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DESCRIPCION

P40 de interleuquina-12 de mamifero e interleuquina B30. Sus combinaciones. Anticuerpos. Usos en composiciones
farmacéuticas

Campo de la invencion

La presente descripcion pertenece al campo de composiciones y meétodos relacionados con proteinas, que
funcionan en el control de la biologia y fisiologia de células de mamiferos, por ejemplo células de un sistema inmune
de mamifero. En particular, proporciona genes, proteinas, anticuerpos y reactivos relacionados purificados y
métodos que son Utiles, por ejemplo para regular la activacion, el desarrollo, la diferenciacion y la funcion de
diversos tipos de células, incluyendo las células hematopoyéticas.

Antecedentes de la invencion

La tecnologia de DNA recombinante se refiere en general a las técnicas de integrar la informacion genética de una
fuente donadora en vectores para el procesamiento subsiguiente, tal como a través de la introduccién en un
hospedante, mediante lo cual la informacion genética transferida se copia y/o se expresa en el nuevo ambiente.
Comunmente, la informacion genética existe en forma de DNA complementario (DNAc) derivado de RNA mensajero
(RNAm) que codifica un producto proteinico deseado. El vehiculo frecuentemente consiste en un plasmido que tiene
la capacidad de incorporar el DNAc para su replicacion posterior en un hospedante y, en algunos casos, para
controlar realmente la expresion del DNAc y dirigir de esta manera la sintesis del producto codificado en un
hospedante.

Desde hace algun tiempo, es conocido que la respuesta inmune de un mamifero se basa en una serie de complejas
interacciones celulares, denominadas “sistema inmune”. Véase por ejemplo, Paul (1998), Fundamental Immunology
(42 ed.), Raven Press, NY. Recientes investigaciones han proporcionado nuevos puntos de vista en cuanto al
funcionamiento interno de este sistema. Aunque esta claro que la mayor parte de la respuesta gira, de hecho,
alrededor de las interacciones de tipo reticular de linfocitos, macréfagos, granulocitos y otras células, los
inmunologos sostienen actualmente la opinién de que las proteinas solubles, conocidas como linfoquinas, citoquinas
0 monoquinas, desempenan un papel critico en el control de estas interacciones celulares. Asi, existe un
considerable interés en el aislamiento, la caracterizacién, y en los mecanismos de accion de los factores
moduladores celulares, la comprension de los cuales conducira a obtener significativos avances en el diagndstico y
terapia de numerosas anormalidades médicas, por ejemplo, los trastornos del sistema inmune. Algunos de estos
factores son factores de desarrollo hematopoyético, por ejemplo, el factor de estimulacion de colonias de
granulocitos (G-CSF). Véase, por ejemplo, Thomson (ed. 1998) The Cytokine Handbook (32 ed.) Academic Press,
San Diego; Mire-Sluis and Thorpe (ed. 1998) Cytokines, Academic Press, San Diego; Metcalf y Nicola (1995) The
Hematopoietic Colony Stimulating Factors, Cambridge University Press; y Aggarwal y Gutterman (1991) Human
Cytokines, Blackwell Pub. La expresion de citoquinas por células del sistema inmune desempefia un importante
papel en la regulacion de la respuesta inmune. La mayor parte de la citoquinas son pleiotrépicas y tienen multiples
actividades bioldgicas incluyendo presentacion de antigenos; activacion; proliferacion y diferenciacion de los
subconjuntos de células CD4+ T,; respuesta a anticuerpos mediante las células B; y manifestaciones de
hipersensibilidad. Ademas las citoquinas pueden usarse para diagnoéstico y en la terapia de una amplia gama de
estados degenerativos o anormales que implican directa o indirectamente al sistema inmune y/o las células
hematopoyéticas.

Las linfoquinas median aparentemente las actividades celulares en una variedad de modos. Han demostrado que
mantienen la proliferacion, desarrollo y/o diferenciacion de las células madres hematopoyéticas pluripotenciales en
vastos numeros de progenitores que comprenden diversos linajes celulares que constituyen un complejo sistema
inmune. Son necesarias interacciones adecuadas y equilibradas entre los componentes celulares para obtener una
respuesta inmune saludable. Los diferentes linajes celulares responden frecuentemente de diferente modo cuando
se administran linfoquinas junto con otros agentes.

Los linajes de células especialmente importantes para la respuesta inmune incluyen dos clases de linfocitos: las
células B, que pueden producir y secretar inmunoglobulinas (proteinas con capacidad de reconocer, y unirse a,
materia extrafia para efectuar su eliminacion), y las células T de diversos subconjuntos que secretan linfoquinas y
que inducen o suprimen las células B y otras diversas células (incluyendo otras células T) que constituyen el sistema
inmune. Estos linfocitos interactian con muchos otros tipos de células.

De lo que antecede, resulta evidente que el descubrimiento y desarrollo de nuevas linfoquinas, por ejemplo, las
relacionadas con G-CSF y/o IL6, podrian contribuir a nuevas terapias para una amplia gama de estados
degenerativos o anormales que implican directa o indirectamente al sistema inmune y/o a las células
hematopoyéticas. En particular, seria sumamente ventajoso el descubrimiento y desarrollo de linfoquinas que
mejoren o que potencien las actividades beneficiosas de las linfoquinas conocidas. Originalmente se identifico el
nuevo gen IL-B30 como el de una potencial citoquina en base a su estructura predicha, y se clasific6 como una
citoquina de cadena larga de tipo IL6 y G-CSF (solicitud de patente internacional PCT/US 98/15423 (WO 99/05280).
La IL-6 y las citoquinas relacionadas, tales como la oncostatina M, el factor inhibidor de leucemia (LIF), el factor
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neurotréfico ciliar (CNTF) y la cardiotrofina-1 tienen actividades bioldgicas sobre la hematopoyesis, trombopoyesis,
induccion de una respuesta en fase aguda, formacion de osteoclastos, diferenciacion de neuronas y supervivencia e
hipertrofia cardiaca. La expresion transgénica de IL-B30 en ratones indujo un fenotipo similar al que se observo
después de la sobreexpresion de IL-6 en ratones, que comprende enanismo, inflamacion sistémica, infertilidad y
muerte. La IL-B30 parece ser una nueva citoquina implicada en la inflamacion.

La solicitud de patente internacional W099/05280 describe la IL-B30.

Presky et al., (Proceedings of the National Academy of Sciences of USA, volumen 93, 26 de noviembre de 1996,
paginas 14002-14007) describen la IL-12, su receptor y anticuerpos para la misma.

La solicitud de patente europea EP-A-0433827 se refiere a una citoquina denominada factor de maduracién de
linfocitos citotéxicos (CLMF) que induce células asesinas activadas por linfoquinas (LAK) en presencia de IL-12.

La patente de EE.UU. 5.851.523 se refiere a la adicion de IL-12 e IL-6 a células T.
Sumario de la invencion

La presente invenciéon se basa, en parte, en el descubrimiento del papel fisiolégico de la IL-B30, denominada
también en la presente memoria como proteina IL-B30, y su papel en la respuesta inmune. En particular, el papel de
la IL-B30 ha sido aclarado en vias que estan implicadas en la inflamacién, enfermedades infecciosas, desarrollo
hematopoyético e infeccion viral. La invencion se refiere especificamente a composiciones que comprenden
combinaciones de la subunidad p40 de IL-12, con la interleuquina B30 (IL-B30) y sus actividades biolégicas.

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que la subunidad p40 de IL-12 también se asocia
con la citoquina IL-B30 descrita previamente, por ejemplo, en las solicitudes de patente de EE.UU. 08/900.905 y
09/122.443, en forma natural. Por lo tanto, la co-expresion de los dos polipéptidos conjuntamente da como resultado
union al receptor funcional y sefializacion.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona:

Una composicion que comprende un complejo de:
i) Un polipéptido p40 de IL-12 humano, maduro y sustancialmente puro, y
ii)  Un polipéptido maduro sustancialmente puro de SEQ. ID NO:2.

La invencion es como se define en las reivindicaciones.

La invencién también proporciona el uso de la composicién de la invencién en la fabricacién de un medicamento
para modular una respuesta inflamatoria.

También se describen en la presente memoria composiciones que comprenden: a) tanto un polipéptido
sustancialmente puro que comprende una pluralidad de distintos segmentos de por lo menos 7 aminoacidos
contiguos de p40 de IL-12 como un polipéptido sustancialmente puro que comprende una pluralidad de distintos
segmentos de por lo menos 7 aminoacidos contiguos de IL-B30; b) tanto un polipéptido sustancialmente puro que
comprende por lo menos 11 aminoacidos contiguos de p40 de IL-12 como un polipéptido sustancialmente puro que
comprende por lo menos 11 aminoacidos contiguos de IL-B30; c) un polipéptido sustancialmente puro que
comprende tanto una pluralidad de distintos segmentos de por lo menos 7 aminoacidos contiguos de p40 de IL-12
como una pluralidad de distintos segmentos de por lo menos 7 aminoacidos contiguos de IL-B30; o d) un polipéptido
sustancialmente puro que comprende tanto un segmento de por lo menos 11 aminoacidos contiguos de p40 de IL-12
como un segmento de por lo menos 11 aminoacidos contiguos de IL-B30. Diversas realizaciones de la descripcion
incluyen dichas composiciones: a) en donde la pluralidad descrita de distintos segmentos de por lo menos 7
aminoacidos contiguos comprende un segmento de por lo menos 9 aminoacidos contiguos; b) en donde la pluralidad
descrita de distintos segmentos de por lo menos 7 aminoacidos contiguos, son ambas de por lo menos 9
aminoacidos contiguos; c) en donde el segmento descrito de por lo menos 11 aminoacidos contiguos de p40 de IL-
12 es de por lo menos 15 aminoacidos contiguos; d) en donde el segmento descrito de por lo menos 11 aminoacidos
contiguos de IL-B30 es de por lo menos 15 aminoacidos contiguos. Las composiciones de la descripcion
comprenden ademas un vehiculo seleccionado de un compuesto acuoso que incluye agua, solucion salina y/o un
tampon; y pueden estar formuladas para administracion oral, rectal, nasal, tépica o parenteral; o ser estériles. Otras
realizaciones de la descripcion incluyen aquellas en las cuales: a) en donde por lo menos uno de los polipéptidos
descritos: i) esta marcado detectablemente; ii) es producido recombinantemente; iii) esta no glucosilado; iv) esta
desnaturalizado; v) esta unido a un sustrato sélido; o vi) esta conjugado con otro resto quimico; b) que comprende
tanto un polipéptido p40 de IL-12 sustancialmente puro como un polipéptido de IL-B30 sustancialmente puro; c) que
comprende un polipéptido p40 de IL-12 sustancialmente puro fusionado con IL-B30; o d) combinado con IL-18, IL-12,
radiacion o quimioterapia, un coadyuvante inmune o un anti-viral.
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Se describen antagonistas de las composiciones p40 de IL-12/IL-B30 combinadas con, por ejemplo un antagonista
de aTNF, un antagonista de IL-12, IL-10 o esteroides.

La descripcion proporciona también un compuesto de union, es decir un anticuerpo o uno de sus fragmentos de
unién, que se une especificamente a una composicion p40 de IL-12/IL-B30, de la invencién; pero no a cualquier p40
de IL-12 humano maduro o polipéptido maduro de SEQ ID NO:2 solo. El anticuerpo o su fragmento de unién puede:
a) estar en un recipiente; b) puede ser un fragmento Fv, Fab o Faby; c) estar conjugado con otro resto quimico; o d)
el anticuerpo descrito puede; i) ser producido contra una composicion p40 de IL-12/IL-B30; ii) ser
inmunoseleccionado; iii) ser un anticuerpo policlonal; iv) exhibir una Kd para el antigeno de por lo menos 30 mM; v)
estar unido a un sustrato sélido, incluyendo una bolita 0 una membrana de plastico; vi) estar en una composicion
estéril; o vii) estar marcado detectablemente, incluyendo un marcador radioactivo o fluorescente. Ciertas formas
preferidas incluyen composiciones que comprenden: a) un anticuerpo o fragmento de unién estéril de la invencion; o
b) el anticuerpo o fragmento de unién de la invencién y un vehiculo, en donde el vehiculo descrito es: i) un
compuesto acuoso que incluye agua, solucién salina y/o tampon; y/o ii) esta formulado para administracion oral,
rectal, nasal, tépica o parenteral.

También se describen métodos para producir un complejo antigeno:anticuerpo, que comprende poner en contacto,
en condiciones apropiadas, una composicion de p40 de IL-12/IL-B30 de primate con un compuesto de unién
descrito, permitiendo de esta manera que se forme el complejo descrito. Varios métodos incluyen aquellos en donde:
a) el complejo descrito se purifica de otras citoquinas; b) el complejo descrito se purifica de otros anticuerpos; c) el
contacto descrito se efectia con una muestra que comprende una citoquina; d) el contacto descrito permite la
deteccion cuantitativa del antigeno descrito; €) el contacto descrito se efectia con una muestra que comprende el
anticuerpo descrito; o f) el contacto descrito permite la deteccién cuantitativa del anticuerpo descrito.

La descripcion también se refiere a métodos de modular la fisiologia o el desarrollo de una célula o tejido que
comprende poner en contacto la célula descrita con una composicion p40 de IL-12 /IL-B30. Un método preferido
consiste en modular la fisiologia o desarrollo de una célula que comprende poner en contacto la célula descrita con
una composicion p40 de IL-12/IL-B30, y el contacto descrito da como resultado un aumento de la produccion de
IFNy. Tipicamente, la célula descrita es de un organismo hospedante, y el organismo descrito exhibe una respuesta
a Th1 mejorada, por ejemplo, una seleccionada de: un efecto antitumoral; un efecto coadyuvante; un efecto anti-
viral; o un efecto alérgico antagonizado. Frecuentemente, el contacto se realiza en combinacién con: IL-18; IL-12;
terapia de radiacion o quimioterapia; un coadyuvante inmune; o un agente terapéutico anti-viral.

También, como se describe en la presente memoria, la identificacion de la asociacién de las dos subunidades
proporciona métodos para aumentar la secrecion de: a) IL-B30 de primate, comprendiendo dicho método expresar el
polipéptido descrito con p40 de IL-12; o b) p40 de IL-12 de primate, comprendiendo dicho método expresar el p40 de
IL-12 descrito con IL-B30. Preferiblemente: a) el aumento descrito es de por lo menos 3 veces; o bien b) la expresion
descrita es de un acido nucleico recombinante que codifica IL-B30 y p40 de IL-12.

Se proporcionan métodos para escrutar un receptor al que se une a la composicién p40 de IL-12/IL-830 descrita, por
ejemplo, que comprende poner en contacto el complejo descrito con una célula que expresa el receptor descrito bajo
condiciones que permiten que el complejo descrito se una al receptor descrito, formando de este modo una
interaccion detectable. Preferiblemente, la interaccion descrita da como resultado una respuesta fisiologica en la
célula descrita.

Otros métodos incluyen aquellos en donde la modulaciéon es una funcién inhibidora de la célula leucocitica; y/o en
donde lo que se administra es el agonista.

Ciertas casos incluyen aquellas en las cuales el animal experimenta signos o sintomas de autoinmunidad; un estado
inflamatorio; autoinmunidad especifica de tejido; autoinmunidad degenerativa; artritis reumatoide; osteoartritis;
aterosclerosis; esclerosis multiple; vasculitis; hipersensibilidades demoradas; injerto de piel; un transplante; lesiones
espinales; ictus; neurodegeneracion; una enfermedad infecciosa; isquemia; cancer; tumores; mieloma multiple;
enfermedad de Castleman; osteoporosis post-menopausica o enfermedades asociadas con IL-6. La administracion
puede ser en combinacion con: un agonista o antagonista de citoquina anti-inflamatorio; un analgésico; un agente
anti-inflamatorio; o un esteroide.

