre de un trastorno en el cual la
IL-12 es perjudicial, que comprende el paso de administrar la proteina de union
de una cualquiera de las reivindicaciones 1-61 antes, concurrente o después de
la administracion de un segundo agente, en donde el segundo agente es

seleccionado del grupo que consiste de budenosida, factor de crecimiento
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epidérmico, corticosteroides, ciclosporina, sulfasalazina, aminosalicilatos, 6-
mercaptopurina, azatioprina, metronidazol, inhibidores de lipoxigenasa,
mesalamina, olsalazina, balsalazida, antioxidantes, inhibidores de tromboxano,
antagonistas del receptor IL-1, anticuerpos monoclonales anti-IL-1p,
anticuerpos monoclonales anti-IL-6, factores de crecimiento, inhibidores de
elastasa, compuestos piridinil-imidazol, anticuerpos o agonistas de TNF, LT, IL-
1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-II, GM-CSF, FGF, y PDGF,
anticuerpos de CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45,
CD69, CD90 o sus ligandos, metotrexato, ciclosporina, FK506, rapamicina,
micofenolato mofetil, leflunomida, NSAIDs, ibuprofeno, corticosteroides,
prednisolona, inhibidores de fosfodiesterasa, agonistas de adenosina, agentes
antitrombéticos, inhibidores de complemento, agentes adrenérgicos, IRAK, NIK,
IKK, p38, inhibidores de MAP quinasa, inhibidores de la enzima convertidora de
IL-1B, inhibidores de la enzima convertidora de TNFa, inhibidores de
sefalizacién de célula T, inhibidores de metaloproteinasa, sulfasalazina,
azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, receptores de citoquina solubles, receptor de TNF p55 soluble,
receptor TNF p75 soluble, sIL-1RI, sIL-1Rl, sIL-6R, citoquinas
antiinflamatorioas, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13 y TGFp.

116. El método de acuerdo con la reivindicacion 113, en donde dicha
administracion al sujeto es por al menos un modo seleccionado de parenteral,
subcutaneo, intramuscular, intravenoso, intrarticular, intrabronquial,
intraabdominal, intracapsular, intracartilaginoso, intracavitario, intracelial,
intracerebelar, intracerebroventricular, intracélico, intracervical, intragastrico,
intrahepético,  intramiocardico, intradseo, intrapélvico, intrapericardico,
intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar, intrarrectal,
intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratoracico, intrauterino,
intravesical, por bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal, y

transdérmico.



<110>

<120>
<130>

<140>
<l41>

<150>
<151>
.<160>
<170>
<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Met Cys
1

Asp Leu

Leu Asp

Asp Thr
50

Glu val
65

Gly Asp
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PatentIn version 3.3
1

326

PRT
Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(326)

Secuencia de la subunidad p40 de IL-12 e IL-23

1

His Gln Gln Leu Val Ile Ser Trp Phe

Val Ala Ile Trp Glu Leu Lys Lys Asp
20 25

Trp Tyr Pro Asp Ala Pro Gly Glu Met
35 40

Pro Glu Glu Asp Gly Ile Thr Trp Thr
S5

Leu Gly Ser Gly Lys Thr Leu Thr Ile
70 75

Ala Gly Gln Tyr Thr Cys His Lys Gly
85 90

Ser

val

Val

Leu

60

Gln

Gly

Leu

Tyr

val

45

Asp

Val

Glu

val

Val

30

Leu

Gln

Lys

Val

Phe

15

Val

Thr

Ser

Glu

Leu
95

Leu

Glu

Cys

Ser

Phe

80

Ser

P2

257



His

Asp

Cys

Thr

145

Sexr

Arg

Glu

Met

Phe

225

Leu

Pro

val

Thr

Ser

305

Ala

Ser

Ile

Glu

130

Ile

Asp

val

Asp

Val

210

Phe

Lys

Asp

Gln

Asp

290

vVal

Ser

Leu

Leu

115

Ala

Ser

Pro

Arg

Ser

195

Asp

Ile

Pro

Thr

Val

275

Lys

Arg

Val

Leu

100

Lys

Lys

Thr

Gln

Gly

180

Ala

Ala

Arg

Leu

Trp

260

Gln

Thr

Ala

Pro

Leu

Asp

Asn

Asp

Gly

165

Asp

Cys

Val

Asp

Lys

245

Ser

Gly

Ser

Gln

Cys
325

Leu

Gln

Tyr

Leu

150

Val

Asn

Pro

His

Ile

230

Asn

Thr

Lys

Ala

Asp

310

Ser

His

Lys

Ser

135

Thr

Thr

Lys

Ala

Lys

215

Ile

Ser

Pro

Ser

Thr

295

Arg

Lys

Glu

120

Gly

Phe

Cys

Glu

Ala

200

Leu

Lys

Arg

His

Lys

280

vVal

Tyr

Lys

105

Pro

Arg

Ser

Gly

Tyr

185

Glu

Lys

Pro

Gln

Ser

265

Arg

Ile

Tyr
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Glu

Lys

Phe

val

Ala

170

Glu

Glu

Tyr

Asp

Val

250

Tyr

Glu

Cys

Ser

Asp

Asn

Thr

Lys

155

Ala

Tyr

Ser

Glu

Pro

235

Glu

Phe

Lys

Arg

Ser
315

Gly

Lys

Cys

140

Ser

Thr

Ser

Leu

Asn

220

Pro

val

Ser

Lys

Lys

300

Ser

Ile

Thr

125

Trp

Ser

Leu

Val

Pro

205

Tyr

Lys

Ser

Leu

Asp

285

Asn

Txp

Trp

110

Phe

Trp

Arg

Ser

Glu

190

Ile

Thr

Asn

Trp

Thr

270

Arg

Ala

Ser

Ser

Leu

Leu

Gly

Ala

175

Cys

Glu

Ser

Leu

Glu

255

Phe

Val

Ser

Glu

Thr

Arg

Thr

Ser

160

Glu

Gln

Val

Ser

Gln

240

Tyxr

Cys

Phe

Ile

Trp
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2
330
PRT

Artificial

Secuencia de

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyxr

Glu

His

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Sex

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp
195

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Gly

Gly

val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu
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la regidén constante

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyx

Gly

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys
200

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Phe

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

de gamma-1 Ig humana

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Val

Cys

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
205

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

83



Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

3
330
PRT

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Artificial

Secuencia de

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu
65

Thr

Pro

val

50

Ser

Ser

Glu

35

His

Ser

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Gly

Gly

Val

Phe

val

Pro

Gln

230

vVal

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly
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Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

la regidén constante

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

Val

Ala

Ser

40

val

Pro

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

de gamma-1 Ig mutante humana

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr
80

73
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Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyxr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val
305

Ile

Val

Ala

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

val

85

Lys

Ala

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

vVal

Pro

Thr

Val
310

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyx

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala
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Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Val

Cys

Sex

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyxr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Thr val