Finalmente se describe un método para inducir la proliferacion de células T de memoria administrando IL-B30 o uno
de sus agonistas.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Descripcion

I. Aspectos generales
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I. Aspectos generales

La presente descripcion proporciona descripcion y ensefianzas de apareamiento de proteinas de mamiferos para
preparar una citoquina soluble, por ejemplo, una molécula secretada que puede mediar una sefal entre células
inmunes u otras células. Véase, por ejemplo, Paul (1998) Fundamental Immunology (4th ed.) Raven Press, N.Y.
Ciertos factores solubles estan constituidos por polipéptidos heterodimeros, por ejemplo IL-6 e IL-12. Las formas
dimeras que son probablemente las formas fisiolégicas, y los fragmentos, o antagonistas seran utiles, por ejemplo,
en la modulacioén fisiolégica de células que expresan un receptor. Es probable que la citoquina funcional que
comprende el complejo p40/IL-B30 tenga efectos estimuladores o inhibidores sobre las células hematopoyéticas,
incluyendo por ejemplo, células linfoides, tales como células T, células B, células asesinas naturales
(abreviadamente NK por la expresion inglesa natural killer), macréfagos, células dendriticas, progenitoras
hematopoyéticos, etc. Las proteinas seran también utiles como antigenos, por ejemplo, como inmundgenos, para
producir anticuerpos para varios epitopos de la proteina, tanto epitopos lineales como conformacionales.

Ya ha sido descrita la subunidad p40 de IL-12. Véase, por ejemplo, Seiler et al., Patente de EE.UU. 5.547.852; Scott
y Trinchieri, Patente de EE.UU. 5.571.515; Gately et al., Patente de EE.UU. 5.650.492; Liesehke y Mulligan, Patente
de EE.UU. 5.891.680; Wame et al., Patente de EE.UU. 5.744.132; y los numeros de acceso gbM86671,
gbAF133197, gbU16674, gbU83184, embY07762, embY11129.1, gbM65272, gbAF007576, gbU19841, gbU11815,
gbU57752, gbAF004024, gbU49100, gbU19834, y embX97019. Se identificé una secuencia que codifica IL-B30 a
partir de una secuencia genémica humana. La molécula fue denominada hulL-B30. También se describié una
secuencia de roedor, por ejemplo, de raton. Véase, por ejemplo, las solicitudes de patentes de EE.UU. nimeros de
serie 08/900.905 y 09/122.443. La presente descripcion abarca composiciones que comprenden complejos de estos
dos polipéptidos, por ejemplo, p40 e IL-B30, y construcciones de acido nucleico que codifican ambas secuencias.
También se proporcionan anticuerpos que reconocen las combinaciones, y los métodos para producir los dos
mensajes o polipéptidos, por ejemplo, coordinadamente.

El gen IL-B30 humano codifica una pequefia proteina soluble de tipo citoquina, de aproximadamente 198
aminoacidos. La secuencia sefal predicha psort tiene probablemente aproximadamente 17 residuos, y se extenderia
desde Met hasta aproximadamente Ala. Véase la Tabla 1 y las SEQ. ID. NO: 1 y 2. La IL-B30 exhibe restos
estructurales caracteristicos de un miembro de las citoquinas de cadena larga. Comparese, por ejemplo, IL-B30, G-
CSF e IL-6, secuencias obtenibles de GenBank. Véanse también las solicitudes de patentes de EE.UU. SN
08/900.905 y 09/122.443.
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TABLA 1. Acido nucleico (SEQ ID NO: 1) que codifica IL-B30 de un primate, por ejemplo, un ser humano. La
secuencia de aminoacidos traducida es LA SEQ ID NO: 2.

Aﬂmmmmmcmaﬂ:mnaﬂﬁmmmmm
Met Leu Gly Ser Arg Ala Val Met Leu Leu Leu Leu Leu Pro Trp Thr @
-21 -20 =15 =10 .
muﬁsn:msnutsmmmmmmmmm
Al; Gln Gly Arg Ala v;{ Pro Gly Gly Ser Ser Pro Ala Trp Thr Eiﬁ %
- 5 10
mmmmm:mmmrﬁcmmsccm:mm
CA
Cys Gln Gln Leu Ser Gln Lys Leu Cys Thr Leu Ala Trp Ser Ala m: 14
15 20 25
CCA €CTR GTG GGA CAC ATG GAT CTA AGA GAA GAG GGA GAT GAA GAG
Pro Leu v;é Gly His Met Asp Lg: Arg Glu Glu Gly Asp Glu Glu ‘;ﬁ 92
40
ARCA AAT GAT GTT CCC CAT ATC CAG TGT GGA GAT GGC TGT GAC
CCC CAn
Thr A:: Asp Val Pro His Igg Gln Cys Gly Asp Gly Cys Asp Pre Gln 240
55
mmmmmmrmmmcmmmnmmm
Gly Lev Arg Asp Asn Ser Gln Phe Cys Leu Gln Arg Ile His Gln g..l:: ' 208
60 €5 70 15
CTGLTTTTTTHTG&GMEC‘IGCT&EGITCGG&T&HHCM
lLeu Ile Phe Tyr Glu Lys Leu Leu Gly Ser Asp Ile Phe Thr gfg GG:ﬁ 36
BO as 90
CCT TCT CTG CTC CCT GAT AGCC CCT GTC GCG CAG CTT CAT GCC T
Pro Ser Leu Leu Pro Asp Ser Pro Val Ala Gln Leu His Ala 5:: gﬁ 3¢
95 100 105
nnsmﬂcammncmmmrmmrucmmmu
Lev Gly Leu Ser Gln Leu Leu Gln Pre Clu Gly His Hia Trp Glu :E: 432
110 115 120
manhTTCCAMCCTI:MTCCCHGCChEECATGEm
Gln Gln Ile Pro Ser Leu Ser Pro Ser Gln Pro Trp GIE E:G: E‘:E lc:: 490
125 130 : 135
CTCCGETTCAMHTCETTC’GEMCCTCC&GEEI'TTETGGE’TGTRGCC 528

Ala Phe Val Ala Val Ala

Leu Arg Phe Lys Ile Leu Arg Ser Leu Gln
150 155

140 145

GCC CGG GTC TTT GCC CAT GGA GCA GCA ACC CTG

Ala Arg Val Phe Ala His Gly Ala Ala Thr Leu
160 165

AGT CCC TAA 570
Ser Pro

MLGSRAVMLLLLLPWTAQGRAVPGGSSPAWTQCQQOLSOKLCTLAWSAHPLVGHMDLREEGDEE
TTNDVPHIQCGDGCBPQGLRDNSQFCLORIHQGLIFYEKLLGSDIFTGEPSLLPDSPVAQLHA
SLLGLSQLLOPEGHHWETQQIPSLSPSQPWORLLLRFKILRSLQAFVAVAARVFAHGAATLSP

Secuencia codificadora:



ATGCTGGGGA
TCAGGGCAGA
AGCAGCTTTC
GTGGGACACA
TGTTCCCCAT
ACAACAGTCA
GAGAAGCTGC
TGATAGCCCT
TCCTGCAGCC
AGTCCCAGCC
CAGCCTCCAG
CAGCAACCCT

GCAGAGCTGT
GCTGTGCCTG
ACAGAAGCTC
TGGATCTAAG
ATCCAGTGTG
GTTCTGCTTG
TAGGATCGGA
GTGGCGCAGC
TGAGGGTCAC
AGCCATGGCA
GCCTTTGTGG
GAGTCCCTAAR
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ARTGCTGCTG
GGGGCAGCAG
TGCACACTGG
AGAAGAGGGA
GAGATGGCTG
CAAAGGATCC
TATTTTCACA
TTCATGCCTC
CACTGGGAGA
GCGTCTCCTT
CTGTAGCCGC

Roedor, por ejemplo ratén, IL-B30 (SEQ ID NO: 3y 4):

CGCTTAGAAG TCGGACTACA GAGTTAGACT CAGAACCAAR
CAGGCCTGGT GCAGATCACA GAGCCAGCCA GATCTGAGAA

CTG
Leu
=20

GAT

Asp Cys

CAG
Gln

GGC
Gly

CAG
Gln

CAG CTC
Gln

CCa
Pro

GCG
Ala
30

ARR
Lys
45

ART
Asn

GGA
Gly

CTC
Leu

ANG
Lys

CTG
Leu

GCT
Ala

TTT
Phe

TGC,

AGA
Arg

GCA
Ala

GTA
Val
-15

GCT
Ala

GTG
Val
1

CCT
Pro

TCT
Ser

CGG
Ar

AAT
Asn

CAT
His

ATG
Met

AAT
Asn

ATA
Ile

AGG
Arg

CTC
Leu

CTA
Leu

ATG
Met

CTA
Leu

TGG
Trp

AGT
Ser

AGC
Ser

AGT
Ser

TGC
Cys
20

ATG
Met

CTa
Leu

CTh
Leu

AGA

Arg Glu

3s

GTG
Val

ccC
Pro

CGT
Arg
50

GRC
hsp

ARC
Asn
63

AGC
Ser

TAT
Tyr
80

CAC

Lys His

ATC
Ile

CAG
Gln

CTG
Leu

CAG
Gln

TGT
Cys

GAR
Glu

TTC
Fhe

TGC
Cys

TTG
Leu
70

CTT
Leu

GAC
Asp
g5

TCT
Ser

TTGCTGCTGC
CCCTGCCTGG
CCTGGAGTGC
GATGAAGAGA
TGACCCCCAA
ACCAGGGTCT
GGGGAGCCTT
CCTACTGGGC
CTCAGCAGAT
CTCCGCTTCA
CCGGGTCTTT

GGAGGTGGAT

GCAGGGAACH

CTG
Léu
-10

TTG
Leu

ccc
Pro

CCT
Pro

GAC
Asp

TGG
Trp

GCT
Ala

CCTGGACAGC
ACTCAGTGCC
ACATCCACTA
CTACAARTGA
GGACTCAGGG
GATTTTTTAT
CTCTGCTCCC
CTCAGCCAAC
TCCARAGCCTC
AAATCCTTCG
GCCCATGGAG

AGGGGGTCCA

AG ATG
Met
-21

TGG GTC ACT
Trp

Val Thr

-5

CAG
Gln

TGC
Cys

10

GCC
Ala

TGG
Trp

AAC
Asn

GAG
Glu
40

GARA
Glu

GAT
Asp

GAT
Asp
55

GGT
Gly

TGT
Cys

CAR
Gln

AGG
Arg

ATC
Ile

GAC
Asp

ATC
Ile

TTC
Phe

GCA
Ala

GAA
Glu

GAC
Asp

CGC
Arg

AAR
Lys

CAT
His

GCA
RAla

GAG
Glu

RCT
Thr

CCh
Pro

CAA
Gln
&0

CAM
Gln
15

GGT
Gly

GGG
Gly

GAG
Glu

80

60

115
1@3.
211
259
307
355
403

451
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CCT GCT CTA CTC CCT GAT AGC CCC ATG GAG CAA CTT CAC ACC TCC CTA 499
Pro Ala Leu Leu Pro Asp Ser Pro Met Glu Gln Leu His Thr Ser Leu
95 100 105
CTA GGA CTC AGC CAA CTC CTC CAG CCA GAG GAT CAC CCC CGG GAG ACC 547
Leu Gly Leu Ser Gln Leu Leu Gln Pro Glu Asp His Pro Arg Glu Thr
110 115 120

CAA CAG ATG CCC AGC CTG AGT TCT AGT CAG CAG TGG CAG CGC CCC CTT 595
Gln Gln Met Pro Ser Leu Ser Ser Ser Gln Gln Trp Gln Arg Pro Leu

125 130 135 140

CTC CGT TCC AAG ATC CTT CGA AGC CTC CAG GCC TTT TTG GCC ATA GCT 643
Leu Arg Ser Lys Ile Leu Arg Ser Leu Gln Ala Phe Leu Ala Ile Ala

145 150 155
GCC CGG GTC TTT GCC CAC GGA GCA GCA ACT CTG ACT GAG CCC TTA GTG 691
Ala Arg Val Phe Ala His Gly Ala Ala Thr Leu Thr Glu Pro Leu Val
160 165 170
CCA ACA GCT TAAGGATGCC CAGGTTCCCA TGGCTACCAT GATAAGACTA 740
Pro Thr Ala
175

ATCTATCAGC CCAGACATCT ACCAGTTAAT TAACCCATTA GGACTTGTGC TGTTCTTGTT 800
TCGTTTGTTT TGCGTGAAGG GCAAGGACAC CATTATTAAA GAGAARAGAAR ACAAACCCCA 860
GAGCAGGCAG CTGGCTAGAG AARAGGAGCTG GAGAAGAAGA ATABAGTCTC GAGCCCTTGG 920
CCTTGGAAGC GGGCAAGCAG CTGCGTGGCC TGAGGGGAAG GGGGCGGTGG CATCGAGARAA 980
CTGTGAGRAA ACCCAGAGCA TCAGAAARAG TGAGCCCAGG CTTTGGCCAT TATCTGTAAG 1040
AAARACARAGA AAAGGGGAAC ATTATACTTT CCTGGGTGGC TCAGGGAAAT GTGCAGATGC 1100
ACAGTACTCC AGACAGCAGC TCTGTACCTG CCTGCTCTGT CCCTCAGTTC TAACAGRATC 1160
TAGTCACTAA GAACTAACAG GACTACCAAT ACGAACTGAC AAA 1203

MLDCRAVIMLWLLPWVTQGLAVPRSSSPDWAQCQQLSRNLCMLAWNAHAPAGHMNLLREEED
EETKNNVPRIQCEDGCDPQGLKDNSQFCLQRIRQGLAFYKHLLDSDIFKGEPALLPDSPMEQ

LHTSLLGLSQLLQPEDHPRETQQOMPSLSSSQQWQRPLLRSKILRSLQAFLATIAARVFAHGAA
TLTEPLVPTA

La homologia estructural de IL-B30 con las proteinas citoquinas relacionadas sugiere una funcion relacionada para
esta molécula. Sin embargo, el reconocimiento de la asociacion del polipéptido p40 de IL-12 con el polipéptido IL-
B30 permite una valoracion biologica de los dimeros de p40/IL-B30 activos. Los complejos p40 de IL-12/IL-B30
pueden estar constituidos ya sea por polipéptidos distintos que representan cada uno de los polipéptidos individuales
o las construcciones de fusiéon de p40 de IL-12 con IL-B30. Las observaciones indican que el dimero es capaz de
inducir la produccion de interferon-y (IFNy) mediante varios tipos de células, por ejemplo, PBMC, que sugiere
funciones bioldgicas para las cuales se usara el dimero. Ademas, los experimentos indican que la subunidad (31 del
receptor de IL-12 es un componente del receptor para el dimero p40/IL-B30.

El IFNy activa los macroéfagos que estimulan las actividades tumoricidas y microbiocidas. También modula la
expresion de la molécula MHC de clase | y Il incluyendo la regulacion ascendete de las moléculas de clase Il sobre
los monocitos/macréfagos y las células dendriticas, e induce la expresion en las células epiteliales, endoteliales y
otras células, convirtiéndolas en capaces de presentacion de antigenos. La citoquina es una citoquina de tipo Th1
que promueve el desarrollo de células CDA+ T de tipo Th1, pero inhibe el de las células T de tipo Th2. Es un
inhibidor poderoso y relativamente especifico de la sintesis de IgE e 1g4 inducida por IL-4 mediante los linfocitos B,
aunque en concentraciones mas elevadas no inhibe especificamente la produccién de todos los isotipos de
anticuerpos. El IFNy aumenta las respuestas inmunes citotoxicas contra los organismos y tumores intracelulares
mediados por las células NK y CTL. Anadlogamente a la IL-12, el IFNy tiene propensién a promover la respuesta
citotoxica mediada por células, mientras que inhibe la inflamacién alérgica y la sintesis de IgE. Véase, por ejemplo,
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Karupiah (ed. 1997) Gamma Interferon in Antiviral Defense Chapman & Hall; Jaffe (ed. 1992) Anti-Infective
Aplications of Interferon-Gamma, Marcel Dekker (ISBN: 0824786882); Sutterwala et al., (1999) J. Leukoc. Biol.
65:543-551; Billiau et al., (1998) Ann. NY Acad. Sci. 856:22-32; y Gessani et al., (1998) Cytokine Growth Factor Rev.
9:117-123.

Los agonistas o antagonistas de IL-B30 también pueden actuar como antagonistas funcionales o de receptores, por
ejemplo, los que bloquean la unién de IL-4 o IL-12 a sus respectivos receptores, o mediar las acciones opuestas.
Asi, IL-B30, o sus antagonistas, pueden ser utiles para el tratamiento de estados médicos anormales, incluyendo
trastornos inmunes, por ejemplo deficiencias inmunes de las células T, inflamacion crénica, o rechazo de tejidos, o
en estados cardiovasculares o neurofisioldgicos. Los agonistas se usarian probablemente en un contexto terapéutico
para potenciar la inmunidad mediada por células, por ejemplo en situaciones anti-tumorales, coadyuvantes y anti-
virales o para antagonizar las respuestas alérgicas. Los antagonistas se usarian probablemente en el contexto de
bloquear dicha inmunidad potenciada, por ejemplo, en contribuciones celulares a las enfermedades autoinmunes o
para estados inflamatorios crénicos.

Los antigenos naturales son capaces de mediar en varias respuestas bioquimicas que conducen a respuestas
bioldgicas o fisiolégicas en células dianas. Las realizaciones preferidas serian de humanos, pero también existen en
la naturaleza otras especies correspondientes de primates u otras especies. Las secuencias adicionales para las
proteinas en otras especies de mamiferos, por ejemplo, primates, caninos, felinos, y roedores también deben estar
disponibles.

En particular, la asociacién de la subunidad p40 de IL-12 con IL-B30 ha sido confirmada. Las moléculas p40 de IL-12
e IL-B30 deben haber evolucionado conjuntamente. Si las dos se asocian funcionalmente, podrian actuar
conjuntamente de la misma manera que IL-12. Véase, por ejemplo, Trinchieri (1998) Adv. Immunol. 70:83-243;
Gately et al., (1998) Ann. Rev. Immunol. 16:495:521; y Trinchieri (1998) Int. Rev. Immunol. 16:365-396.

En forma de complejo, sin embargo, se esperaria que el complejo interactuara con dos receptores altos de sefiales
en la familia de los receptores de citoquinas. Esto ha sido confirmado en el caso de la subunidad B-1 del receptor IL-
12. Pueden analizarse otros receptores relacionados para la uniéon con el complejo soluble. Se ha construido una
serie de células, por ejemplo BAF/3, que expresan de forma estable varios de estos receptores altos capaces de
transduccion de sefiales.

Los sobrenadantes de los transfectantes de tanto p40 de IL-12 como IL-B30 (o una construccion de combinacion
Unica) en la misma célula, se usaron para ensayar estas varias células para verificar si esta es una respuesta
proliferativa o de otro tipo de sefializacion. En realidad la mayoria de los efectos fisioldégicos de la citoquina pueden
deberse al complejo de las proteinas. De este modo, muchas de las descripciones siguientes de biologia resultantes
de la citoquina pueden estar realmente fisiolégicamente afectadas por el complejo que comprende la combinacion
de las subunidades

Las siguientes descripciones pueden aplicarse también al complejo p40 de IL-12/IL-B30. Se construyé una fusion de
la subunidad p40 de IL-12 con IL-B30, tal como por ejemplo, la hiper IL-6. Véase, por ejemplo, Fischer et al (1997)
Nature Biotechnol. 15:42-145; Rakemann et al., (1999) J. Biol. Chem. 274:1257-1266; y Peters et al., (1998) J.
Immunol. 161:3575-3581. Ademas, el apareamiento del complejo de citoquina con un receptor que comprende la
subunidad B1 del receptor IL-12 permite la identificacion de los anticuerpos con esta subunidad como antagonistas
del receptor del complejo de citoquinas.

ll. Complejo p40/IL-B30 purificado

La secuencia de aminoacidos de IL-B30 humana se muestra como una realizacién dentro de la SEQ ID NO: 2. Otros
acidos nucleicos naturales que codifican la proteina pueden aislarse mediante procedimientos estandares usando la
secuencia proporcionada, por ejemplo, por técnicas de PCR o por hibridacion. Estas secuencias de aminoacidos,
provistas con grupos amino a carboxi, son importantes para proporcionar la informacién de secuencia para la
subunidad de citoquina que permite distinguir el antigeno de proteina de otras proteinas y ejemplificar numerosas
variantes. Ademas, las secuencias peptidicas permiten la preparacion de péptidos para generar anticuerpos para
que reconozcan los segmentos y secuencias nucleotidicas que permitan la preparacion de sondas
oligonucleotidicas, siendo ambas estrategias para la deteccion o aislamiento, por ejemplo, clonacién de genes que
codifican dichas secuencias.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “IL-B30 humana soluble” abarca, cuando se usa en un
contexto de proteinas, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a un polipéptido
soluble de la SEQ ID NO: 2. Sus fragmentos significativos frecuentemente retendran funciones similares, por
ejemplo antigenicidad. En este texto se describen realizaciones que comprenden una pluralidad de segmentos
distintos, por ejemplo, segmentos no solapantes de la longitud especificada. Tipicamente, la pluralidad sera de por lo
menos dos, mas usualmente de por lo menos tres, y preferiblemente 5, 7, o incluso mas. Aunque puede indicarse la
longitud minima, pueden ser apropiadas longitudes mas largas de varios tamafos, por ejemplo, una de longitud 7, y
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dos de longitud 12. Caracteristicas similares pueden aplicarse al polipéptido p40 de IL-12 y a los polinucleétidos de
cualquiera o ambos.

Los componentes de unién, por ejemplo, los anticuerpos, se unen tipicamente a un complejo p40 de IL-12/IL-B30
con alta afinidad, por ejemplo, de por lo menos aproximadamente 100 nM, usualmente superiores a
aproximadamente 30 nM, preferiblemente superiores a aproximadamente 10 nM, y aun mas preferiblemente
superiores a aproximadamente 3 nM. Se encontraran complejos de proteinas correspondientes en especies de
mamiferos distintas de la humana, por ejemplo, en otros primates, ungulados o roedores. Las especies que no son
mamiferos también deben poseer genes y proteinas estructural o funcionalmente relacionados, por ejemplo, aves o
anfibios.

También se describen en la presente memoria fragmentos o segmentos de polipéptidos significativos que abarcan
un tramo de residuos de aminoacidos de por lo menos aproximadamente 8 aminoacidos, generalmente de por lo
menos aproximadamente 12 aminoacidos, tipicamente de por lo menos aproximadamente 16 aminoacidos,
preferiblemente de por lo menos aproximadamente 20 aminoacidos, y, en realizaciones particularmente preferidas
de la invencion de por lo menos aproximadamente 30 o mas aminoacidos, por ejemplo, 35, 40, 45, 50 etc. Dichos
fragmentos pueden tener extremos que comienzan y/o terminan en virtualmente todas las posiciones, por ejemplo,
que comienzan en los residuos 1, 2, 3, etc., y finalizan en por ejemplo 175, 174, 173, etc., en todas las
combinaciones practicas para IL-B30 o para la subunidad p40 de IL-12. Los péptidos particularmente interesantes
tienen extremos que corresponden a los limites de dominios estructurales, por ejemplo hélices A, C, C y/o D de IL-
B30 o de los dominios Ig de p40 de IL-12 Véase mas adelante.

La expresion “composicion de union" se refiere a moléculas que se unen con especificidad al complejo p40 de IL-
12/IL-B30, por ejemplo, en una interaccion de anticuerpo-antigeno, pero no a los componentes individuales solos La
especificidad puede ser mas o menos inclusiva, por ejemplo, especifica para una realizacion particular o para grupos
de realizaciones relacionadas, por ejemplo primates, roedores, etc. EI empobrecimiento o las absorciones pueden
proporcionar selectividades deseadas, por ejemplo, para empobrecer anticuerpos que se unen a cualquier
componente polipeptidico sélo. Asimismo, se describen compuestos, por ejemplo, proteinas que se asocian
especificamente con el complejo p40 de IL-12/IL-B30, incluyendo una interaccion de proteina-proteina natural
relevante fisioldgicamente, ya sea en forma covalente o no covalente. La molécula puede ser un polimero o un
reactivo quimico. Un analogo funcional puede ser una proteina con modificaciones estructurales, o puede ser una
molécula que tiene una configuracion molecular que interactia con los determinantes de union apropiados. Los
compuestos pueden servir como agonistas o antagonistas de una interaccién de uniéon a receptor, véase, por
ejemplo, Goodman et al., (eds.) Goodman & Gilman's: The Pharmacological Bases of Therapeutics (edicion actual)
Pergamon Press.

Sustancialmente puro, por ejemplo, en un contexto de proteinas, significa tipicamente que la proteina esta libre de
cualquier otra proteina contaminante, de acidos nucleicos, o de otros productos biolégicos derivados del organismo
fuente original. La pureza puede valorarse por métodos convencionales, tipicamente por el porcentaje en peso, y
comunmente sera por lo menos aproximadamente 40% pura, generalmente por lo menos aproximadamente 50%
pura, frecuentemente por lo menos aproximadamente 60% pura, tipicamente por lo menos aproximadamente 80%
pura, preferiblemente por lo menos aproximadamente 90% pura, y, en la mayoria de las realizaciones preferidas, por
lo menos aproximadamente 95% pura. Frecuentemente pueden afiadirse vehiculos o excipientes. Una composicion
que comprende una p40 de IL-12 e IL-B30 sustancialmente pura no tendra grandes cantidades de polipéptidos
extrafios que no estaran naturalmente asociados con el complejo de los dos polipéptidos.

La solubilidad de un polipéptido o un fragmento depende del ambiente y del polipéptido. Muchos parametros afectan
a la solubilidad del polipéptido, incluyendo la temperatura, el ambiente electrolitico, el tamafo y las caracteristicas
moleculares del polipéptido y la naturaleza del disolvente. Tipicamente, la temperatura a la cual se usa el polipéptido
esta en un intervalo de aproximadamente 4°C hasta aproximadamente 65°C. Usualmente la temperatura de uso es
superior a aproximadamente 18°C. Con propdsitos de diagndstico, la temperatura sera usualmente la temperatura
ambiente o mas caliente, pero menor que la temperatura de desnaturalizaciéon de los componentes en la valoracién.
Con propésitos terapéuticos, la temperatura usualmente sera la temperatura del cuerpo, tipicamente
aproximadamente 37°C para seres humanos y ratones, aunque bajo ciertas condiciones la temperatura puede
elevarse o disminuirse in situ o in vitro.

El tamafio y la estructura de los polipéptidos generalmente deben corresponder a un estado sustancialmente
estable, y usualmente no deben estar en estado desnaturalizado. El polipéptido puede estar asociado con otros
polipéptidos en una estructura cuaternaria, para conferirle por ejemplo solubilidad, o asociado con lipidos o
detergentes. La invencion proporciona un complejo constituido por la asociacion de los polipéptidos p40 de IL-12 e
IL-B30, preferiblemente una composicion de fusion.

El disolvente y los electrolitos seran usualmente un tampén biolégicamente compatible de un tipo usado para la
conservacion de las actividades biologicas, y usualmente se aproximara a un disolvente fisiolégico acuoso.
Usualmente el disolvente tendra un pH neutro, tipicamente entre aproximadamente 5 y 10, y preferiblemente de
aproximadamente 7,5. En algunas ocasiones, se afiadiran uno o mas detergentes, tipicamente uno suave no
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desnaturalizante, por ejemplo CHS (hemisuccinato de colesterilo) o CHAPS (3-[3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-
propanosulfonato) a una concentracion suficientemente baja para evitar una deterioro significativo de las
propiedades estructurales o fisiolégicas de la proteina. En otros casos, puede usarse un detergente fuerte para
efectuar una significativa desnaturalizacion.

Un polipéptido IL-B30 que se une especificamente, o que es especificamente inmunorreactivo, con un anticuerpo,
por ejemplo, tal como un anticuerpo policlonal, generado contra un inmundégeno definido, por ejemplo, tal como un
inmundgeno que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o sus fragmentos o un polipéptido
generado a partir de un acido nucleico de la SEQ ID NO: 1 se determina tipicamente en un inmunoensayo.

También se describen en la presente memoria secuencias de acido nucleico que incluyen variantes funcionales que
codifican polipéptidos que se unen selectivamente a anticuerpos policlonales generados contra el polipéptido
prototipico IL-B30, tal como se define estructural y funcionalmente en esta descripcion. El inmunoensayo usa
tipicamente un antisuero policlonal que se produjo, por ejemplo, para un complejo que comprende una proteina de la
SEQ ID NO: 2. Este antisuero se selecciona, o empobrece, para tener baja reactividad cruzada contra otros
miembros de familias apropiadas estrechamente relacionadas, preferiblemente de la misma especie, y se elimina
cualquier otra reactividad cruzada por inmunoabsorcién o por empobrecimiento antes de usarlo en el inmunoensayo.
En particular, los anticuerpos que se unen a los polipéptidos p40 de IL-12 o a IL-B30 sola son dianas para el
inmunoempobrecimiento. Pueden aislarse y caracterizarse preparaciones apropiadas de suero selectivo.

Para producir antisueros para uso en un inmunoensayo, la composicion de la descripcion se aisla, tal como se
describe en esta memoria. Por ejemplo, la proteina recombinante puede producirse en una linea de células de
mamifero. Un hospedante apropiado, por ejemplo, una raza endégama de ratones, tales como Balb/c, se inmuniza
con el complejo que comprende una proteina de la SEQ ID NO: 2 usando un coadyuvante estandar, tal como un
coadyuvante de Freund, y un protocolo estandar de inmunizacion de ratén (véase el trabajo de Harlow y Lane).
Alternativamente, puede usarse como inmunégeno una construccion de péptido sintético sustancialmente de
longitud completa derivado de las secuencias descritas en este texto. Los sueros policlonales se recogen y se titulan
contra la proteina inmundgena en un inmunoensayo, por ejemplo en un inmunoensayo de fase sdlida con el
inmunogeno inmovilizado en un soporte soélido junto con empobrecimientos o selecciones apropiados. Los
antisueros policlonales con un titulo de 10* o superior se seleccionan y se ensayan en cuanto a su reactividad
cruzada contra otros miembros de familias estrechamente relacionadas, por ejemplo, LIF, CT-1, CNTF, u otros
miembros de la familia IL-6, usando un inmunoensayo de unién competitivo, tal como el descrito en el trabajo de
Harlow y Lane, supra, en las paginas 570-573. Preferiblemente, se usan por los menos dos miembros individuales
de la familia IL-6/IL-12 en esta determinacion conjuntamente con la diana. Estos miembros de la familia de las
citoquinas de cadena larga pueden producirse como proteinas recombinantes y pueden aislarse usando biologia
molecular convencional y técnicas de quimica de proteinas, tal como se describen en la presente memoria. Por lo
tanto, pueden identificarse o producirse preparaciones de anticuerpos que tengan la selectividad o especificidad
deseadas para miembros de los subgrupos de la familia de p40 de IL-12/IL-B30. Alternativamente, pueden
prepararse anticuerpos que se unen a las formas de polipéptidos de fusion del complejo que comprende p40 de IL-
12 e IL-B30.

Pueden usarse inmunoensayos del formato de unidon competitiva para las determinaciones de reactividad cruzada.
Por ejemplo, la proteina de fusién puede inmovilizarse en un soporte sélido. Las proteinas afiadidas al ensayo
compiten con la unién de los antisueros selectivos para el antigeno inmovilizado. La capacidad de las proteinas
anteriores para competir con la union de los antisueros selectivos para la proteina inmovilizada se compara con la
proteina de fusién. La reactividad cruzada porcentual para las precedentes proteinas se calcula usando calculos
convencionales. Se seleccionan y retinen aquellos antisueros con una reactividad cruzada menor del 10% con cada
una de las proteinas enumeradas anteriormente. Los anticuerpos selectivos de reaccion cruzada se separan luego
de los antisueros reunidos mediante inmunoabsorcién con las proteinas previamente enumeradas.