1

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn
50

Tyr Ser
65

His Lys

Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

325
4
106
PRT
Artificial

Secuencia de

Ala

Ser

Glu

35

Ser

Leu

val

Lys

5
105
PRT

Ala

Gly

20

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
100

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

85

Phe

Artificial

330

la regién constante

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

70

Cys

Asn

val

Ser

Gln

Val

55

Leu

Glu

Arg

Phe

Val

Trp

40

Thr

Thr

Val

Gly

Ile

val

25

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
105

Phe

10

Cys

Val

Gln

Ser

His

90

Cys

de kappa

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

75

Gln

Pro

Leu

Asn

Ser

60

Ala

Gly

Secuencia de la regién Lambda Ig humana

S

Ig humana

Ser

Asn

Ala

45

Lys

Asp

Leu

Asp

Asn

30

Leu

Asp

Tyr

Ser

Glu

15

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
95

Gln

Tyr

Ser

Thr

Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu

1

S

10

15

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe

20

25

30

2UD
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Tyr Pro

Lys Ala
50

Tyr Ala
65

His Arg

Lys Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Glu val
1

Thr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
Trp Ile

1

<210>
<211>
<212>

Gly Ala Vval
35

Gly val Glu

Ala Ser Ser

Ser Tyr Ser
85

Val Ala Pro
100

30
PRT
Homo sapiens

PEPTIDO
(1)..(30)
Secuencia de

6

Thr Leu Arg
5

Thr Leu Thr
20

14
PRT
Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(14)
Secuencia de

Arg Gln Pro
5

8
32
PRT

Thr

Thr

Tyr

70

Cys

Thr

vVal

Thr

55

Leu

Gln

Glu

Ala

40

Thr

Ser

val

Cys

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
105
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Lys

Ser

Thr

His
90

Ala

Lys

Pro

75

Glu

Asp Ser Ser Pro Val

45

Gln Ser Asn Asn Lys

60

Glu Gln Trp Lys Ser

Gly Ser Thr Val Glu

aceptar de cadena pesada (Humana)

Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser

aceptar de cadena pesada

Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu Ala

25

10

10

30

(Humana)

95

15

80

24|
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222>  (1)..(32)

<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada (Humana)
<400> 8
Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val Val Leu Thr

1 5 10 15

Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 9
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada (Humana)
<400> 9

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

1 S 10
<210> 10

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(30)

<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada (Humana)
<400> 10
Glu vVal Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Val Leu Val Lys Pro Thr Glu

1 5 10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser
20 25 30

<210> 11
<211l> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<220>

<221> PEPTIDO
«222> (1)..(32)
<400> 11

Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Ser Gln Val Val Leu Thr
1 5 10 15

Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 12
<211l> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(30)

<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada (Humana)

<400> 12
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 S 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 13
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)

<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada (Humana)
<400> 13

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly

1 5 10
<210> 14

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
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<222> (1)..(32)
<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada (Humana)
<400> 14
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 15
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(30)

<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada (Humana)

<400> 15

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 16
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)

<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada {Humana)
<400> 16

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5 10
<210> 17

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(32)

<223> Secuencia de aceptar de cadena pesada (Humana)

o



<400>

17

Arg Phe Thr Ile Ser

1

5

Met Asn Ser Leu Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

18

30

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(30)
Secuencia de

18

Glu Vval Gln Leu Val

1

S

Ser Val Lys Val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

19

14

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1)..(14)
Secuencia de

19

Trp Val Arg Gln Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

20

32

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(32)
Secuencia de

20
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Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gln

10

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

25

aceptar de cadena pesada

Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

10

Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser

25

aceptar de cadena pesada

Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly

10

aceptar de cadena pesada

30

(Humana)

30

(Humana)

(Humana)

15

15

248
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Arg Val Thr Ile Thr

1

5

Leu Ser Ser Leu Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

21

30

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(30)
Secuencia de

21

Glu Val Gln Leu Val

1

5

Ser Val Lys Val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

22

32

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1)..(32)
Secuencia de

22

Arg Val Thr Met Thr

1

5

Leu Arg Ser Leu Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

20

23

23

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(23)
Secuencia de
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Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu

10

Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg

25

aceptar de cadena pesada

Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

10

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

25

aceptar de cadena pesada

Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu

10

Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

25

Aceptor de cadena ligera

30

(Humana)

30

(Humana)

30

(Humana)

15

15

15

YR



<400> 23
Asp Ile Val Met Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Ile
20

<210> 24
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(15)

<223> Secuencia de
<400> 24

Trp Tyr Gln Gln Lys

1 S
<210> 25

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(32)
<223> Secuencia de

<400> 25
Gly Val Pro Asp Arg

1 5

Leu Thr Ile Ser Ser
20

<210> 26
<21l> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<223> Secuencia de

<400> 26

A

13 /68

Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
10 15

Asn Cys

Aceptor de cadena ligera (Humana)

Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
10 15

Aceptor de cadena ligera (Humana)
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

10 15

Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
25 30

Aceptor de cadena ligera (Humana)

U2



Phe Gly Gly Gly Thr

1 5
<210> 27

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> {(12)..(23)

<223> Secuencia de
<400> 27
Glu Ile Val Met Thr

1 S

Glu Arg Ala Thr Leu
20

<210> 28
<211l> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(15)

<223> Secuencia de
<400> 28

Trp Tyr Gln Gln Lys

1 )
<210> 29

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(32)

<223> Secuencia de
<400> 29
Gly Ile Pro Ala Arg

1 5

Leu Thr Ile Ser Ser

14 /68

Lys Val Glu Ile Lys Arg
10

Aceptor de cadena ligera (Humana)

Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
10 15

Ser Cys

Aceptor de cadena ligera (Humana)

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
10 15

Aceptor de cadena ligera (Humana)

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
10 15

Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

'lw



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

30

23

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(23)
Secuencia de

30

Asp Ile Gln Met Thr

1

5

Asp Arg Val Thr Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

31

15

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(15)
Secuencia de

31

Trp Tyr Gln Gln Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

32

32

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(32)
Secuencia de

32

Gly Val Pro Ser Arg

1

5

Leu Thr Ile Serxr Ser

20

15 /68

Aceptor de cadena ligera

Aceptor de cadena ligera

Aceptor de cadena ligera

30

(Humana)

Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10

15

(Humana)

Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile Tyr
10

15

(Humana)

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10

15

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

30

-



<210> 33
<211> 23
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(23)
<223> Secuencia de

<400> 33
Asp Ile Gln Met Thr

1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

<210> 34
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(15)

<223> Secuencia de
<400> 34

Trp Tyr Gln Gln Lys

1 S
<210> 35

<211> 119

<212> PRT

<213> Ratén

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(119)
<223> Secuencia de

<400> 35
Gln Val Thr Leu Lys

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
20

val Met Gly Val Ser

16 /68

Aceptor de cadena ligera (Humana)

Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

10

Thr Cys

15

Aceptor de cadena ligera (Humana)

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
10

amino &cido de la regién 1DH VH

Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln
10

Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu
25

Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys

Ile Tyr
15

Pro Ser Gln
15

Arg Lys Ser
30

Gly Leu Glu

980



Trp Leu
50

Leu Lys
65

Phe Leu

Cys Thr

Thr Ser

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Ser Val
1

Asp Arg

val Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

35

Ala His Ile

Ser Arg Leu

Lys Ile Thr
85

Arg Arg Gly
100

Val Thr Val
115

36
108
PRT
Ratdn

PEPTIDO
(1) ..(108)
Secuencia de

36

Val Met Thr

Val Thr Ile
20

Trp Tyr Gln
35

Ala Ser Asn

Tyr Gly Thr

Leu Ala Val

85

Gly Gly Gly

40

Tyr Trp Asp
55

Thr Ile Ser
70

Ser Val Asp

Ile Arg Ser

Ser Ser

amino &cido

Gln Thr Pro

Thr Cys Lys

Gln Lys Pro
40

Arg Tyr Thr
55

Asp Phe Thr
70

Tyr Phe Cys

Thr Lys Leu

17 /68

45

Asp Asp Lys Tyr Tyr

Lys Asp Pro Ser Arg
75

Thr Ala Asp Ala Ala
20

Ala Met Asp Tyr Trp
105

de la regién 1DH VH

Lys Phe Leu Leu Val
10

Ala Ser Gln Ser Val
25

Gly Gln Ser Pro Lys
45

Gly Val Pro Asp Arg
60

Phe Ile Ile Ser Thr
75

Gln Gln Asp Tyr Asn
90

Glu Ile Lys Arg

Asn

Asn

Thr

Gly
110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Ser

Pro

Gln

Tyr

95

Gln

Ala

15

Asn

Leu

Thr

Arg

Pro
95

Ser

Val

80

Tyrxr

Gly

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Trp

25|

(45N



<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

100
37
120
PRT
Raton
PEPTIDO
(1)..(120)