Los antisueros inmunoabsorbidos y reunidos se usan luego en un inmunoensayo de unién competitiva, tal como se
describio antes, para comparar una segunda proteina con la proteina de fusién inmunégena. Para efectuar esta
comparacion, se ensayan cada una de las dos proteinas en una amplia gama de concentraciones, y se determiné la
cantidad de cada proteina necesaria para inhibir el 50% de la union de los antisueros selectivos a la proteina de
fusion inmovilizada. Si la cantidad de la segunda proteina requerida es inferior al doble de la cantidad de la proteina
de fusion necesaria, entonces se dice que la segunda proteina se une especificamente a un anticuerpo selectivo
generado para el inmundgeno.

lll. Variantes fisicas

También se describen en esta memoria complejos que comprende proteinas o péptidos que tienen una identidad
sustancial de secuencia de aminoacidos con las secuencias de aminoacidos del antigeno p40 de IL-12/IL-B30. Las
variantes incluyen especies y variantes polimoérficas o alélicas.

La homologia de la secuencia de aminoacidos, o la identidad de secuencias, se determina optimizando las
igualdades de residuos, si es necesario, mediante la introduccién de huecos segun se requiera. Véase también,
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Needleham et al., (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453; Sankoff et al., (1983) Chapter One in Time Warps, String Edits.
And Macromolecules: The Theory and Practice of Seguence Comparison, Addison-Wesley, Reading, MA; y los
paquetes de programas de ordenador de IntelliGenetics, Mountain View, CA;y el University of Wisconsin Genetics
Computer Group, Madison, WI. La identidad de secuencias cambia cuando las sustituciones conservadoras se
consideran como identidades. Las sustituciones conservadoras incluyen tipicamente sustituciones dentro de los
siguientes grupos: glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; acido aspartico, acido glutamico; asparagina,
glutamina; serina, treonina; lisina, arginina; y fenilalanina, tirosina. La conservacion puede aplicarse a caracteristicas
bioldgicas, caracteristicas funcionales o caracteristicas estructurales. Las secuencias de aminoacidos homologas
estan tipicamente destinadas a incluir variaciones naturales, polimoérficas o alélicas e interespecies de una secuencia
de proteina. Los péptidos o proteinas homadlogos tipicos tendran una identidad de 25-100% (si pueden introducirse
huecos), hasta una identidad de 50-100% (si se incluyen sustituciones conservadoras), con la secuencia de
aminoacido de IL-B30. Las mediciones de identidad seran de por lo menos aproximadamente 35%, generalmente de
por lo menos aproximadamente 40%, frecuentemente de por lo menos aproximadamente 50%, tipicamente de por lo
menos aproximadamente 60%, usualmente de por lo menos aproximadamente 70%, preferiblemente de por lo
menos aproximadamente 80% y aun mas preferiblemente de por lo menos aproximadamente 90%.

El DNA de p40 de IL-12 o de IL-B30 aislado puede ser facilmente modificado mediante sustituciones de nucleétidos,
deleciones de nucledtidos, inserciones de nucleétidos e inversiones de tramos cortos de nucledtidos. Estas
modificaciones dan como resultado nuevas secuencias de DNA, que codifican estos antigenos, sus derivados o
proteinas que tienen actividad funcional u otra actividad similar fisiolégica, inmunégena o antigénica. Estas
secuencias modificadas pueden usarse para producir antigenos mutantes o para aumentar la expresion. El aumento
de la expresion puede implicar amplificacion génica, mayor transcripcién, mayor traduccion y otros mecanismos.
“Mutante IL-B30" abarca un polipéptido que por otra parte entra dentro de la definiciéon de entidad de secuencias de
IL-B30 tal como se establecié precedentemente, pero que tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la de
IL-B30 tal como se encuentra normalmente en la naturaleza, ya sea por modo de delecion, sustituciéon o insercion.
Esto incluye generalmente proteinas que tienen identidad significativa con una proteina que tiene la secuencia de la
SEQ ID NO: 2, y que comparte varias actividades biologicas, por ejemplo antigénicas o inmundégenas, con aquellas
secuencias, y preferiblemente contiene la mayor parte de las secuencias naturales de longitud total descritas. Se
prefieren tipicamente secuencias de longitud total, aunque también son utiles versiones truncadas, y asimismo
genes o proteinas que se encuentran en fuentes naturales que tipicamente son las mas deseables. Pueden
aplicarse conceptos similares a diferentes proteinas IL-B30, particularmente las que se encuentran en varios
animales de sangre caliente, por ejemplo mamiferos y aves. Estas descripciones abarcan generalmente varias
proteinas IL-B30, y no se limitan a las realizaciones particulares para primates especificamente analizadas.

La mutagénesis de p40 de IL-12 o IL-B30 también puede llevarse a cabo haciendo inserciones o deleciones de
aminoacidos. Pueden generarse sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier combinacion para llegar hasta
una construccion final. Las inserciones incluyen fusiones por los extremos amino o carboxi. La mutagénesis al azar
puede llevarse a cabo en un codén diana y los mutantes expresados pueden ser escrutados para la actividad
deseada. Los métodos para preparar mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en DNA que tienen una
secuencia conocida son bien conocidos en la técnica, por ejemplo mediante mutagénesis del cebador M13 o
técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Véase, por ejemplo, Sambrook et al., (1989); Ausubel et al.,
(1987 and Supplements); y Kunkel et al., (1987) Methods in Enzymol. 154:367-382. Los casos preferidos incluyen
por ejemplo 1 vez, 2 veces, 3 veces, 5 veces, 7 veces, etc., preferiblemente sustituciones conservadoras a los
niveles de nucledtido o aminoacido. Preferiblemente, las sustituciones estaran alejadas de las cisteinas
conservadas, y frecuentemente estaran en las regiones alejadas de los dominios estructurales helicoidales. Dichas
variantes pueden ser Utiles para producir anticuerpos especificos, y frecuentemente compartiran muchas o la
totalidad de las propiedades biolégicas. El reconocimiento de la estructura de citoquinas proporciona importante
informacion para discernir la estructura y las posiciones de los residuos que pueden modificarse para efectuar los
cambios deseados en la interaccién con el receptor. Asimismo, la interaccién de p40 de IL-12 con la proteina IL-B30
requiere caracteristicas estructurales complementarias en la superficie interactuante. Los analisis estructurales
permitiran efectuar una prediccion adicional de los residuos superficiales criticos tanto en la formacién de complejos
como en la interaccion del complejo con el receptor.

También se describen proteinas recombinantes, por ejemplo, proteinas de fusiéon heterélogas usando segmentos de
estas proteinas. Una proteina de fusiéon heterdloga es una fusion de proteinas o segmentos que naturalmente no
estan normalmente fusionadas de la misma manera. Un concepto similar se aplica a las secuencias heterélogas de
acidos nucleicos.

Ademas, pueden prepararse nuevas construcciones combinando dominios funcionales similares de otras proteinas.
Por ejemplo, pueden intercambiarse uniones a la diana u otros segmentos entre diferentes polipéptidos o fragmentos
de fusién. Véase, por ejemplo, Cunningham et al., (1989) Science 243:1330-1336, y O'Dowd et al., (1988) J. Biol.
Chem. 263:15985-15992.

El método del fosforamidito descrito por Beaucage y Carruthers (1981) Tetra, Lefts. 22:1859-1862, producira
fragmentos de DNA sintéticos apropiados. Frecuentemense obtendra un fragmento bicatenario ya sea sintetizando
la cadena complementaria y reasociando la cadena conjuntamente bajo condiciones apropiadas o afiadiendo la
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cadena complementaria usando DNA-polimerasa con una secuencia cebadora apropiada, por ejemplo, mediante
técnicas de PCR.

Puede aplicarse un andlisis estructural a este gen, en comparaciéon con la familia IL-6 de citoquinas. La familia
incluye, por ejemplo IL-6, IL-11, IL-12, G-CSF, LIF, OSM, CNTF y Ob. La alineaciéon de las secuencias IL-B30
humanas y de ratén con otros miembros de la familia IL-6 debe permitir la definicion de las caracteristicas
estructurales. En particular, pueden determinarse los residuos de lamina B y de hélice a usando por ejemplo un
programa RASMOL, véase Bazan et al., (1996) Nature 379:591; Lodi et al., (1994) Science 263:1762-1766; Sayle y
Milner-White (1995) TIBS 20:374-376; y Gronenberg et al., (1991) Protein Engineering 4:263-269 Véase también,
Wilkins et al., (eds. 1997) Proteome Research: New Frontiers in Functional Genomics, Springer-Verlag, NY. Los
residuos preferidos para las sustituciones incluyen los residuos expuestos en la superficie que podrian predecir la
interaccion con el receptor. Otros residuos que deben conservar la funciéon seran sustituciones conservadoras,
particularmente en una posicion alejada de los residuos expuestos en la superficie.

IV. Variantes funcionales

El bloqueo de la respuesta fisioldgica a los complejos p40 de IL-12/IL-B30 puede dar como resultado la inhibicion
competitiva de la unidon del ligando a su receptor. La identificacion de una subunidad del receptor permite la
caracterizacion adicional tal como se ha descrito, y el uso de anticuerpos para esta subunidad para bloquear la unién
y/o la sefalizacion con el complejo.

En los ensayos in vitro descritos en la presente invencion frecuentemente se usan complejos aislados, proteinas,
fragmentos solubles que comprenden segmentos de unidn al receptor de estas proteinas o fragmentos unidos a
sustratos en fase solida. Estos ensayos permitiran también la determinacion diagndstica de los efectos de
mutaciones y modificaciones del segmento de unién, o bien de mutaciones y modificaciones de citoquinas, por
ejemplo, analogos de complejos p40 de IL-12 /IL-B30.

También se describe en la presente memoria el uso de valoraciones competitivas de escrutinio de farmacos, por
ejemplo, en donde los anticuerpos neutralizadores para el complejo de citoquina o los fragmentos de unién al
receptor compiten con un compuesto de ensayo.

"Derivados" de antigenos p40 de I1L-12/IL-B30 incluyen mutantes de secuencias de aminoacidos a partir de formas
naturales, variantes de glucosilacion y conjugados covalentes o agregados con otros restos quimicos. Pueden
prepararse derivados covalentes mediante enlaces de funcionalidades con grupos que se encuentran en las
cadenas laterales de los aminoacidos de complejos p40 de IL-12/IL-B30 o en los extremos N- o C-, por ejemplo, por
medios estandares. Véase, por ejemplo, Lundblad y Noyes (1988) Chemical Reagents for Protein Modification, vols.
1-2, CRC Press, Inc., Boca Raton, FL, Hugli (ed. 1989), Technigues in Protein Chemistry, Academic Press, San
Diego, CA; y Wong (1991), Chemistry of Protein Conjugation and Cross Linking, CRC Press, Boca Raton. FL.

En particular, se incluyen alteraciones de glucosilacion, preparadas por ejemplo mediante modificacién de los
patrones de glucosilacion de un polipéptido durante su sintesis y procesamiento, o en etapas de procesamiento
posteriores. Véase, por ejemplo, Elbein (1987) Ann. Rev. Biochem. 56:497-534. Asimismo, estan también abarcadas
versiones de los péptidos con la misma secuencia primaria de aminoacidos que tienen otras modificaciones
menores, incluyendo residuos de aminoacido fosforilados, por ejemplo fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina.

También se proporcionan polipéptidos de fusién entre p40 de IL-12/ILB-30. Muchos receptores de citoquinas u otras
proteinas de superficie son multimeros, por ejemplo, son entidades homodimeras, y una construccion de repeticion
puede tener varias ventajas incluyendo menor susceptibilidad a la escision proteolitica. Ejemplos tipicos estan
constituidos por fusiones de un polipéptido informador, por ejemplo, luciferasa, con un segmento o dominio de una
proteina, por ejemplo, un segmento de unién a un receptor, de modo que la presencia o ubicaciéon del ligando
fusionado pueda ser facilmente determinada. Véase, por ejemplo, Dull et al., Patente de EE.UU. N° 4.859.609. Otras
parejas de fusion de genes incluyen B-galactosidasa bacteriana, trpE, Proteina A, B-lactamasa, alfa amilasa, alcohol-
deshidrogenasa, factor de apareamiento alfa de la levadura, y deteccion o purificacion de colas (fails) tales como la
secuencia FLAG de la secuencia His6. Véase, por ejemplo, Godowski et al., (1988) Science 241:812-816. También
se proporcionan construcciones de fusion con otras entidades terapéuticas, por ejemplo, las que pueden ser co-
administradas, pero proteoliticamente escindidas.

Los péptidos de fusidon se preparan tipicamente por métodos de acidos nucleicos recombinantes o bien por métodos
de polipéptidos sintéticos. Las técnicas para la manipulacion y expresion de acido nucleico han sido descritas de
forma general, por ejemplo, en Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratorv Manual (2nd ed.) vols. 1-3,
Cold Spring Harbor Laboratory y Ausubel et al., (eds. 1993) Current Protocols in Molecular Biology, Greene y Wiley,
NY. Las técnicas para la sintesis de polipéptidos han sido descritas por ejemplo en Merrifleld (1963) J. Amer. Chem.
Soc. 85:2149-2156; Merrifield (1986) Science 232: 341-347; Atherton et al., (1989) Solid Phase Peptide Synthesis: A
Practical Approach. IRL Press, Oxford; y Grant (1992) Synthetic Peptides: A User's Guide. W. H. Freeman, NY. Los
métodos de re-plegamiento pueden ser aplicables a las proteinas sintéticas.
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Se describe en la presente memoria el uso de derivados de proteinas p40 de IL-12 o IL-B30 distintas de las
variaciones en la secuencia de aminoacidos o glucosilacion. Dichos derivados pueden implicar asociacion covalente
0 agregativa con porciones quimicas o vehiculos de proteinas. Los derivados covalentes o agregativos seran utiles
como inmundgenos, como reactivos en inmunoensayos o en métodos de purificacion, tales como para purificacion
por afinidad de parejas de union, por ejemplo otros antigenos. Una p40 de IL-12 o IL-B30 puede inmovilizarse
mediante unién covalente en un soporte sélido, tal como SEPHAROSE activada por bromuro de cianégeno, por
métodos que son bien conocidos en la técnica, o puede ser adsorbida sobre superficies de poliolefina, con o sin
reticulacion con glutaraldehido, para ser usado en el ensayo o purificacion de anticuerpos anti-p40 de IL-12 o IL-B30
0 como una composicion de unién alternativa. Las p40 de IL-12, IL-B30 o proteinas de fusién también pueden ser
marcadas con un grupo detectable, para uso, por ejemplo en ensayos de diagndstico. La purificacion del complejo
p40 de IL-12/IL-B30 puede efectuarse por un anticuerpo inmovilizado a un polipéptido o bien a un componente de
secuencia 0 a una pareja de unién complementaria, por ejemplo, la porcion de unién de un receptor.

Un polipéptido p40 de IL-12 /IL-B30 solubilizado o uno de sus fragmentos de esta descripcion pueden usarse como
inmunogeno para la produccion de antisuero o anticuerpos especificos para la uniéon. Puede usarse antigeno
purificado para escrutar anticuerpos monoclonales o fragmentos de unién al antigeno, que comprenden fragmentos
de unidn al antigeno de anticuerpos naturales, por ejemplo, Fab, Fab', F(ab),, etc. Los antigenos p40 de IL-12/IL-B30
purificados pueden usarse también como reactivo para detectar anticuerpos generados en respuesta a la presencia
de niveles elevados del complejo de citoquina, que puede ser un diagndstico de un estado anormal o un estado
fisiolégico especifico o enfermedad. También se describen anticuerpos creados contra secuencias de aminoacidos
codificados por la secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEQ ID NO: 1, o fragmentos de proteinas que la
contienen. En particular, se describen anticuerpos que tienen afinidad de unién con, o que son producidos contra,
dominios especificos, por ejemplo, hélices A, B, C o D del IL-B30 o los dominios Ig de p40 de IL-12.