Secuencia de

37

Gln Val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Gly

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ser

Gly
35

Ala

Ser

Arg

Arg

Ser

115

38
108
PRT
Raton

PEPTI

Leu

Leu

20

vVal

His

Gln

Ile

Axrg

100

val

DO

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Ala

85

Thr

Thr

(1) ..(108)
Secuencia de amino dcido de la regidén 1AG VL

38

amino &cido

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Thr

Arg

Val

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

val

Ser

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Sex

Asp

Asn

Ser
120

105

i8

/68

de la regién 1DH VH

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Lys

Thxr

Tyr
105

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

90

Ala

Ile

Phe

Ser

Asn

Thr

75

Asp

Met

Leu

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Asp

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Arg

Ala

Tyr

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Trp
110

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Gln

3



Ser Val

Asp Arg

Val Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Gln Vval
1

Ser Vval

Trp Ile

Gly Asp
50

Lys Asp
65

Val Met Thr

Val Thr Ile
20

Trp Phe Gln
35

Ala Ser Asn

Tyr Gly Thr

Leu Ala Vval
85

Gly Gly Gly
100

39
117
PRT
Ratén

PEPTIDO
(11)..(117)
Secuencia de
39

Gln Leu Gln

Lys Ile Ser
20

Glu Trp Val
35

Ile Leu Pro

Lys Ala Thr

Gln Thr Pro

Thr Cys Lys

Gln Lys Pro
40

Arg Tyr Thr
55

Asp Phe Thr
70

Tyr Phe Cys

Thxr Lys Leu

amino &acido

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

Lys Gln Arg
40

Gly Ser Gly
55

Phe Thr Ala
70

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

19

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

/68

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Leu

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Val

Val

Lys

45

Arg

Thr

Asn

de la regién 1D8 VH

Ala

Thr

25

Pro

Ser

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Leu

Tyr

His

Asn

Ser
75

Met

Thr

Gly

Tyr

60

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

val

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Ala

15

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Trp

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

3

ZQ{)



20

/68

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Thr Arg Arg Phe Arg Gly Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr

Leu Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Ser Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Tyr
S0

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

100 105

vVal Ser Ser
115

40
108
PRT
Ratén

PEPTIDO
(1) ..(108)

Secuencia de amino &dcido de la regidén 1D8 VL

40

val Met Thr Gln Thr Pro Lys

val Thr Ile Thr Cys Lys Ala
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly
35 40

Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly
55

Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Phe
70

Leu Ala Val Tyr Phe Cys Gln
85

Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

41
117
PRT
Ratén

PEPTIDO

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

S0

Ile

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Leu

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Val

Val

Lys

45

Arg

Thr

Thr

110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

val

Ser

Ala

15

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Phe

o



<222> (1)..(117)
<223> Secuencia de
<400> 41

Gln Val Gln Leu Gln
1 5

Ser Val Lys Ile Ser
20

Trp Ile Glu Trp Val
35

Gly Gly Phe Ser His
50

Lys Gly Lys Ala Thr

Met Gln Leu Ser Ser
85

Ala Arg Arg Arg Phe
100

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 42
<211> 108
<212> PRT
<213> Raton
<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(108)
<223> Secuencia de
<400> 42

Ser Ile Val Met Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Val Ala Trp Tyr Gln
35

amino acido

Gln

Cys

Lys

Gly

Phe

70

Leu

Arg

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Gly

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Met

amino &cido

Gln

Thr

Gln

Thr

Cys

Lys

Pro

Lys

Pro
40

21 /68

de la regidn 367 VH

Ala Glu Leu Met Lys
10

Thr Gly Tyr Thr Phe
25

Pro Gly His Gly Leu
45

Ser Thr Asn Tyr Asn
60

Asp Ser Ser Ser Asn
75

Glu Asp Ser Ala Val
S0

Asp Tyr Trp Gly Gln
105

de la regién 367 VL

Lys Phe Leu Leu Val
10

Ala Ser Gln Ser Val
25

Gly Gln Ser Pro Lys
45

Pro

Asn

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thx

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

Ser Ala Gly

15

Ser Asn Asp

30

Leu Leu Ile

A3

W



Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Ser Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Gln Ile

1

Thr vVal

Ser Met

Asp Trp

50

Lys Gly

Leu Gln

Ser Arg

Leu Thr

Ala Ser Asn

Tyr Gly Thr

Leu Ala Val
85

Gly Gly Gly
100

43
117
PRT
Raton

PEPTIDO
(1) ..(117)
Secuencia de

43

Gln Leu Val

Lys Ile Ser
20

His Trp Val
35

Ile Asn Thr

Arg Phe Ala

Ile Asn Asn
85

Arg Arg Tyr
100

Val Ser Ser
115

Arg Tyr Thr
55

Asp Phe Thr
70

Tyr Phe Cys

Thr Lys Leu

amino &cido

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

Lys Gln Ala
40

Glu Thr Gly
55

Phe Ser Leu
70

Leu Lys Asn

Arg Ala Phe

22 /68

Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
60

Phe Thr Ile Thr Thr val Gln Ala
75 80

Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
90 95

Glu Ile Lys Arg
105

de la regién 5E8 VH

Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
10 15

Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
45

Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe
60

Glu Thr Ser Ala Ser Thxr Ala Tyr
75 80

Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
105 110

pEV]



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Ser Ile
1

Asp Arg

vVal Ala

Tyr Tyr

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

44
108
PRT
Ratén

PEPTI

DO

(1) ..(108)
Secuencia de

44

Val

Val

Trp

35

Ala

Tyr

Leu

Gly

45
112
PRT
Ratén

PEPTI

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

DO

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

val

85

Gly

(1) ..(112)
Secuencia de amino acido

45

amino &cido

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Lys

Leu

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Glu vVal Lys Leu Val Glu Ser Gly

1

5

Sexr Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala

20

23

/68

de la regién 5E8 VL

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asp

Gln

Leu

Ser

Pro

Asp

60

Asn

Tyr

Arg

val

val

Lys

45

Arg

Thr

Thr

de la regién 8E1l VH

Ser

Ser

30

Leu

Phe

val

Ser

Ala

15

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Tyr

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

25

30

R



Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Val
35

Ile

Arg

Met

Asn

46
108
PRT

Trp

Ser

Phe

Arg

Pro
100

Ratén

PEPTIDO
(1)..(108)
Secuencia de

46

Asp Ile Val Met

1

Asp

val

Tyxr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Val

Gln

His

Thr

Glu

85

Gly

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Trp

Gln

Sexr

55

Ser

Arg

Gly

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Gln

amino acido

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyxr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Gln