También se describe el aislamiento de variantes de especies adicionales estrechamente relacionadas. El analisis de
transferencias Southern y Northern establecera que existen entidades genéticas similares en otros mamiferos. Es
probable que la IL-B30 esté ampliamente extendida en variantes de especies, por ejemplo roedores, lagomorfos,
carnivoros, artiodactilos, perisodactilos y primates.

Se describen en la presente memoria medios para aislar un grupo de antigenos relacionados que exhiben tanto
diversidad como similaridad en estructura, expresion y funcion. La elucidacion de muchos de los efectos fisiologicos
de las moléculas se acelerara enormemente mediante el aislamiento y caracterizacion de especies distintas
adicionales o sus variantes polimorficas. En particular, la presente invencion proporciona sondas Utiles para
identificar entidades genéticas homologas adicionales en diferentes especies.

Los genes aislados permitiran la transformacion de células que carecen de la expresion de una IL-B30, por ejemplo,
cualesquiera tipos de especie o células que carecen de las proteinas correspondientes y que exhiben actividad de
fondo negativa. Esto debe permitir el analisis de la funcion de IL-B30 en comparacion con células de control no
transformadas.

La diseccion de elementos estructurales criticos que efectian las diversas funciones fisiolégicas mediadas a través
de estos antigenos es posible usando técnicas convencionales de biologia molecular moderna, particularmente en
comparar miembros de la clase relacionada. Véase, por ejemplo, la técnica de mutagénesis por escaneo de
homologos descrita en Cunningham et al., (1989) Science 243:1339-1336, y los métodos usado en O'Dowd et al.,
(1988) J. Biol. Chem. 263:15985-15992; y Lechleiter et al., (1990) EMBO J. 9:4381-4390.

Las funciones intracelulares implicarian probablemente sefalizacion del receptor. Sin embargo, puede ocurrir
internalizacion de la proteina bajo ciertas circunstancias y puede ocurrir interaccion entre componentes intracelulares
y citoquinas. Los segmentos especificos de interaccion de IL-B30 con componentes interactuantes pueden
identificarse por mutagénesis o por medios bioquimicos directos, por ejemplo, reticulacién o métodos de afinidad. El
analisis estructural mediante métodos fisicos o cristalograficos también sera aplicable. Una investigacion adicional
del mecanismo de la transduccién de sefiales incluira el estudio de componentes asociados que pueden ser
aislables por métodos de afinidad o por medios genéticos, por ejemplo, analisis de complementacion de mutantes.

Se proseguira un estudio adicional de la expresion y control de IL-B30. Los elementos controladores asociados con
los antigenos deben exhibir patrones fisiolégicos diferenciales, de desarrollo, especificos de tejido u otros patrones
de expresion. Son muy interesantes las regiones genéticas hacia el extremo 5’ o hacia el extremo 3', por ejemplo,
los elementos de control.

Los estudios estructurales de los antigenos IL-B30 conduciran al disefio de nuevos antigenos, particularmente
analogos que exhiban propiedades agonistas o antagonistas en la molécula. Esto puede combinarse con los
métodos de escrutinio previamente descritos para aislar antigenos que exhiben los espectros de actividades
deseadas.

V. Anticuerpos
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Pueden producirse anticuerpos para varios epitopos de las proteinas p40/IL- B30, incluyendo especies, variantes
polimérficas o alélicas y sus fragmentos, tanto en sus formas naturales como en sus formas recombinantes.
Adicionalmente, pueden crearse anticuerpos para IL-B30 en sus formas activas o en sus formas inactivas,
incluyendo versiones naturales o desnaturalizadas. También se contemplan anticuerpos anti-idiotipicos.

Los anticuerpos, incluyendo los fragmentos de unidn y las versiones de una sola cadena, contra fragmentos
predeterminados de los antigenos pueden producirse mediante inmunizacién de los animales con conjugados de los
fragmentos con proteinas inmunogenas. Se preparan anticuerpos monoclonales a partir de células que secretan el
anticuerpo deseado. Estos anticuerpos pueden ser escrutados en cuanto a su unién a IL-B30 normales o
defectuosas, o pueden escrutarse para determinar la actividad agonistica o antagonistica, por ejemplo mediada a
través de un receptor. Los anticuerpos pueden ser agonisticos o antagonisticos, por ejemplo, bloqueando
estéricamente la unién a un receptor. Estos anticuerpos monoclonales usualmente se uniran con por lo menos un Kp
de aproximadamente 1 mM, mas usualmente de por lo menos aproximadamente 300 uM, tipicamente por lo menos
aproximadamente 100 uM, mas tipicamente de por lo menos aproximadamente 30 puM, preferiblemente de por lo
menos 10 uM, y mas preferiblemente de por lo menos aproximadamente 3 uM o menos.

Los anticuerpos de esta descripcion pueden ser también Utiles en aplicaciones de diagnostico. Como anticuerpos de
captura o anticuerpos no neutralizadores, dichos anticuerpos pueden ser escrutados en cuanto a su capacidad de
unirse a los antigenos sin inhibir la unién a un receptor. Como anticuerpos neutralizadores, pueden ser Utiles en
ensayos de union competitiva. Asimismo seran utiles para detectar o cuantificar la proteina IL-B30 o sus receptores.
Véase, por ejemplo, Chan (ed. 1987) Immunology: A Practical Guide, Academic Press, Orlando, FL; Price y Newman
(eds. 1991) Principles and Practice of Immunoassay, Stockton Press, N.Y.; y Ngo (ed. 1988) Nonisotopic
Immunoassay Plenum Press, N.Y. Las absorciones cruzadas u otros ensayos identificaran anticuerpos que exhiben
diversos espectros de especificidades, por ejemplo, especificidades Unicas o de especies compartidas.

Ademas, los anticuerpos, incluyendo fragmentos de unién al antigeno, de esta invencion, pueden ser potentes
antagonistas que se unen al antigeno y que inhiben la unién funcional, por ejemplo, a un receptor que puede
desencadenar una respuesta bioldégica. También ser utiles como anticuerpos no neutralizadores, y pueden
acoplarse a toxinas o radionuclidos de manera que cuando el anticuerpo se une a un antigeno, por ejemplo en su
superficie, se mata una célula que lo expresa. Ademas, estos anticuerpos pueden conjugarse con farmacos o con
otros agentes terapéuticos, ya sea en forma directa o en forma indirecta mediante un fragmento enlazador y pueden
efectuar el envio de farmacos a sus dianas.

Los fragmentos de antigeno pueden unirse a otros materiales particularmente polipéptidos, en forma fusionada o en
forma fusionada pueden unirse covalentemente polipéptidos para usarlos como inmundgenos. Un antigeno y sus
fragmentos pueden estar fusionados o enlazados covalentemente a una variedad de inmundgenos, tales como
hemocianina de la lapa bocallave, seroalbumina bovina, toxoide del tétanos, etc. Véase Microbiology; Hoeber
Medical Division, Harper and Row, 1969; Landsteiner (1962) Specificity of Serological Reactions, Dover Publications,
New York; Williams et al., (1967) Methods in Immunology and Immunochemistry, vol. 1, Academic Press, New York;
y Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratorv Manual. CSH Press, NY, para las descripciones de los métodos
para preparar antisueros policlonales.

En algunos casos, es conveniente preparar anticuerpos monoclonales a partir de varios hospedantes mamiferos,
tales como ratones, roedores, primates, seres humanos, etc. La descripcion de las técnicas para preparar dichos
anticuerpos monoclonales puede encontrarse en, por ejemplo, Sutes et al., (eds.) Basic and Clinical Inmunology (42
ed.), Lange Medical Publications, Los Altos, CA, y las referencias alli citadas; Harlow y Lane (1988) Antibodies: A
Laboratorv Manual, CSH Press; Goding (1986) Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (22 ed.), Academic
Press, New York; y particularmente en Kohler y Milstein (1975) en Nature 256:495-497, que describen un método
para generar anticuerpos monoclonales.

Otras técnicas apropiadas implican la exposicion in vitro de linfocitos a los polipéptidos antigénicos o
alternativamente a seleccion de genotecas de anticuerpos en fagos o vectores similares. Véase, Huse et al., (1989)
“Generation of a Large Combinatorial Library of the Immunoglobulin Repertoire in Phage Lambda", Science
246:1275-1281; y Ward et al., (1989) Nature 341:544-546. Los polipéptidos y anticuerpos de la presente invencion
pueden usarse con o sin modificaciones, incluyendo anticuerpos quiméricos o humanizados. Frecuentemente, los
polipéptidos y anticuerpos estaran marcados mediante union, ya sea en forma covalente o no covalente, a una
sustancia que proporciona una sefial detectable. Se conoce una amplia variedad de marcadores y técnicas de
conjugacion de las cuales se informa extensamente tanto en la literatura cientifica como de patentes. Entre los
marcadores apropiados se incluyen radiondclidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, porciones
fluorescentes, porciones quimioluminiscentes, particulas magnéticas y similares. Las patentes, donde se explica el
uso de dichos marcadores incluyen las patentes de EE.UU. 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437;
4.275.149 y 4.366.241. Asimismo, pueden producirse inmunoglobulinas recombinantes, véase Cabilly, Patente de
EE.UU. 4.816.567; Moore et al., Patente de EE.UU. N° 4.642.334; y Queen et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:10029-10033.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2300276 T5

Los anticuerpos de esta invencién pueden usarse también para cromatografia de afinidad en el aislamiento de
proteinas. Pueden prepararse columnas en las que los anticuerpos estan enlazados a un soporte soélido. Véase, por
ejemplo, Wilchek et al., (1984) Meth. Enzymol. 104:3-55. A la inversa, pueden usarse proteinas para el
empobrecimiento o absorciones cruzadas para preparar composiciones de union selectivamente especificas.

También se describen anticuerpos producidos contra cada IL-B30 que seran Utiles para producir anticuerpos anti-
idiotipicos. Estos seran utiles para detectar o para diagnosticar diversos estados inmunoldgicos relacionados con la
expresion de los antigenos respectivos.

VI. Acidos nucleicos

Las secuencias peptidicas y los reactivos relacionados son Utiles para detectar, aislar o identificar un clon de DNA
que codifica p40 de IL-12 e IL-B30, por ejemplo, provenientes de una fuente natural. Tipicamente, seran utiles para
aislar genes de un mamifero, y podran aplicarse procedimientos similares a genes aislados de otras especies, por
ejemplo, animales de sangre caliente, tales como aves y mamiferos. La hibridaciéon cruzada permitira el aislamiento
de p40 de IL-12 o IL-B30 a partir de los mismos, por ejemplo variantes polimoérficas o de otras especies. Estara
disponible una variedad de diferentes realizaciones para aislar con éxito un clon de acido nucleico apropiado. Tales
genes permiten la construccion de construcciones de co-expresion o construcciones de fusion.

La proteina o polipéptidos purificados son utiles para generar anticuerpos por métodos estandares, tal como se
describié anteriormente. Pueden presentarse proteinas purificadas o péptidos sintéticos a un sistema inmune con el
fin de generar anticuerpos monoclonales o policlonales Véase, por ejemplo, Coligan (1991) Current Protocols in
Immunology, Wiley/Greene; y Harlow y Lane (1989) Antibodies: A Laboratorv Manual, Cold Spring Harbor Press.

Por ejemplo, podria usarse una composicién de unién especifica para escrutar una genoteca de expresion
preparada a partir de una linea de células que expresan p40 de IL-12 y también IL-B30. El escrutinio de la expresion
intracelular puede llevarse a cabo mediante diversos procedimientos de tincién o inmunofluorescencia. Podrian
usarse composiciones de unién para purificar por afinidad o para seleccionar células que expresen una proteina de
fusion de superficie.

También pueden usarse segmentos peptidicos para seleccionar o para identificar oligonucleétidos apropiados para
escrutar una genoteca. Puede usarse el codigo genético para seleccionar oligonucleétidos apropiados utiles como
sondas para el escrutinio. Véase, por ejemplo, GenBank y SEQ ID NO: 1. En combinacién con las técnicas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), los oligonucleétidos sintéticos seran Utiles para seleccionar los clones
correctos de una genoteca. También se usaran secuencias complementarias como sondas, cebadores o cadenas
antisentido. Serian particularmente Utiles diversos fragmentos, por ejemplo, acoplados con vectores anclados o
técnicas de PCR complementarias de poli-A o con DNA complementario de otros péptidos.

Se describe en la presente memoria el uso de DNA aislado o de fragmentos que codifican un complejo
biolégicamente activo del correspondiente polipéptido p40 de IL-12 e IL-B30, que carece particularmente de la
porcién que codifica las porciones no traducidas de las secuencias descritas. Ademas, se describe en la presente
memoria DNA aislado o recombinante que codifica una proteina de fusién o un polipéptido biolégicamente activos y
que es capaz de hibridarse bajo condiciones apropiadas con las secuencias de DNA descritas en este texto. Dicha
proteina o polipéptido biolégicamente activo puede consistir en un antigeno intacto, o un fragmento, y puede tener
una secuencia de aminoacidos descrita en, por ejemplo, la SEQ ID NO: 2, particularmente un polipéptido maduro
secretado. También se describe el uso de DNA recombinantes o aislados o sus fragmentos, que codifican proteinas
que exhiben una alta identidad con un complejo p40 de IL-12/IL-B30 secretado. ElI DNA aislado puede tener las
respectivas secuencias reguladoras en los flancos 5' y 3', por ejemplo, promotores, potenciadores, sefiales de
adicion de poli-A y otros. Alternativamente, la expresion puede efectuarse uniendo operativamente un segmento
codificador con un promotor heterélogo, por ejemplo insertando un promotor en una posicion situada hacia el
extremo 5 desde un gen enddgeno. Véase, por ejemplo, Treco et al., WO 96/29411 o la solicitud de patente de
EE.UU, n° de serie 08/406.030.

Un acido nucleico “aislado” es un acido nucleico, por ejemplo, un RNA, DNA, o un polimero mixto, que esta
sustancialmente separado de otros componentes extrafios que acompanan naturalmente a una secuencia natural,
por ejemplo, ribosomas, polimerasas, y/o secuencias genémicas flanqueantes de la especie originante. El término
abarca una secuencia de acido nucleico que ha sido separada de su ambiente natural, e incluye aislados de DNA
clonados o recombinantes y analogos quimicamente sintetizados o analogos biolégicamente sintetizados mediante
sistemas heterélogos. Una molécula sustancialmente pura incluye formas aisladas de la molécula, por ejemplo,
distintas de un cromosoma aislado. En general, el acido nucleico estara en un vector o fragmento de menos de
aproximadamente 50 kb, usualmente de menos de aproximadamente 30 kb, tipicamente de menos de
aproximadamente 10 kb, y preferiblemente de menos de aproximadamente 6 kb.

Un acido nucleico aislado generalmente sera una composicion homogénea de moléculas, pero en algunos casos
contendra menor heterogeneidad. Esta heterogeneidad se encuentra tipicamente en los extremos o porciones
polimeras no criticos para una actividad o funcion biologica deseada.
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Un acido nucleico “recombinante” se define bien sea por su método de produccién o bien por su estructura. Con
referencia a su método de produccion, por ejemplo, un producto preparado mediante un procedimiento, dicho
procedimiento es el uso de técnicas de acidos nucleicos recombinantes, que implican por ejemplo la intervencion
humana en la secuencia de nucleétidos, tipicamente la seleccién o la produccién. Alternativamente, puede ser unos
acidos nucleicos preparados generando una secuencia que comprende la fusién de dos fragmentos que no son
naturalmente contiguos entre si, pero que significa que excluiran productos naturales, por ejemplo, los mutantes que
ocurren en forma natural. Asi, por ejemplo, estan abarcados los productos preparados por transformacion de células
con cualquier vector que no se presenta en forma natural, asi como lo estan también los acidos nucleicos que
comprenden secuencias derivadas mediante el uso de cualquier proceso de oligonucledtidos sintéticos. Esto se
efectua frecuentemente para reemplazar un codén con un codén redundante que codifica el mismo o un aminoacido
conservador, mientras que se introduce al mismo tiempo o elimina un sitio de reconocimiento de secuencia.

Alternativamente, se efectia para unir conjuntamente segmentos de acidos nucleicos de las funciones deseadas
para generar una Unica entidad genética que comprende una combinacién deseada de funciones que no se
encuentran en las formas naturales cominmente disponibles. Frecuentemente la diana de dichas manipulaciones
artificiales son los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién, pero pueden incorporarse por disefio otras
dianas especificas de sitio, por ejemplo promotores, sitios de replicacion de DNA, secuencias reguladoras,
secuencias de control, u otras caracteristicas Utiles. Se propone un concepto similar para un polipéptido
recombinante, por ejemplo de fusion. Especificamente, incluidos estan los acidos nucleicos sintéticos que, por
redundancia de cédigo genético, codifican polipéptidos similares a los fragmentos de estos antigenos, y fusiones de
secuencias de varias especies o variantes polimérficas diferentes.

Tal como se describe en la presente memoria un “fragmento” significativo en un contexto de acido nucleico es un
segmento contiguo de por lo menos aproximadamente 17 nucledtidos, generalmente de por lo menos
aproximadamente 22 nucleétidos, comunmente de por lo menos aproximadamente 29 nucleétidos, muy
frecuentemente de por lo menos aproximadamente 35 nucleétidos, tipicamente de por lo menos aproximadamente
41 nucleétidos, usualmente de por lo menos aproximadamente 47 nucledtidos, preferiblemente de por lo menos
aproximadamente 55 nucleétidos, y en particular tendra por lo menos aproximadamente 60 o mas nucleétidos, por
ejemplo, 67, 73, 81, 89, 95, etc., incluyendo cientos y/o miles.

Un DNA que codifica una proteina IL-B30 sera particularmente util para identificar genes, especies de RNAm, y
DNAc que codifican proteinas relacionadas o similares, asi como también los DNA que codifican proteinas
homologas de diferentes especies. Habra homdlogos en otras especies incluyendo primates, roedores, caninos,
felinos, y aves. Varias proteinas IL-B30 deben ser homodlogas y también se describen en esta memoria. Sin
embargo, incluso proteinas que tienen una relaciéon evolutiva mas distante con el antigeno, pueden ser faciimente
aisladas bajo condiciones apropiadas empleando estas secuencias si las mismas son suficientemente homologas.
Las proteinas IL-B30 de primate son particularmente interesantes. También lo son las p40 de IL-12, que son
proteinas que constituyen dianas principales para las construcciones de fusion o para composiciones de
combinacion.

Los clones recombinantes derivados de secuencias gendmicas por ejemplo los que contienen intrones, seran Utiles
para estudios transgénicos incluyendo, por ejemplo, células y organismos transgénicos, y terapia génica. VVéase por
ejemplo Goodnow (1992) “Transgenic Animals" en Roitt (ed.) Encyclopedia of Immunology, Academic Press, San
Diego, pp. 1502-1504; Travis (1992) Science 256: 1392-1394; Kuhn et al., (1991) Science 254:707-710; Capecchi
(1989) Science 244:1288; Robertson (ed. 1987) Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach,
IRL Press, Oxford; y Rosenberg (1992) J. Clinical Oncology 10:180-199.

Homologia sustancial, por ejemplo identidad, en el contexto de comparacién de secuencias de acido nucleico,
significa que cualquiera de los segmentos, o sus cadenas complementarias, cuando se comparan, son idénticos
cuando estan alineados 6ptimamente con inserciones o deleciones apropiadas de nucleétidos en por lo menos
aproximadamente 50% de los nucledtidos, generalmente por lo menos aproximadamente 58%, comunmente por lo
menos aproximadamente 65%, frecuentemente por lo menos aproximadamente 71%, tipicamente por lo menos
aproximadamente 77%, usualmente por lo menos aproximadamente 85%, preferiblemente por lo menos
aproximadamente 95 6 98% o mas, y en casos particulares, tan alta como 99% o mas de los nucledtidos.
Alternativamente, existe homologia sustancial cuando los segmentos se hibridan bajo condiciones de hibridacion
selectivas, a una cadena, o a su complemento, usando tipicamente una secuencia de p40 de I1L-12 y/o IL-B30, por
ejemplo en SEQ ID NO: 1. Tipicamente, ocurrira una hibridacién selectiva cuando existe por lo menos una identidad
de aproximadamente 55% en una extension de por lo menos aproximadamente 30 nucleétidos, preferiblemente de
por lo menos aproximadamente 75% en una extension de aproximadamente 25 nucledtidos, y aun mas
preferiblemente por lo menos aproximadamente 90% en aproximadamente 20 nucledtidos. Véase, Kanehisa (1984)
Nuc. Acids Res. 12:203-213. La longitud de la comparacién de la identidad, tal como se describe, puede ser de
tramos mas largos y en algunos casos de esta descripcion sera en un tramo de por lo menos aproximadamente 17
nucleétidos, usualmente, por lo menos aproximadamente 28 nucleétidos, tipicamente por lo menos
aproximadamente 40 nucledtidos, y preferiblemente por lo menos aproximadamente 75 a 100 o mas nucleodtidos.
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Condiciones rigurosas, cuando se hace referencia a homologia en el contexto de hibridacién, consisten en
condiciones combinadas rigurosas de sal, temperatura, disolventes organicos y otros parametros, tipicamente los
controlados en las reacciones de hibridacion. Las condiciones de temperatura rigurosas usualmente incluiran
temperaturas superiores a aproximadamente 30°C, usualmente superiores a aproximadamente 37°C, tipicamente
superiores a aproximadamente 55°C y mas tipicamente superiores a aproximadamente 60 o 65°C y preferiblemente
superiores a aproximadamente 70°C. Condiciones salinas rigurosas seran comunmente las de aproximadamente
1000 mM, usualmente de menos de aproximadamente 400 mM, tipicamente menos de aproximadamente 250 mM,
preferiblemente menos de aproximadamente 150 mM incluyendo aproximadamente 100, 50 o incluso 20 mM. Sin
embargo, la combinacion de parametros es mucho mas importante que la medicién de cualquier parametro solo.
Véase, por ejemplo, Wetmur y Davidson (1968) J. Mol. Biol. 31:349-370. La hibridacién bajo condiciones rigurosas
debe dar una base de por lo menos el doble con respecto a la base, preferiblemente por lo menos 3-5 0 mas.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la cual se
comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias de
ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, se disefian coordenadas de subsecuencia, si es necesario, y
se disefan los parametros del programa de algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparacion de secuencias
calcula luego el porcentaje de identidad de secuencias para las secuencias de ensayo en relacién con la secuencia
de referencia, en base a los parametros de programa disefiados.

Una alineacion optica de secuencias para comparacion puede llevarse a cabo por ejemplo, mediante el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482, mediante el algoritmo de alineacion de
homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante la busqueda del método de similaridad de
Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, mediante implementaciones por ordenador de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por inspeccion visual (véase en general Ausubel et al., supra).

Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. EI PILEUP crea un alineamiento de secuencias multiples desde un grupo
de secuencias relacionadas usando alineaciones progresivas, en pares para mostrar la relaciéon y el porcentaje de
identidad de secuencias. También representa graficamente un arbol o dendrograma que muestra las relaciones de
agrupaciones usadas para crear el alineamiento. PILEUP usa una simplificacion del método de alineamiento
progresivo de Feng y Doolittle (1987) J. Mol. Evol. 35:351-360. El método usado es similar al método descrito por
Higgins y Sharp (1989) CABIOS 5:151-153. El programa puede alinear hasta 300 secuencias, cada una de una
longitud maxima de 5.000 nucleétidos o aminoacidos. El procedimiento de alineamiento multiple comienza con el
alineamiento en pares de las dos secuencias mas similares, que producen una agrupacion de dos secuencias
alineadas. Esta agrupacion se alinea luego con las siguientes secuencias proximas mas relacionadas o agrupacion
de secuencias alineadas. Dos agrupaciones de secuencias estan alineadas mediante una simple extension del
alineamiento en pares de dos secuencias individuales. El alineamiento final se logra mediante una serie de
alineamientos progresivos, en pares. El programa se hace funcionar disefiando secuencias especificas y sus
coordenadas de nucledtidos o de aminoacidos para regiones de comparacion de secuencias y mediante disefio de
los parametros del programa. Por ejemplo, una secuencia de referencia puede compararse con otras secuencias de
ensayo para determinar el porcentaje de relacion de identidad de secuencia usando los parametros siguientes:
ponderacion (peso) del hueco por omision (3,00), ponderacion de la longitud del hueco por omision (0,10), y huecos
finales promediados.

Otro ejemplo de algoritmo que es apropiado para determinar el porcentaje de identidad de secuencias y la
similaridad de secuencias es el algoritmo BLAST que ha sido descrito por Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-
410. El programa de ordenador para llevar a cabo los analisis BLAST esta disponible para el publico en el National
Center for Biotechnology Information (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primeramente
pares de secuencias de alta puntuacion (abreviadamente HSP por la expresion inglesa High Scoring Pairs) mediante
la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de interrogacion, que igualan o satisfacen algunas
puntuaciones T valor umbral de valor positivo cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una
secuencia de base de datos. T se define como el umbral de puntuacion de palabra vecina (Altschul et al., supra).
Estos resultados positivos (hits) de palabra vecina inicial cercana actian como siembra para iniciar busquedas hasta
llegar a una HSP mas larga que las contiene. Los resultados positivos de palabras se extienden luego en ambas
direcciones a lo largo de cada secuencia hasta llegar tan lejos como pueda ser aumentada la puntuacion del
alineamiento acumulativo. La extension de los resultados positivos de palabras en cada direccion se detiene cuando:
el resultado del alineamiento acumulativo cae la cantidad X desde su valor maximo logrado; la puntuacion
acumulativa llega a cero o por debajo, debido a la acumulacion de una o mas alineamientos de residuos de
puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X
determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLAST usa por defecto una longitud de
palabra (W) de 11, la matriz de puntuacion BLOSUM®62 (véase Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4, y una comparacion de ambas cadenas.

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencias, el algoritmo BLAST efectia también un analisis
estadistico de la similitud entre las dos secuencias (véase por ejemplo Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:5873-5787). Una medida de la similitud provista por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2300276 T5

pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad mediante la cual ocurriria por casualidad una
igualdad entre dos nucleétidos o secuencias de aminoacidos. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a
una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas pequefia en una comparaciéon del acido nucleico de
ensayo con el acido nucleico de referencia es inferior a aproximadamente 0,1, mas preferiblemente inferior a
aproximadamente 0,01, y aun mas preferiblemente menos de aproximadamente 0,001.

Otra indicacién de que dos secuencias de acido nucleico de polipéptidos son sustancialmente idénticas es que el
polipéptido codificado por el primer acido nucleico tiene inmunolégicamente reaccion cruzada con el polipéptido
codificado por el segundo acido nucleico tal como se describe a continuacién. Asi, un polipéptido es tipicamente
sustancialmente idéntico al segundo polipéptido, por ejemplo cuando los dos péptidos difieren Unicamente por las
sustituciones conservadoras. Otfra indicaciéon de que las dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente
idénticas es que se hibridan entre si bajo condiciones rigurosas tal como se describe a continuacion.

El gen IL-B30 de ofras especies de mamiferos puede ser clonado y aislado mediante hibridacion de especies
cruzadas entre especies estrechamente relacionadas. La homologia puede ser relativamente baja entre especies
distantemente relacionadas, y por lo tanto la hibridacion de las especies relacionadas de forma relativamente intima
es aconsejable. Alternativamente la obtencion de una preparacion de anticuerpos que exhiba menos especificidad
de especies puede ser util en métodos de clonacién con expresion.

VII. Preparacion de combinaciones de p40/IL-B30; Miméticos

ElI DNA que codifica p40 de IL-12 o IL-B30 o sus fragmentos puede obtenerse mediante sintesis quimica, escrutinio
de genotecas de cDNA o escrutinios de genotecas gendmicas preparadas a partir de una amplia variedad de
muestras de lineas de células o de tejidos. Véase por ejemplo Okayama y Berg (1982) Mol. Cell. Biol. 2:161-170;
Gubler y Hoffman (1983) Gene 25:263-269; y Glover (ed. 1984) DNA Cloning: A Practical Approach, IRL Press,
Oxford. Alternativamente, las secuencias indicadas en este texto proporcionan cebadores de PCR (tiles o permiten
una preparacion sintética u otra preparacion de genes apropiados que codifican una p40 de IL-12 o IL-B30;
incluyendo las realizaciones que ocurren de forma natural.

Este DNA puede expresarse en una amplia variedad de células hospedantes para las sintesis de una p40 de IL-12 y
IL-B30 de longitud total o fragmentos que a su vez pueden usarse por ejemplo para generar anticuerpos policlonales
o monoclonales; para estudios de union; para la construccion y expresion de moléculas modificadas; y para estudios
de estructura/funcion.

Vectores tales como los usados aqui comprenden plasmidos, virus, bacteriéfagos, fragmentos de DNA integrables, y
otros vehiculos que permiten la integracion de fragmentos de DNA en el genoma del hospedante. Véase por ejemplo
Pouwels et al., (1985 and Supplements) Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, N.Y.; y Rodriguez et al.,
(eds. 1988) Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Buttersworth, Boston, MA.

Para los propdsitos de esta descripcion, las secuencias de DNA estan unidas operativamente cuando estan
funcionalmente relacionadas entre si. Por ejemplo, el DNA para una pre-secuencia o lider secretora esta unido
operativamente a un polipéptido si se expresa como pre-proteina o si participa en dirigir el polipéptido hasta la
membrana celular o en la secreciéon del polipéptido. Un promotor esta unido operativamente a una secuencia
codificadora si controla la transcripcion del polipéptido; un sitio de unién de ribosoma esta unido operativamente a
una secuencia codificadora si esta situado para permitir la traduccion. Usualmente, “unido operativamente” significa
contiguo y en marco de lectura, pero sin embargo ciertos elementos genéticos, tales como los genes represores no
estan unidos contiguamente sino que estan todavia unidos a secuencias operativas que controlan a su vez la
expresion. Véase por ejemplo Rodriguez et al., Chapter 10, pp. 205-236; Balbas y Bolivar (1990) Methods in
Enzymology, 185:14-37; y Ausubel et al., (1993) Current Protocols in Molecular Biology, Greene y Wiley, NY. La co-
expresion de las dos secuencias codificadoras es particularmente interesante en esta invencion.

Ejemplos representativos de vectores de expresion apropiados incluyen pCDNA1; pCD, véase Okayama et al.,
(1985) Mol. Cell. Biol. 5:1136-1142; pMC1neo Poly-A, véase Thomas et al., (1987) Cell 51:503-512; y un vector de
baculovirus, tal como pAC373 o pAC610. Véase, por ejemplo, Miller (1988) Ann. Rev. Microbiol. 42:177-199.

Frecuentemente sera deseable expresar un polipéptido p40 de IL-12 y/o IL-B30, en un sistema que proporciona un
patron de glucosilacion especifico o definido. Véase por ejemplo, Luckow y Summers (1988) Bio/Technology 6:47-
55; y Kaufman (1999) Meth. Enzymol. 185:487-511.