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

24

Gly

Ile

Asp

Asp

90

Thr

/68

Lys

Tyr

Pro

75

Thr

Thr

Gly

Tyr

60

Asn

Ala

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Met

Thr

de la regién 8El1l VL

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Leu

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Asn

Arg

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Ser

Gly

30

Gly

Phe

Val

Tyr

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Ser

val

15

Thr

Leu

Ala

Gln

Pro
95

Val

Val

Phe

80

Cys

Ser

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu

PR



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Glu Vval
1

Ser Arg

Gly Met

Ala Tyr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Val Thr

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

47
117
PRT
Ratén

PEPTI

DO

(1) ..(117)
Secuencia de

47

Lys

Lys

Val

35

Ile

Arg

Met

Axrg

val

115

48
108
PRT
Ratén

PEPTI

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

His

100

Ser

DO

vVal

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

(1)..(108)
Secuencia de amino &cido de la regién 1H6 VL

48

amino &cido

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Sexr

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Met

25

/68

de la regién 1H6 VH

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

His

Pro

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Met

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

Thr

Gly

Tyr

val

Met

Phe

80

Cys

Serxr

Ve



Ser Phe Val Met Thr

1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Val Ala Trp Tyr Gln

35
Tyr Tyr Ala Ser Asn
50

Thr Gly Tyr Gly Thr

65

Glu Asp Leu Ala Val

85

Thr Phe Gly Ser Gly
100

<210> 49

<211> 122

<212> PRT

<213> Ratén

<220>

<221> PEPTIDO

<2225 (1)..({(122)

<223> Secuencia de

<400> 49

Glu Val Gln
1

Ser Val Lys

Phe Met His
35

Gly Arg Ile
50

Gln Gly Lys
65

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

amino &acido

Gln

Cys

Lys

Ala

Ile
70

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

de la regién 3Al1ll1 VH

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

26

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

10

Gly

Glu

Thr

Thr

/68

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser
75

Leu

Serxr

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Glu

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

vVal

val

Lys

45

Arg

Thr

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Ser

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Ala

15

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Phe

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr
80

8%

NG



Leu Gln

Ala Arg

Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Gln Arg

Gly Ile

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Pro Met

Glu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

Leu Ser Ser Leu Thr Ser
85

Trp Gly Gln Phe Gly Leu
100

Gly Thr Ser val Thr Vval
115 120

50
112
PRT
Ratdn

PEPTIDO
(1)..(112)
Secuencia de amino acido

50

Val Leu Thr Gln Sexr Pro

Ala Thr Ile Ser Cys Arg
20

Ser Phe Met Asn Trp Phe
35 40

Leu Ile Tyr Ala Ala Ser
5%

Ser Gly Ser Gly Ser Gly
70

Glu Glu Asp Asp Thr Ala
85

Pro Pro Thr Phe Gly Gly
100

51
120
PRT
Ratén

PEPTIDO

Glu

Leu
105

Ser

27

/68

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

80

95

Trp Asn Ala Met Asp Tyr Trp

Ser

110

de la regidén 3Al11l VL

Gly

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Met

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Gln

Asp

Tyr

S0

Thr

Leu

Glu

Lys

Gly

Phe

75

Phe

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Cys

Leu

val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asp

30

Gln

val

Asp

Gln

Ile
110

Leu

15

Asn

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Tyr

Pro

Ala

His

80

Lys

Arg

RS



<222> (1)..(120)
<223> Secuencia de

<400> S1
Gln Val Thr Leu Lys
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
20

Gly Met Gly Val Ser
35

Trp Leu Ala His Ile
50

Leu Arg Ser Arg Leu
65

Phe Leu Arg Ile Ala
85

Cys Ala Arg Arg Thr
100

Gly Thr Ser Val Thr

115
<210> 52
<211> 108
<212> PRT

<213> Ratén

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(108)

<223> Secuencia de
<400> 52
Ser Val Val Met Thr

1 5

Asp Arg Val Thr Met
20

Val Ala Trp Phe Gln
35

amino &acido

Glu Ser Gly

Cys Ser Leu

Trp Ile Arg

40

Trp Trp Asp
55

Thr Ile Ser

70

Thr Val Asp

Arg Val Asn

Val Ser Ser
120

amino &cido

Gln Thr Pro

Thr Cys Lys

Gln Lys Pro
40

28 /68

de la regién 4B4 VH

Pro Gly Ile Leu Lys
10

Ser Gly Phe Ser Leu
25

Gln Pro Ser Gly Lys
45

Gly Asp Ser Tyr Ser
60

Arg Asp Thr Ser Arg
75

Thr Ala Asp Thr Ala
90

Tyr Ala Met Asp Tyr
105

de la regién 4B4 VL

Lys Phe Leu Leu Val
10

Ala Ser Gln Ser Val
25

Gly Gln Ser Pro Lys
45

Pro Ser Gln
15

Ser Thr Ser
30

Gly Leu Glu

Asn Pro Ser

Asn Gln Val
80

Thr Tyr Tyr
95

Trp Gly Gln
110

Ser Ala Gly
15

Ser Asn Asp
30

Leu Leu Ile

762

(&7



Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
«223>

<400>
Glu val

1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Trp

50

Gln Asp

65

Leu His

Asn Pro

Thr Leu

Ala Ser Asn

Tyr Gly Thr

Leu Ala Val
85

Gly Gly Gly
100

53
118
PRT
Ratdén

PEPTIDO
(1)..(118)
Secuencia de

53

Gln Leu Gln

Lys Leu Ser
20

His Trp Val
35

Ile Asp Pro

Lys Ala Thr

Leu Ser Ser
85

Gly Glu Leu
100

Thr val Ser
115

Arg Tyr Thr
55

Asp Phe Thr
70

Tyr Phe Cys

Thr Lys Leu

amino &cido

Gln Ser Gly

Cys Thr Ala

Lys Gln Arg
40

Glu Asn Gly
S5

Met Thr Ala

70

Leu Thr Ser

Ala Arg Tyr

Ser

Gly

Phe

Gln

Glu
105

29

Val

Thr

Gln

90

Ile

/68

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Asp Arg Phe Thr Gly

60

Ser Thr Vval Gln Ala

80

Tyr Asn Ser Pro Trp

Arg

de la regibén 7G3 VH

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Phe
105

Glu

10

Gly

Glu

Ser

Thr

Asp

90

Asp

Phe

Leu

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Asn

Val

Tyx

60

Ser

Ala

Trp

Arg

Ile

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

Lys

30

Asp

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

95

Gly

15

Asp

Trp

Arg

Ala

Tyxr

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyxr

80

Cys

Thr

R&Y



KARRN

e

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Asp Ser

Leu His

Lys Tyr
50

54
108
PRT
Ratén

PEPTIDO
(1)..(108)
Secuencia de

54

Val Leu Ser

vVal Ser Leu
20

Trp Tyr Gln
35

Thr Ser Gln

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Phe Gly Met
85

Gly Ala Gly
100

S5

7

PRT
Artificial

Secuencia de amino acido de ligando de afinidad a CDR de IL-12p40 de
concenso de IgG de ratén

PEPTIDO
(1) ..(1)

Xaa= Asp,. Lys,

PEPTIDO
(2)..(2)

Xaa= Tyr, Ser,

amino &cido

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Lys

Thr,

Thr

Pro

Arg

Ser

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

30

/68

de la regidén 7G3 VL

Ala

Ala

25

His

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser

Glu

Ile

Ser

Gln

90

Leu

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Ile

Arg

val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Ser

30

Leu

Phe

Val

Trp

Pro
15

Lys

,geu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Thr

80

Leu

2t

o
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<220>

<221> PEPTIDO

<222> (3)..(3)

<223> Xaa= Tyr, VvVal, Gly, Trp, Ser, Phe

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (4)..(4)
<223> Xaa= Ile, Met

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (5)..(5)

<223> Xaa= His, Gly, Glu, Val

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (6)..(6)

<223> Xaa= Val o no estd presente

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (7)..(T)

<223> Xaa= Ser o0 no estd presente

<400> 55

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5
<210> 56

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de amino acido de ligando de afinidad a CDR de IL-12p40 de
concenso de IgG de ratén

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(1)

<223> Xaa = His, Asp, Gly, Trp, Ser, Tyr, Arg

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Ile, Phe

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Tyr, Trp, Leu, Ser, Asn, Asp, Gly

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (4)..(4)

73,7



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Xaa = Trp,

PEPTIDO
(5)..(5)
Xaa = Asp,

PEPTIDO
(6)..(6)
Xaa = Asp,

PEPTIDO
(7} ..(7)
Xaa = Asp,

PEPTIDO
(8)..(8)
Xaa = Lys,

PEPTIDO
(9)..(9)
Xaa = Tyr,

PEPTIDO
(10) ..(10)
Xaa = Tyr,

PEPTIDO
(11)..(11)
Xaa = Asn,

PEPTIDO
(12)..(12)
Xaa = Pro,

PEPTIDO
(13)..(13)
Xaa = Ser,

PEPTIDO
(14)..(14)
Xaa = Leu,

PEPTIDO
(15) ..(15)
Xaa = Lys,

PEPTIDO
(16) .. (16)
Xaa = Ser,

Pro,

Gly,

Cly,

Gly,

Asn,

Thr,

Asn,

Tyr

Asn,

Glu,

Lys,

Phe,

Lys,

His,

Glu,

Ser,

Ser,

Ser,

Pro,

Thr,

Ala,

Asp,

Asp,

Val,

Gln,

Thr,

Ala,

Thr,

Pro

Glu,

Ile,

His,

Asp,

Pro

Thr,

Met,

Pro,

32 /68

Ser

Ile
Asn

Thr, His
Asn

Lys, Ser, Gly
Ser
Tyr
Arg, Ala
or Not Present

z&b

W)
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<220>

<221> PEPTIDO

<222> (17)..(17)

<223> Xaa = Asp, Gly, Arg, or Not Present

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (18)..(18)

<223> Xaa = Phe, 0 no estd presente

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (19)..(19)

<223> Xaa = Gln, o no estd presente

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (20)..(20)

<223> Xaa = Asp, © no estad presente

<400> 56
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa
20

<210> 57
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de amino acido de ligando de afinidad a CDR de IL-12p40 de
concenso de IgG de ratédn

<220>

<221> PEPTIDO

<222>  (1)..(1)

<223> Xaa= Arg, Asn, Trp

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (2)..(2)

<223> Xaa= Gly, Thr, Arg, Pro, His

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (3)..(3)

<223> Xaa= Ile, Arg, Phe, Tyr, Gln

<220>



<221> PEPTIDO
<222>  (4)..(4)
<223> Xaa= Arg,

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (5)..(5)
<223> Xaa= Ser,

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (6)..(6)
<223> Xaa= Ala,

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (7)..(7)
<223> Xaa= Met,

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (8)..(8)
<223> Xaa= Asp,

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (9)..(9)
<223> Xaa= Tyr,

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (10)..(10)
<223> Xaa= Tyr,

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (11)..(11)
<223> Xaa= Met,

<220>

<221> PEPTIDO
<222>  (12)..(12)
<223> Xaa= Asp,

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (13)..(13)
<223> Xaa= Tyr,

<400> 57

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
10

1 5
<210> 58
<211l> 15

val, Tyr,

Asn,

Tyr,

Ala,

Met,

Asp,

o

(@)

@]

o

no

no

Gly,

Leu,

Asp,

Tyr,

Asn

esta

esta

esta

esta

Phe, Ala

Ala, Arg

Phe, Met

Leu, Phe

Trp

presente

presente

presente

presente

34 /68
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REN



<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

PRT
Artificial

Secuencia de amino acido de ligando de afinidad a CDR de IL-12p40 de
concenso de IgG de ratdn

PEPTIDO
(1)..(1)

Xaa = Lys o Arg

PEPTIDO
(2)..(2)
Xaa = Ala

PEPTIDO
(3)..(3)
Xaa = Ser

PEPTIDO
(4) .. (4)
Xaa = Gln,

PEPTIDO
(5)..(5)
Xaa = Ser,

PEPTIDO
(6)..(6)
Xaa = Val,

PEPTIDO
(7)..(7)
Xaa = Ser,

PEPTIDO
(8)..(8)
Xaa = Asn,

PEPTIDO
(9)..(9)
Xaa = Asp,

PEPTIDO
(10)..(10)
Xaa = Val,

PEPTIDO

Glu

Asn

Ile

Gly,

Thr,

Asn,

Gly,

Asp

Lys

Tyr

Leu

35 /68

2
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<222> (11)..(11)
<223> Xaa = Ala, Ile, His

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (12)..(12)

<223> Xaa = Ser, o no estd presente

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (13)..(13)

<223> Xaa = Phe, o no esté presente

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (14)..(14)

<223> Xaa = Met, o no esté presente

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (15)..(15)

<223> Xaa = Asn, O no estd presente

<400> 58

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15
<210> 59

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de amino acido de ligando de afinidad a CDR de IL-12p40 de
concenso de IgG de ratédn

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(1)

<223> Xaa = Tyr, Ser

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Ala, Thr

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Ser, Ala

<220>
<221> PEPTIDO
<222>  (4)..(4)



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Xaa = Asn,

PEPTIDO
(5)..(5)
Xaa = Arg,
PEPTIDO
(6)..(6)
Xaa = Tyr,
PEPTIDO
(7) .. (7)
Xaa = Thr,
PEPTIDO

(8)..(8)
Xaa = Ser,

59

His,

Asn,

Gln,

Ser,

Ser,Gln

Ser

Ile

Gly

estd presente

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

5
60
9
PRT
Artificial

Secuencia de amino acido de ligando de afinidad a CDR de IL-12p40 de
concenso de IgG de ratdédn

PEPTIDO
(1) .. (1)
Xaa = Gln

PEPTIDO
(2)..(2)
Xaa = Gln

PEPTIDO
(3)..(3)
Xaa = Asp,

PEPTIDO
(4)..(4)
Xaa = Tyr,

PEPTIDO

Tyr,

Asn,

Ser

Lys,

Ile

37 /68
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<222> (5)..(5)
<223> Xaa = Asn, Thr, Ser, Glu

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (6)..(6)

<223> Xaa = Ser, Tyr, Val, Trp

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (7)) ..(7)

<223> Xaa = Pro

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (8)..(8)

<223> Xaa = Trp, Phe, Tyr, Leu, Pro

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (9)..(9)

<223> Xaa = Thr, Ser

<400> 60

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5
<210> 61

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de amino dcido de la regidén 1D4.1 VH

<400> 61
Glu Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

1 5 10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Lys Ser
20 25 30

Val Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu
35 40 45

Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Asn Pro Ser
50 55 60

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95



39
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Cys Ala Arg Arg Gly Ile Arg Ser Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

100

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

amino &cido

Gln

Asn

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyxr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

105

110

de la regidén 1D4.1 VL

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Gln

val

Thxr

Gln

S0

Ile

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Secuencia de amino acido de la regién 1D4.2 VH

115
<210> 62
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Secuencia de
<400> 62
Asp Ile Val Met Thr
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile
20
Val Ala Trp Tyr Gln
35
Tyr Tyr Ala Ser Asn
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Val Ala Val
85
Thr Phe Gly Gly Gly
100
<210> 63
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223>
<400> 63