El p40 de IL-12 y/o IL-B30 o uno de sus fragmentos puede manipularse por ingenieria genética para que sea
fosfatidil-inositol (Pl) unido a una membrana celular, pero puede separarse de las membranas mediante tratamiento
con una enzima escindidora del fosfatidil-inositol por ejemplo fosfatidil-inosol-fosfolipasa C Esta libera al antigeno en
una forma biolégicamente activa, y permite la purificacion mediante procedimientos estandares de la quimica de
proteinas. Véase por ejemplo Low (1989) Biochim. Biophys. Acta 988:427-454; Tse et al., (1985) Science 230:1003-
1008; y Brunner et al., (1991) J. Cell Biol. 114:1275-1283.
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Ahora que han sido caracterizados p40 de IL-12 y/o IL-B30, sus fragmentos o derivados pueden prepararse por
procedimientos convencionales para sintetizar péptidos. Estos incluyen procedimientos tales como los descritos en
Stewart y Young (1984) Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chemical Co., Rockford, IL; Bodanszky y Bodanszky,
(1984) The Practice of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, New York; Bodanszky (1984) The Principles of Peptide
Synthesis, Springer-Verlag, New York; y Villafranca (ed. 1991) Techniques in Protein Chemistry Il, Academic Press,
San Diego, Ca.

VIII. Usos

Se describen en la presente memoria reactivos que son Utiles para aplicaciones de diagndstico, tal como se describe
en otra parte en este texto, por ejemplo en las condiciones mediadas por el complejo p40 de IL-12/IL-B30 o en lo
que sigue mas adelante en la descripcion de los kits para diagnostico. El gen puede ser util en ciencias forenses, por
ejemplo, para distinguir roedores de humanos, o como un marcador para distinguir entre diferentes células que
exhiben patrones de modificacién o expresion diferenciales. Las composiciones proporcionadas son reactivos Utiles
para, por ejemplo, ensayos in vitro, investigacion cientifica, y para la sintesis o fabricacion de acidos nucleicos,
polipéptidos o anticuerpos.

Se describen en la presente memoria reactivos con significativo potencial comercial y/o terapéutico. EI complejo p40
de IL-12/IL-B30 (natural o recombinante), sus fragmentos, y sus anticuerpos junto con compuestos identificados por
su afinidad de union al complejo o a sus componentes individuales deben ser utiles como reactivos para las técnicas
de ensefianza de biologia molecular, inmunologia o fisiologia. Pueden prepararse kits apropiados con los reactivos,
por ejemplo, en ejercicios de practicas de laboratorio para la producciéon o uso de proteinas, anticuerpos, métodos
de clonacioén, histologia, etc.

Los reactivos seran también utiles en el tratamiento de estados asociados con desarrollo o fisiologia anormal
incluyendo estados inflamatorios. Pueden ser Utiles en ensayos in vitro para determinar la presencia o ausencia de
componentes interactuantes, que pueden estar correlacionados con éxitos de estrategias de tratamiento
particulares. En particular, la modulaciéon de la fisiologia de varias células, por ejemplo las hematopoyéticas o
linfoides, se lograra mediante métodos apropiados para el tratamiento usando las composiciones descritas en este
texto. Véase por ejemplo Thomson (1994; ed.) The Cytokine Handbook (2d ed.) Academic Press., San Diego;
Metcalf y Nicola (1995) The Hematopoietic Colony Stimulating Factors, Cambridge University Press; y Aggarwall y
Gutterman (1991) Human Cytokines, Blackwell Pub.

Las observaciones de que el complejo de citoquina puede inducir niveles de IFNy proporciona una comprension util
del potencial terapéutico. En particular, la produccion de IFNy da como resultado mejor inmunidad mediada por
células. Véase, por ejemplo, Paul (1998) Fundamental Inmunology, (42 ed.) Raven Press, NY; y Delves y Roitt (eds.
1998) The Encyclopedia of Immunology Academic Press (ISBN: 0122267656). Por lo tanto, el aumento de las
respuestas celulares sera util en el contexto de mejorar la actividad antitumoral, mejorar las respuestas a vacunas
(tanto de inmunidad humoral como celular), potenciar los efectos anti-virales, y antagonizar las respuestas alérgicas
en ciertas ventanas de desarrollo. Véase, por ejemplo, Rose y Mackay (eds. 1998) The Autoimmune Diseases, (3d
ed.) Academic Press, San Diego; y Kay (ed. 1997) Allergy and Allergic Diseases, Blackwell Science, Malden MA. A
la inversa, los antagonistas podrian usarse para bloquear o para evitar dicho potenciamiento de IFNy, reduciendo de
esta manera la resistencia o intensidad del potenciamiento celular. Esto seria util por ejemplo en situaciones de
autoinmunidad (tal como esclerosis multiple o psoriasis) o en estados inflamatorias crénicos (tal como artritis
reumatoide o enfermedad inflamatoria del intestino). Véase, por ejemplo, Samter et al., (eds.) Immunological
Diseases, vols. 1y 2, Little, Brown and Co. Los resultados iniciales sugieren que el papel de p40/IL-B30 es mas
critico para el mantenimiento del estado inflamatorio crénico. Por lo tanto el bloqueo puede ser eficaz después del
desarrollo inicial del estado.

Con tales dianas terapéuticas, los agonistas o antagonistas se combinaran con la terapéutica existente, por ejemplo
con otros moduladores de inflamacion. Por lo tanto, los agonistas frecuentemente se combinaran por ejemplo con IL-
18, IL-12, tratamientos de radiacion o quimioterapia, coadyuvantes de vacuna y/o terapéutica antiviral.
Alternativamente los antagonistas podran combinarse con antagonistas de TNFa, antagonistas de IL-12, con IL-10,
y/o esteroides. También podrian usarse homélogos virales de las citoquinas.

Por ejemplo, una enfermedad o trastorno asociado con expresion anormal o con sefializacién anormal mediante p40
de IL-12/IL-B30 debe ser una diana probable para un agonista o antagonista. Las nuevas citoquinas deben jugar un
papel en la regulacion o desarrollo de las células hematopoyéticas, por ejemplo células linfoides, que afectan a las
respuestas inmunoldgicas, por ejemplo inflamaciéon y/o trastornos de autoinmunidad. Alternativamente pueden
afectar a la fisiologia o desarrollo vascular o los efectos neuronales. También puede ser importante la programacion
del tiempo de administraciéon del agente terapéutico en relacion a la iniciacion o al mantenimiento del estado. En
particular, el complejo de citoquina debe mediar, en varios contextos, la sintesis de citoquinas por parte de las
células, la proliferacion, etc. Los antagonistas de p40 de IL-12/IL-B30 tal como las variantes de muteina de una
forma natural o de anticuerpos bloqueadores, podria proporcionar una via selectiva y poderosa para bloquear las
respuestas inmunes, por ejemplo en situaciones tales como respuestas inflamatorias o autoinmunes. Véase también
Samter et al., (eds.) Immunological Diseases, vols. 1y 2, Little, Brown and Co.
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Las dianas particulares para aplicacion terapéutica incluyen por ejemplo estados pulmonares, tanto asma como
fibrosis, en modelos EAE (los cuales pueden ser modelos Utiles para la esclerosis multiple), diabetes e inflamaciones
intestinales. Véase, por ejemplo, Barnes et al., (1998) Mol. Med. Today 4:452-458; Pauwels et al., (1998) Clin. Exp.
Allergy, Aug. 28 Suppl 3:1-5; Durham (1998) Clin. Exp. Allergy Jun. 28 Suppl 2:11-16; Leung (1997) Pediatr. Res. 42:
559-568; Pretolani et al., (1997) Res. Immunol. 148:33-38; Lamkhioued et al., (1996) Ann. NY Acad. Sci. 796:203-
208; Erb et al., (1996) Immunol. Cell. Biol. 74:206-208; y Anderson et al., (1994) Trends Pharmacol. Sci. 15:324-332
para asma; Coker et al., (1998) Eur. Respir. J. 11:1218-1221; y Bienkowski et al., (1995) Proc. Soc. Exp. Biol. Med.
209:118-140 para fibrosis pulmonar; Pearson y Mc Devitt (1999) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 238:79-122; Miller y
Shevach (1998) Res. Immunol. 149:753-759; Hoffman y Karpus (1998) Res. Immunol. 149:790-794 (con discusion
846-847 y 855-860); Segal (1998) Res. Immunol. 149:811-820 (con discusion 850-851 y 855-60); Liblau et al., (1997)
Immunol. Today, 18:599-604 Gold et al., (1997) Crit. Rev. Immunol. 17:507-510; Spack (1997) Crit. Rev. Immunol.
17:529-536; y Leonard et al., (1997) Crit. Rev. Immunol. 17:545-553 para modelos EAE (para esclerosis mliltiple);
Almawi et al., (1999) J. Clin. Endocrinol. Metab. 84:1497-1502; Rabinovitch et al., (1998) Biochem. Pharmacol.
55:1139-1149; y Rabinovitch (1998) Diabetes Metab. Rev. 14:129-151 para diabetes; y Leach et al., (1999) Toxicol.
Pathol. 27:123-133; Braun et al., (1999) Curr. Opin. Rheumatol. 11:68-74; Rugtveit et al., (1997) Gastroenterology
112:1493-1505; Strober et al., (1997) Immunol. Today, 18:61-64; and Ford et al., (1996) Semin. Pediatr. Surg. 5:155-
159 para estados inflamatorios de vientre/intestino.

La estimulaciéon con p40/IL-B30 de células activadas de memoria da como resultado cambios fenotipicos que
incluyen moléculas de adhesion. La CD69L esta altamente expresada después de la estimulacion con p40/IL-B30, y
la CD54 disminuye muy apreciablemente. Estos cambios en la expresion de las moléculas de adhesién pueden
permitir modular las células de memoria para que entren en la region rica en células T/DC de los nédulos linfaticos
primarios y secundarios, por ejemplo a través de vénulas endoteliales superiores (abreviadamente HEV por la
expresion inglesa high endotelial venules). Las células de memoria también son cebadas para volverse sensibles a
la estimulaciéon con IL- 12. Por lo tanto, una rapida y elevada produccién de IFN seguiria rapidamente a la induccion
con IL-12 por el antigeno. Por lo tanto, p40/IL-30 puede acelerar una respuesta inmune por las células de memoria,
ya sea aumentando la velocidad de respuesta o aumentando el nimero de células de memoria, o ambos. La p-40/IL-
B30 puede tener efectos diferenciales especificos para las células de memoria con menor o ningun efecto sobre las
células indiferentes. A la inversa, en muchos estados inflamatorios cronicos, tales como artritis reumatoide,
enfermedad inflamatoria del intestino, psoriasis, etc., las lesiones activas son dependientes de las células
CD45Rb"™*, Como tales, los antagonistas pueden bloquear efectivamente la fase cronica de dicho estado
inflamatorio.

Se conocen varios estados anormales en cada uno de los tipos de células que demostraron que producen tanto
mRNA de p 40 de IL-12 como de IL-B30 mediante transferencia Northern. Véase Berkow (ed.) The Merck Manual of
Diagnosis and Therapy, Merck & Co., Rahway, N.J.; Thorn et al., Harrison's Principles of Internal Medicine, McGraw-
Hill, N.Y.; y Weatherall et al., (eds.) Oxford Textbook of Medicine, Oxford University Press, Oxford. Muchos otros
estados médicos y enfermedades implican la activacion por parte de macréfagos o monocitos, y muchos de estos
seran sensibles al tratamiento con un agonista o antagonista de los que se proporcionan en la presente invencion.
Véase, por ejemplo, Stites y Terr (eds.; 1991) Basic and Clinical Immunology, Appleton and Lange, Norwalk,
Connecticut; y Samter et al., (eds.) Immunological Diseases, Little, Brown and Co. Estos problemas deben ser
susceptibles de prevencion o tratamiento usando las composiciones que se proporcionan en la presente invencion.

El complejo de citoquinas p40 de IL-12 /IL-B30, los antagonistas, los anticuerpos, etc. pueden purificarse y luego
administrarse a un paciente, tanto veterinario o humano. Estos reactivos pueden combinarse para uso terapéutico
con ingredientes adicionales activos o inertes, como por ejemplo en diluyentes o vehiculos convencionales
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo coadyuvantes inmundgenos, junto con estabilizadores fisiol6gicamente
inocuos, excipientes o conservantes. Estas combinaciones pueden filtrarse en forma estéril y pueden colocarse en
formas de dosificaciéon mediante liofilizacion en frascos para dosificacion o pueden almacenarse en preparaciones
acuosas estabilizadas. Se describe en la presente memoria el uso de anticuerpos o sus fragmentos de union,
incluyendo formas que no son de unién al complemento.

El escrutinio de farmacos usando p40 de IL-12/IL-B30, proteina de fusion o sus fragmentos, pueden efectuarse para
identificar compuestos con los cuales tienen afinidad de unién o con otros efectos bioldgicos relevantes sobre las
funciones de p40 de IL-12/IL-B30, incluyendo el aislamiento de los componentes asociados. Luego pueden usarse
subsiguientes ensayos bioldgicos para determinar si un compuesto candidato tiene una actividad estimulante
intrinseca y si por lo tanto es un bloqueador o antagonista porque bloquea la actividad del complejo de citoquinas.
Asimismo, un compuesto que tiene actividad estimulante intrinseca puede activar la via de sefiales y es por
consiguiente un agonista porque estimula la actividad del complejo de citoquinas. Se describe en la presente
memoria el uso terapéutico de anticuerpos bloqueantes para el complejo p40 de IL-12/ IL-B30 como antagonista y
de anticuerpos estimulantes como agonistas. Este método debe ser particularmente util con otras variantes de
especies de p40 de IL- 12 o IL-B30.

Las cantidades de reactivos necesarias para una terapia eficaz dependeran de muchos factores diferentes, que
incluyen los medios de administracion, el sitio diana, el estado fisiologico del paciente y otros medicamentos
administrados. Por lo tanto, las dosis de tratamiento deben valorarse para optimizar la seguridad y la eficacia.
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Tipicamente las dosis usadas in vitro pueden proporcionar una guia util con relacion a las cantidades que son Utiles
para la administracion in situ de estos reactivos. El ensayo en animales de dosis eficaces para el tratamiento de
trastornos particulares proporcionara una indicacién adicional predictiva de la dosis para seres humanos. Se han
descrito diversas consideraciones, por ejemplo en Gilman et al., (eds. 1990) Goodman y Gilman's: The
Pharmacological Bases of Therapeutics, 8th Ed., Pergamon Press; y Remington's Pharmaceutical Sciences, 17th.
ed. (1990), Mack Publishing Co., Easton, Penn. Los métodos para administracion se estudian en dicho texto y a
continuacién, por ejemplo para administracion oral, intravenosa, intraperitoneal o intramuscular, difusion
transdérmica y otros. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluiran agua, solucién salina, tampones y otros
compuestos descritos, por ejemplo, en The Merck Index, Merck and Co. Rahway, New Jersey. Los intervalos de
dosificacién, se esperaria cominmente que estuvieran en cantidades inferiores a concentraciones de 1 mM,
tipicamente concentraciones de menos de aproximadamente 10 uM, usualmente de menos de aproximadamente
100 nM, preferiblemente de menos de aproximadamente 10 pM (picomolar), y ain mas preferiblemente de menos de
aproximadamente 1 fM (femtomolar), con un vehiculo apropiado. Frecuentemente se utilizaran formulaciones de
liberacion lenta o un aparato de liberacion lenta para una administracion continua o a largo plazo. Véase por
ejemplo, Langer (1990) Science 249:1527-1533.

El complejo de citoquinas p40 de IL-12/IL-B30, las proteinas de fusidon y los anticuerpos para las mismas o sus
fragmentos, los antagonistas y agonistas, pueden ser administrados directamente al hospedante al que es necesario
tratar, o dependiendo del tamario de los compuestos, puede ser conveniente conjugarlos con proteinas portadoras,
tales como ovoalbumina o seroalbumina antes de su administracion. Pueden administrarse formulaciones
terapéuticas en muchas formulaciones de dosificacion convencional. Aunque es posible administrar el ingrediente
activo solo, se prefiere presentarlo como una formulacién farmacéutica. Las formulaciones comprenden tipicamente
por lo menos un ingrediente activo, tal como se definié anteriormente conjuntamente con uno o mas de sus
vehiculos aceptables. Cada vehiculo debe ser farmacéutica y fisioldgicamente aceptable en el sentido de que debe
ser compatible con los otros ingredientes y no ser perjudicial para el paciente. Las formulaciones incluyen las que
son apropiadas para administracion oral, rectal, nasal, topica o parenteral (incluyendo administracion subcutanea,
intramuscular, intravenosa e intradérmica). Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en una forma
de dosificacion unitaria, y pueden prepararse mediante muchos métodos que son bien conocidos en la técnica
farmacéutica. Véase por ejemplo Gilman et al., (eds. 1990) Goodman y Gilman's: The Pharmacological Bases of
Therapeutics, 8th. ed., Pergamon Press; y Remington's Pharmaceutical Sciences, 17th ed. (1990), Mack Publishing
Co., Easton, Penn; Avis et al., (eds 1993) Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications, Dekker, New
York, Lieberman et al., (eds. 1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, Dekker, New York; y Lieberman et al.,
(eds. 1990) Pharmaceutical dosage Forms: Disperse Systems, Dekker, New York. La terapia de esta invencion
puede combinarse o puede usarse en asociacion con otros agentes, por ejemplo otras citoquinas incluyendo IL-6 o
G-CSF, o sus respectivos antagonistas.