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Trp

Glu Vval Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Val Leu Val Lys Pro Thr Glu

1

S

10

15

20



Thr

val

Trp

Leu

65

val

Cys

Thr

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Thr

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Gly
35

Ala

Sex

Thr

Arg

val

115

64
108
PRT

Leu

20

val

His

Arg

Met

Arg

100

Thr

Thr

Ser

Ile

Leu

Thx

85

Gly

val

Artificial

Secuencia de

64

Glu Ile VvVal

1

Glu

Val

Tyx

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Met

Thr

20

Tyxr

Ser

Gly

Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val
85

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Asn

Ile

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Met

Arg

Ser

Val

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Ser

amino &acido

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ala
105

40

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Met

/68

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Asp

Ser

Gly

Tyr

Ser

Thr

Tyr

Leu

Lys

45

Tyx

Lys

Ala

Trp

Ser

30

Ala

Asn

Ser

Thr

Gly
110

de la regién 1D4.2 VL

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

vVal

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gln

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Sexr

Glu

Ser

val

80

Tyr

Gly

Gly

Asp

Ile

Gly

Ser

80

Trp

9o



41
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100
65
119
PRT
Artificial

Secuencia de

65

Glu Val Thr

1

Thr

Val

Trp

Leu

65

Val

Cys

Thr

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Gly
35

Ala

Ser

Thr

Arg

Val

115

66
108
PRT

Leu

Leu

20

val

His

Arg

Met

Arg

100

Thr

Arg

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Gly

Val

Artificial

amino acido

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Asn

Ile

Ser

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Met

Arg

Ser

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Ser

105

de la regién 1D4.3 VH

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ala
105

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Met

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Asp

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Tyr

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

Ser

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Gly
110

Secuencia de amino &cido de la regidén 1D4.3 VL

66

Thx

15

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gln

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Gly

Glu Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5

10

15

AN

R



Glu

Val

Tyr

Serx

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

67
120
PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Leu

Gln

Asn

Thr

val

85

Gly

Artificial

Secuencia de

67

Glu Val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Thr

Gly

Ala

Ser

Thr

Arg

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Met

Arg
100

Arg

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Thr

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

amino acido

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Arg

Sexr

Thx

Ile

Trp

55

Ile

Met

Val

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Asn

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

42

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

/68

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

Pro

Ser

Tyr

Arg

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

de la regidén 1lA6.1 VH

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Lys

Pro

Tyxr
105

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

val

90

Ala

Leu

Phe

Pro

Asn

Thr

75

Asp

Met

vVal

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Asp

Lys

Leu

Lys

45

Tyx

Lys

Ala

Tyr

Pro

Ser

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Trp
110

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Thr

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ser

80

Trp

Gln

Ser

Glu

Ser

val

80

Tyr

Gln



Gly Thr Thr val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 68
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de amino acido

<400> 68
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys
20

val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70

Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100

<210> 69
<211l> 120
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de amino acido

<400> 69
Glu Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly

1 5

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Vval
20

43 /68

de la regién 1A6.1 VL

Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
10 15

Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp
25 30

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile
45

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly
60

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala
75 80

Gln Gln Asp Tyr Asn Ser Pro Trp
90 95

Glu Ile Lys Arg
105

de la regidén 1A6.2 VH

Pro Val Leu Val Lys Pro Thr Glu
10 15

Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
25 30

al

93



Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Gly

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Glu

vVal

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Tyxr

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Ser

Thr

Arg

Thr

115

70
108
PRT

Val

His

Arg

Met

Arg

100

Val

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Thr

Thr

Artificial

Secuencia de

70

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Arg

val

Ile

Trp

55

Ile

Met

Val

Ser

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Asn

Ser
120

amino acido

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Gln

Gly

Lys

Pro

Tyr
105

44

Pro

Asp

Asp

Val

90

Ala

/68

Pro

Asn

Thr

75

Asp

Met

Gly

Tyr

Ser

Thr

Asp

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ala

Asn

Ser

Thx

Trp
110

de la regién 1A6.2 VL

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

Arg

val

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Gln

Gly

Asp

Ile

Gly

Ser

80

Trp

w5



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Leu

Gly Met

Gly Ser
50

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

71

112

PRT
Artificial
Secuencia de

71

Gln Leu Val

Arg Leu Ser
20

val Trp Val
35

Ile Ser Ser

Arg Phe Thr

Met Asn Ser
85

Asn Pro Tyr
100

72

108

PRT
Artificial

Secuencia de
72
Gln Met Thr

S

Val Thr Ile
20

Trp Tyr Gln
35

amino acido

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala

40

Gly Ser Ser
55

Ile Ser Arg
70

Leu Lys Thr

Trp Gly Gln

amino &cido

Gln Ser Pro

Thr Cys Lys

Gln Lys Pro
40

45 /68

de la regién 8El1l.1 VH

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
10 15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
45

Asn Ile Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
60

Asp Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyrxr
75 80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
105 110

de la regién 8El.1 VL

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn
25 30

Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
45

RS



Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ser
50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

73
112
PRT

Ser

Gly

Ala

Gly
100

His

Thr

Thr

85

Gly

Artificial

Secuencia de

73

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Ser

Lys

Leu

Ala

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Arg

Val

35

Ile

Arg

Met

Asn

74
108
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Pro
100

val

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Artificial

Arg

Asp
70

Tyr

Thr

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Ser

Thr

Cys

Val

amino &cido

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gln

Gly

Leu

Gln

Glu
105

46

Val

Thr

Gln

90

Ile

/68

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Arg Phe Ser Gly

Ser Leu Gln Pro

80

Ser Tyr Pro Leu

de la regién 8E1.2 VH

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

S0

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Thr

Val

Thr

Gly

Tyxr

60

Lys

Ala

Val

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Val
110

95

Gly

15

Asp

Trp

Thx

Leu

Tyx

95

Ser

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Ser

96



<223>

<400>

Secuencia de

74

Asp Ile Gln Met Thr

1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Val Thr Ile
20

Txrp Tyr Gln
35

Ala Ser His

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Phe Ala Thr
85

Gly Gly Gly
100

75

117

PRT
Artificial

Secuencia de

75

Glu Val Gln Leu Val

1

Ser Val Lys Val Ser

20

Trp Ile Glu Trp Val

35

Gly Gly Phe Ser His

50

Lys Gly Arg Val Thr

65

amino acido

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

Phe

Tyx

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

amino &acido

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile
70

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

47

/68

de la regién 8El1.2 VL

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

de la regién 3G7.1 VH

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Val

Gly

Gln

Asn

Ser
75

Lys

Thr

Gly

Tyx

60

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80



48 /68

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Arg Arg Phe Arg Gly Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 76
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220> .

<223> Secuencia de amino acido de la regién 3G7.1 VL

<400> 76

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

1 S 10 15

Glu Axrg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly
50 S5 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala
65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
85 90 95

Ser Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 77
<211> 117
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de amino &cido de la regién 3G7.2 VH

294



<400>
Glu val
1

Ser Val

Trp Ile

Gly Gly
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Val Thr

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Ile
1

Glu Arg

Val Ala

Tyr Tyr
50

77

Gln

Lys

Glu

35

Phe

Arg

Leu

Arg

val
115

78
108
PRT

Leu

Val

20

Trp

Ser

Val

Arg

Arg

100

Ser

val

Ser

Val

His

Thr

Ser

85

Phe

Ser

Artificial

Secuencia de

78

Val

Ala

Trp

35

Ala

Met

Thr

20

Tyxr

Ser

Thr

Leu

Gln

Asn

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Arg

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Met

amino &acido

Gln

Ser

Gln

Arg

Ser

Cys

Lys

Tyr
55

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Asp

Asp
105

49

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

/68

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

de la regidén 3G7.2 VL

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Thr
10

Ser

Gln

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ser

Ser

Pro

Ala
60

val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Gly Ala
15

Asp Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Thr Thr

Pro Gly

15

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

297



Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu

65

Glu Asp Phe Ala Val

85

Ser Phe Gly Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100
79
108
PRT
Artificial

Secuencia de

79

Ser Val Vval Met Thr

1

Glu

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Thr Ile
20

Trp Phe Gln
35

Ala Ser Asn

Tyr Gly Thr

Val Ala Val
85

Gly Gly Gly
100

80

119

PRT
Artificial

70

Tyr Tyr Cys Gln

Thr Lys Val Glu

amino &cido

Gln

Asn

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

105

50

Thr

Gln
90

Ile

/68

Ile Ser Ser Leu Gln Ser

75

80

Asp Tyr Ser Ser Pro Trp

Lys

Arg

de la regién 1A6.9 VL

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Secuencia de amino &dcido de la regién 1D4.6 VH

80

95

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Trp

B4

200



Glu

Thr

Val

Trp

Leu

65

Val

Cys

Thr

val

Leu

Met

Leu

S0

Lys

Leu

Thr

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Thr

Gly

Ala

Ser

Thr

Arg

Val

115

81
108
PRT

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Met

Arg

100

Thr

Arg

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Gly

val

Artificial

Secuencia de

81

Asp Val val

1

Glu

Val

Tyr

Ser
65

Arg

Ala

Tyr
50

Gly

Ala

Trp

35

Ala

Tyr

Met

Thr

20

Tyx

Ser

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Asn

Ile

Ser

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Met

Arg

Ser

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Ser

amino &cido

Gln

Asn

Gln

Arg

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ala
105

51

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Met

/68

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Asp

vVal

Ser

Gly

Tyxr

60

Ser

Thr

Tyr

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

Ser

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Gly
110

de la regién 1D4.6 VL

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile
75

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

15

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gln

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Gly

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala
80

2

2o/



52
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Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Asn Ser Pro Trp

85

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Thr

val

Trp

Leu

65

val

Cys

Thr

Val

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Thr

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100
82
119
PRT
Artificial

Secuencia de
82

Thr Leu Arg

Thr Leu Thr
20

Gly Val Ser
35

Ala His Ile

Ser Arg Leu

Thr Met Thr
85

Arg Arg Gly
100

Val Thr val
115

83

108

PRT
Artificial

amino &acido

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Asn

Ile

Ser

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Met

Arg

Ser

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Ser

105

de la regidén 1D4.7 VH

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ala
105

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

S0

Met

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Asp

val

Ser

Gly

Tyx

60

Ser

Thr

Tyr

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

Arg

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Gly
110

Secuencia de amino &cido de la regidén 1D4.7 VL

83

95

Thr

15

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gln

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Gly

207



Asp

Glu

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

val

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val

Ala

Trp

35

Ala

Tyr

Val

Gly

84
119
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Artificial

Secuencia de

84

Glu VvVal Thr

1

Thr

Val

Trp

Leu

65

Val

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Thr

Gly

35

Ala

Ser

Thr

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Met

Arg

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr
85

Gln

Asn

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Tyr
55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

amino acido

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Asn

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Met

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

53

Ser
10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

/68

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyxr

Arg

Val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

de la regidén 1D4.8 VH

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val
90

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Val

Ser

Gly

Tyxr

60

Ser

Thr

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Pro

Arg

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Thr

15

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr
95

Gly
Asp
Ile
Gly
Ala

80

Trp

Gln
Ser
Glu
Ser
Val

80

Tyr

Ny

303
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Cys Thr Arg Arg Gly Ile Arg Ser Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

100

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

1

Glu

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Tyxr

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

85
108
PRT

Artificial

Secuencia de

85

val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

86
119
PRT

Met

Thr

20

Tyx

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Artificial

amino &acido

Gln

Asn

Gln

Axrg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

105

110

de la regién 1D4.8 VL

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Secuencia de amino &cido de la regidén 1D4.9 VH

86

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Trp

Glu Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

1

5

10

15

236

30(@



Thr

Val

Trp

Leu

65

Val

Cys

Thr

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Thr

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Gly
35

Ala

Ser

Thr

Arg

Val

115

87
108
PRT

Leu

20

Val

His

Arg

Met

Arg

100

Thr

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Gly

Val

Artificial

Secuencia de

87

Asp Ile Vval

1

Glu

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Tyxr

50

Gly

Asp

Ala

Trp

35

Ala

Tyxr

Val

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

val
85

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Asn

Ile

Ser

Thr

Ile

Trp

S5

Ile

Met

Arg

Ser

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Ser

amino &cido

Gln

Asn

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Tyr

S5

Phe

Tyr

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ala
105

55

Gly

Pro

Asp

Asp

val

S0

Met

/68

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Asp

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Tyr

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Trp

Arg

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Gly
110

de la regidén 1D4.9 VL

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Pro

Pxo

Ile

75

Asp

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gln

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Gly

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala

80

Trp

o
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

amino &cido

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Lys

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Thr

Gln

Secuencia de amino &acido

100
<210> 88
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Secuencia de
<400> 88
Glu Val Lys Leu Val
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Gly Met val Trp Val
35
Ala Ser Ile Ser Ser
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Arg Asn Pro Tyr
100
<210> 89
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223>
<400> 89

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1

5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys

20

105

de la regidén 8E1.3 VH

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

ASp

Asp

S0

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

de la regidén 8E1.3 VL

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyxr

Ser

Gly

Tyr

Val

vVal

Tyr

80

Cys

Ser

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

15

Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn

25

30

20(,



val Ala Trp Tyr Gln
35
Tyr Ser Ala Ser His
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65 .
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Thr Phe Gly Gly Gly
100
<210> 90
<211> 117
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Secuencia de

<400> 90
Glu Vval Gln
1

Ser Val Lys

Trp Ile Glu
35

Gly Gly Phe
50

Lys Gly Arg
€5

Met Glu Leu

Ala Arg Arg

Val Thr Val
115

Leu

Val

20

Trp

Ser

val

Arg

Arg

100

Ser

Val

Ser

Val

His

Thr

Ser

85

Phe

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Lys

Tyx

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

amino &cido

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Arg

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Met

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu
105

57

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

/68

Ala

Pro

Ile

75

Tyxr

Lys

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Phe

Leu

Tyx

de la regién 3G7.3 VH

Ala

Thr

25

Pro

Sexr

Asp

Asp

Asp
105

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

90

Tyr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Gln

Pro

Asn

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

TyY

85

Thr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

30)\



<210> 91
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de

<400> 91

Glu Ile Val Met Thr

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu

20
Val Ala Trp Tyr Gln
35

Tyr Tyr Ala Ser Asn
50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Val

85
Ser Phe Gly Gly Gly
100

<«210> 92

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1) ..(30)

<223> Secuencia de

<400> 92

Gln Val Thr
1

Thr Leu Thr

<210> 93

Leu Arg
5

Leu Thr
20

amino &cido

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

aceptor de cadena pesada

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

58

/68

de la regién 3G7.3 VL

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

val

vVal

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

(Humana)

Pro Gly
15

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser

80

Pro Trp
95

Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

10

Cys Thr Leu Tyr Gly Phe Ser Leu Ser

25

30

15

32g



59 /68

<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
«222>  (1)..(11)

<223> Secuencia de aceptor de cadena pesada (Humana)
<400> 93

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 ) 10
<210> 954

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(30)

<223> Secuencia de aceptor de cadena pesada (Humana)
<400> 94
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 95
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222>  (1)..(11)

<223> Secuencia de aceptor de cadena ligera (Humana)
<400> 95

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10
<210> 96

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>



<221>
<222>
«223>

<400>
Gly Vval

1

Phe Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Trp Phe
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu val

1

Thr Leu

Gly Met

Trp Leu

50

Leu Lys

PEPTIDO
(1) ..(32)
Secuencia de

96

Pro Ser Arg
5

Ile Ser Ser
20

97

15

PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1) ..(15)
Secuencia de

97
Gln Gln Lys
5
98
120
PRT
Artificial

Secuencia de
98

Thr Leu Arg

Thr Leu Thr

20

Gly Val Ser

Ala His Ile

Ser Gln Leu

60

/68

aceptor de cadena ligera (Humana)

Ile Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

10

15

Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys

aceptor de cadena ligera

25

30

(Humana)

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile Tyr

amino &cido

Glu Ser Gly

Cys Thr Leu

Trp Ile Arg
40

Trp Trp Asp
55

Thr Ile Ser
70

10

de la regidén 1A6.10

Pro

Tyr

25

Gln

Gly

Lys

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Leu

Phe

Pro

Asn

Thr
75

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

VH

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

15

Thr

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Gln

Ser

Glu

Ser

Val
80

390



61
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val Leu Lys Leu Thr Ser Val Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85

90

95

Cys Ala Arg Arg Thr Arg Val Asn Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln

100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

115

99
108
PRT

Artificial

Secuencia de

99

Gln Met

Asp Arg Val Thr

val Ala

Tyr Tyr
50

20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly Tyr Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile Ala

Gly Gly
100

100
120
PRT

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Artificial

120

amino acido

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thx

Thr

Cys

Val

105

de la regidén 1A6.10

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

110

VL

Ser

Sex

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Secuencia de amino &dcido de la regién 1A6.11 VH

100

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
85

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Glu Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Thr Gln

3



Thr Leu

Gly Met

Trp Leu
50

Leu Lys
65

Val Leu

Cys Ala

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Thr Leu
20

Gly Val

Ala His

Ser Gln

Lys Leu

Arg Arg
100

Leu Vval
115

101
108
PRT

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Thr

Thr

Artificial

Secuencia de

101

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Tyr Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Arg

val

Thr

Ile

Trp

55

Ile

val

Val

Ser

Leu

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Asn

Ser
120

amino acido

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Tyxr

55

Phe

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Tyr

25

Gln

Gly

Lys

Pro

Tyr
105

62

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Ala

/68

Phe

Pro

Asn

Thr

75

Asp

Met

Ser

Gly

Tyx

60

Ser

Thr

Asp

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Tyr

de la regién 1A6.11

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Trp
110

VL

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Ser

Glu

Ser

val

80

Tyxr

Gln

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro
80

o



63
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Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyxr Asn Ser Pro Trp

85

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu val

1

Thxr Leu

Gly Met

Trp Leu
50

Leu Lys
65

Val Leu

Cys Ala

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100
102
120
PRT
Artificial

Secuencia de

102

Thr

Thr

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Arg

Leu

115

103
108
PRT

Leu

Leu

20

Val

His

Gln

Leu

Arg

100

Val

Arg

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Thr

Thr

Artificial

amino &acido

Glu

Cys

Trp

Trp

Thx

70

Ser

Arg

val

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Val

Val

Ser

Gly

Leu

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Asn

Ser
120

105

de la regién 1lA6.12

Pro

Tyr

25

Gln

Gly

Lys

Pro

Tyr
105

Gly

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Ala

Leu

Phe

Pro

Asn

Thr

75

Asp

Met

Val

Ser

Gly

Tyxr

60

Ser

Thr

Asp

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Tyr

VH

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Trp
110

Secuencia de amino &cido de la regidén 1A6.12 VL

103

S5

Thr

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Gln

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



Asp

vVal

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val Thr
20

Trp Phe
35

Ala Ser

Tyr Gly

Ile Ala

Gly Gly
100

104
112
PRT

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Artificial

Secuencia de

104

Glu Val Gln Leu

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg Leu
20

Val Trp

35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

vVal

Ser

Val

Ser

Thx

Ser
85

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

amino &cido

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

64

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

/68

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

de la regidén 8El.4 VH

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp
90

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyxr

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr
95

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

S
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Ala Arg Asn Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Vval Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thxr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

Gly Met

100
105
108
PRT
Artificial

Secuencia de
105

Gln Met Thr

val Thr Ile
20

Trp Tyr Gln
35

Ala Ser His

Ser Gly Thr

Phe Ala Thr
85

Gly Gly Gly
100

106
112
PRT
Artificial
Secuencia de
106
Gln Leu Val
S

Arg Leu Ser
20

Val Trp Val

amino acido

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyxr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

amino acido

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala

105

110

de la regién 8El1.4 VL

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Ala

Val

Lys

‘45

Arg

Ser

Ser

Ser

Gly

30

Gly

Phe

Leu

Tyr

de la regién 8El1.5 VH

Gly Gly Leu Val Gln Pro

10

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly
15

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

25

30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val



35

Ala Ser Ile Ser Ser
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Arg Asn Pro Tyr
100
<210> 107
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Secuencia de
<400> 107
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Val Thr Ile
20
val Ala Trp Tyr Gln
35
Tyr Ser Ala Ser His
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Thr Phe Gly Gly Gly
100
<210> 108
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

40

Gly Ser Ser

55

Ile Ser Arg

70

Leu Arg Ala

Trp Gly Gln

amino &cido

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Asn

Asp

Glu

Gly
105

66

Ile

Asn

Asp

Thr

/68

Tyxr

Ala

75

Thr

Leu

Tyr

60

Lys

Ala

Val

45

Ala

Asn

Val

Thr

Asp

Thr

Tyr

Val
110

de la regién 8El.S5 VL

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Sex

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Serx

Asn

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Gly

30

Gly

Phe

Leu

Tyxr

Thr

Leu

Tyr

95

Ser

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

val

Tyr

80

Cys

Ser

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Leu

376



<220>
<223>

<400>
Glu Vval

1

Ser Leu

Gly Met

Ala Ser
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser

50

Ser Gly

Secuencia de

108

Gln Leu

Arg Leu
20

val Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Asn Pro
100

109
108
PRT

vVal

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Tyxr

Artificial

Secuencia de

109

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Thr

Ile

Gln

His

Thr

amino acido

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gln

amino &acido

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

67
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de la regién B8El.6 VH

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asp

Asp

90

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

de la regién B8El.6 VL

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Gly

30

Gly

Phe

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

Sex

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Ser

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

373
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VA ]

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 110
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de aceptor de cadena pesada (Humana)

<400> 110
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Leu Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly

1 5 10 15

Val Gln Cys

<210> 111
<211> 22
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de aceptor de cadena ligera (Humana)

<400> 111
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1 5 10 15

Phe Pro Gly Ser Arg Cys
20

183
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMis>iuN A TRAMITE
PCT
PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ 1]
¢ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente [X]Lh
+ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ X] L
+ Descripcion de la invencion [ X]
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas » [X]12
COMPLETA [X] INCOMPLETA []
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del material
que incorpora el disefio [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA []
ESQUEMA DE TRAZADO [ ]
¢ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado | [ ]
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacioén grafica del esquema trazado [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA []
d‘pmvo M Neno Cores,
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Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7y 10

Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: info@sic.gov.co
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