Ambas formas, la natural y la recombinante de las IL-B30 de esta descripcion, son particularmente utiles en kits y en
métodos de ensayo que son capaces de escrutar compuestos para determinar la actividad de unién a las proteinas.
En afios recientes se han desarrollado varios métodos de ensayos automaticos que permiten el escrutinio de
decenas de miles de compuestos en un corto periodo. Véase por ejemplo, Fodor et al., (1991) Science 251:767-773,
el cual describe medios para el ensayo de afinidad de unién mediante una pluralidad de polimeros definidos
sintetizados sobre un sustrato solido. El desarrollo de ensayos apropiados puede facilitar enormemente la
disponibilidad de grandes cantidades del complejo de citoquinas p40 de IL-12/IL-B30 solubles, tal como el
proporcionado por esta invencion.

Pueden usarse otros métodos para determinar los residuos criticos en las interacciones del complejo IL-12p40/IL-
B30-receptor. Puede efectuarse un analisis mutacional, por ejemplo véase, Somoza et al., (1993) J. Exptl. Med.
178:549-558, para determinar los residuos especificos criticos en la interaccion y/o sefalizacion. PHD (Rost y
Sander (1994) Proteins, 19:55-72) y DSC (King y Sternberg (1996) Protein Sci. 5:2298-2310) pueden proporcionar
predicciones de estructura secundaria de hélice-a (H), laminas-f (E), o arrollamientos (L). Las hélices A y D son
tipicamente las mas importantes en la interaccion del receptor, siendo la regién mas importante la de la hélice D.

Por ejemplo, los antagonistas pueden encontrarse normalmente una vez definido estructuralmente el antigeno y/o
receptor, por ejemplo mediante datos de estructura terciaria. El ensayo de los potenciales analogos de interaccion es
ahora posible mediante el desarrollo de métodos de ensayo sumamente automatizados empleando un complejo
purificado p40 de IL-12/IL-B30. En particular, se descubriran nuevos agonistas y antagonistas usando las técnicas
de escrutinio descritas en este texto. Son particularmente importantes los compuestos que demuestran tener
afinidad de unién combinada para un espectro de moléculas de p40 de IL-12/IL-B30, por ejemplo, compuestos que
pueden servir como antagonistas para variantes de especies del complejo de citoquinas.

Un método para escrutar farmacos utiliza células hospedantes eucariotas o procariotas que estan transformadas
establemente con moléculas de DNA recombinante que expresan una IL-20p40/IL-B30. Pueden aislarse células que
expresan una p40 de IL-12/IL-B30 aislada a partir de otras moléculas. Dichas células, ya sea en forma viable o fija
pueden usarse para ensayos de union de pareja de unién estandar. Véase también Parce et al., (1989) Science
246:243-247: y Owicki, et al., (1990) Proc Natl. Acad. Sci. USA 87:4007-4011, las cuales describen métodos
sensibles para detectar respuestas celulares.
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Otra técnica para el escrutinio de farmacos implica una realizacién que proporciona un elevado resultado de
escrutinio para compuestos que tienen la afinidad de unién apropiada con una p40 de IL-12/IL-B30 y que ha sido
descrita en forma detallada por Geysen, en la solicitud de patente europea 84/03564, publicada el 13 de septiembre
de 1984. En primer lugar, se sintetizan grandes cantidades de diferentes compuestos de ensayo que consisten en
pequefios péptidos sobre un sustrato soélido, por ejemplo varillas de plastico o alguna otra superficie apropiada,
véase Fodor et al., (1991). Luego todas las varillas se hacen reaccionar con p40/IL-B30 solubilizado, no purificado o
solubilizado, purificado, y se lavan. La etapa siguiente comprende detectar la p40/IL-B30 unida.

Un disefio racional de farmacos puede basarse también en estudios estructurales de las configuraciones
moleculares de p40/IL-B30 y de otros efectores o analogos. Los efectores pueden ser otras proteinas que median
otras funciones en respuesta a la union, u otras proteinas que interactian normalmente con p40/IL-B30, por ejemplo
un receptor. Un medio para determinar que sitios interactian con otras proteinas especificas es una determinacion
de la estructura fisica, por ejemplo cristalografia de rayos X o técnicas de RMN bidimensional. Estos proporcionaran
una guia en lo que se refiere a cuales son los residuos de aminoacidos que forman regiones de contacto molecular,
como modelado, por ejemplo contra otros modelos de citoquina-receptor. Para una descripcion detallada de la
determinacion estructural de proteinas, véase por ejemplo Blundell y Johnson (1976) Protein Crystallography,
Academic Press, New York.

IX. Kits

Se describe en la presente memoria el uso de proteinas p40/IL-B30, sus fragmentos, péptidos y sus productos de
fusion en una variedad de kits de diagndstico y a métodos para detectar la presencia de otra p40/IL-B30 o pareja de
unién. Tipicamente, el kit tendra un compartimiento que contiene un péptido p40, p40/IL-B30 o IL-B30 definido o un
segmento génico o un reactivo que reconoce a uno o al otro, por ejemplo anticuerpos o fragmentos de fusion de
p40/IL-B30.

Un kit para determinar la afinidad de unién de un compuesto de ensayo con una p40 de IL-12/IL-B30 comprenderia
tipicamente un compuesto de ensayo; un compuesto marcado, por ejemplo un pareja de unién o un anticuerpo que
tiene afinidad de unién conocida para p40/IL-B30; una fuente de p40/IL- B30 (natural o recombinante); y medios para
separar el compuesto unido del compuesto marcado libre, tal como una fase sélida para inmovilizar la molécula. Una
vez escrutados los compuestos, los que tienen afinidad de unién apropiada para el antigeno pueden evaluarse en
ensayos bioldgicos apropiados, tal como es bien conocido en la técnica para determinar si actian como agonistas o
antagonistas para la via de sefializacion de p40/IL-B30. La biodisponibilidad de los polipéptidos de fusion p40 de IL-
12/IL-B30 recombinantes proporciona también patrones bien definidos para calibrar dichos ensayos.

Un kit preferido para determinar la concentracion de, por ejemplo un p40/IL-B30 en una muestra comprenderia
tipicamente un compuesto marcado, por ejemplo una parejaa de unién a un anticuerpo que tiene afinidad de unién
conocida para el antigeno, una fuente de citoquina (natural o recombinante) y medios para separar el compuesto
unido del compuesto marcado libre, por ejemplo una fase sélida para inmovilizar el p40/IL-B30. Normalmente se
proporcionaran compartimientos que contienen reactivos e instrucciones.

Los anticuerpos, incluyendo los fragmentos de union al antigeno, especificos para p40/IL-B30 o los fragmentos son
utiles en aplicaciones de diagnéstico para detectar la presencia de niveles elevados de p40, IL-B30, p40/IL- B30 y/o
sus fragmentos. Dichos ensayos de diagndstico pueden emplear lisados, células vivas, células fijas, inmuno-
fluorescencia, cultivos de células, fluidos corporales, y ademas pueden implicar la deteccion de antigenos
relacionados con el antigeno en suero o similares. Los ensayos para diagndstico pueden ser homogéneos (sin etapa
de separacion entre el reactivo libre y el complejo de antigeno-pareja de unién) o heterogéneos (con una etapa de
separacion). Existen varios ensayos comerciales tales como radioinmunoensayo (RIA), ensayo de
inmunoabsorbente unido a enzimas (ELISA), e inmunoensayo de enzimas (EIA), técnica de inmunoensayo
multiplicado por enzimas (EMIT), inmunoensayo fluorescente marcado con sustrato (SLFIA), y similares. Véase por
ejemplo Van Vunakis et al., (1980) Meth. Enzymol. 70:1-525; Harlow y Lane (1980) Antibodies: A Laboratory Manual,
CSH Press, NY; y Coligan et al., (eds. 1993) Current Protocols in Immunology, Greene y Wiley, NY.

Los anticuerpos anti-idiotipicos pueden tener un uso similar para diagnosticar la presencia de anticuerpos contra
p40/IL-B30, tal como puede ser el diagndstico de diversos estados anormales. Por ejemplo, la sobreproduccion de
p40/IL-B30 puede dar como resultado la produccion de diversas reacciones inmunoldgicas que pueden ser el
diagndstico de estados fisiolégicos anormales, particularmente en estados celulares proliferativos, tales como cancer
o activacion o diferenciacion anormal.

Frecuentemente, los reactivos para los ensayos de diagndstico se proporcionan en kits para optimizar la sensibilidad
del ensayo. Para la presente descripcion, dependiendo de la naturaleza del ensayo, el protocolo y el marcador se
proporciona cualquiera de un anticuerpo marcado o no marcado, o un pareja de unién o p40/IL-B30 marcado. Esto
es usualmente junto con otros aditivos, tales como tampones, estabilizadores, materiales necesarios para la
produccion de sefales, tales como sustratos para enzimas y similares. Preferiblemente el kit contendra también
instrucciones para un uso adecuado y desecho de los contenidos después del uso. Tipicamente el kit tiene
compartimientos para cada reactivo util. Convenientemente los reactivos se proporcionan en forma de un polvo seco
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liofilizado, en donde dichos reactivos pueden ser reconstituidos en un medio acuoso con la condicion de
proporcionar concentraciones apropiadas de reactivos para llevar a cabo el ensayo.

Muchos de los constituyentes antes mencionados del escrutinio de farmacos y de los ensayos para diagnostico
pueden usarse sin modificacion o pueden modificarse de diversas maneras. Por ejemplo, el marcado puede llevarse
a cabo uniendo de forma covalente o no covalente una porcién que directa o indirectamente proporciona una sefial
detectable. En muchos de estos ensayos la pareja de union, el compuesto de ensayo, p40/IL-B30 o los anticuerpos
para los mismos pueden marcarse de forma directa o indirecta. Las posibilidades para el marcado directo incluyen
grupos de marcadores: radiomarcadores, tales como 2% enzimas tales como peroxidasa y fosfatasa alcalina, y
marcadores fluorescentes (patente de EE.UU. 3.940.475) que son capaces de monitorizar el cambio en la intensidad
de fluorescencia, el desplazamiento de la longitud de onda o la polarizacion por fluorescencia. Las posibilidades para
un marcado indirecto incluyen biotinilacion de un constituyente seguida de unién a avidina acoplada con uno de los
grupos marcadores precedentes.

Existen también numerosos métodos para separar la p40/IL-B30 unida de la libre o alternativamente la p40/IL-B30
unida del compuesto de ensayo libre. El p40/IL-B30 puede inmovilizarse sobre varias matrices después de lavarlo.
Entre las matrices apropiadas se incluyen las de plastico tales como una placa ELISA, filtros, y bolitas. Véase por
ejemplo Coligan et al., (eds. 1993) Current Protocols in Immunology, Vol. 1, capitulo 2, Greene y Wiley, NY. Otras
técnicas de separacion apropiadas incluyen sin limitacion el método de particulas magnetizables de anticuerpo con
fluoresceina descrito en Rattle et al., (1984) Clin. Chem. 30:1457- 1461, y la separacion de particulas magnéticas
con anticuerpo doble descrita en la patente de EE.UU, n°® 4.659.678.

Los métodos para unir proteinas o sus fragmentos a los diversos marcadores han sido extensamente descritos en la
literatura y no requieren en esta descripcion un andlisis detallado. Muchas de las técnicas implican el uso de grupos
carboxilo activados ya sea a través del uso de carbodiimida o de ésteres activos para formar enlaces peptidicos, la
formacioén de tioéteres por reaccion de un grupo mercapto con un halégeno activado, tal como cloroacetilo o una
olefina activada, tal como maleimida, para enlace o similares. Las proteinas de fusién seran también utiles en estas
aplicaciones.

Otra caracteristica de diagnéstico relacionada con esta descripcion implica el uso de secuencias de oligonucleotidos
o polinucleétidos tomadas de la secuencia de un p40/IL-B30. Estas secuencias pueden usarse como sondas para
detectar los niveles de los mensajes de p40 6 IL-B30 en muestras de pacientes que se sospecha que tienen un
estado anormal, por ejemplo enfermedades inflamatorias o autoinmunes. Puesto que la citoquina puede ser un
marcador o mediador para activacion, puede ser Util para determinar, por ejemplo, cuando puede utilizarse terapia
adicional, por ejemplo, de manera preventiva antes de que aparezcan los efectos y avancen hasta un punto
significativo. La preparacion de ambas secuencias de nucleoétidos de RNA y DNA, el marcado de las secuencias, y el
tamafo preferido de las secuencias, ha recibido una amplia descripcién y discusion en la literatura. Véase por
ejemplo, Langer-Safer et al., (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. 79:4381-4385; Caskey (1987) Science 236:962-967; y
Wilchek et al., (1988) Anal. Biochem. 171:1-32.

Los kits de diagndstico que sirven también para determinar la expresion cualitativa cuantitativa de otras moléculas
han sido también contemplados. El diagndstico o prognosis puede depender de la combinacion de muiltiples
indicaciones usadas como marcadores. Por lo tanto, los kits pueden analizar combinaciones de marcadores. Véase
por ejemplo, Viallet et al., (1989) Progress in Growth Factor Res. 1:89-97. Otros kits pueden usarse para evaluar
otros subgrupos de células.

X. Aislamiento de un receptor de p40/IL-B30

Habiendo aislado un ligando de una interaccion especifica ligando-receptor, existen métodos para aislar el receptor.
Véase Gearing et al., (1989) EMBO J. 8:3667-3676. Por ejemplo, pueden determinarse medios para marcar la
citoquina IL-B30 sin interferir con la unién a su receptor. Por ejemplo, puede fusionarse un marcador de afinidad al
extremo amino o carboxilo del ligando. Dicho marcador puede ser una cola (fag) de epitopo FLAG, o, por ejemplo,
un dominio Ig o Fc. Puede escrutarse una genoteca de expresion para la union especifica de la citoquina, por
ejemplo, clasificando células, u otros escrutinios para detectar la subpoblaciones que expresen dicho componente
de unidén. Véase por ejemplo, Ho et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11267-11271; y Lui et al., (1994) J.
Immunol. 152:1821-1829. Alternativamente, puede usarse un método que usa una placa sensibilizada de plastico
con antigeno o anticuerpo (panning method). Véase por ejemplo, Seed y Aruffo (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
84:3365-3369.

Las técnicas de reticulacion de proteinas con marcadores pueden aplicarse para aislar las parejas de union del
complejo de citoquina p40/IL-B30. Esto permitiria la identificacion de proteinas que interactuan especificamente con
la citoquina, por ejemplo en una manera de tipo ligando-receptor.

Se efectuaran previamente experimentos para determinar si los componentes conocidos del receptor de IL-6 o G-
CSF estan implicados en las respuestas a p40/IL-B30. También es muy posible que estos complejos receptores
funcionales puedan compartir muchos o todos los componentes con el complejo receptor de p40/IL-B30, ya sea
como subunidad receptora especifica 0 como una subunidad receptora accesoria.
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EJEMPLOS

1. Métodos generales

Muchos de los métodos estandares que se indican a continuacién han sido descritos o citados como referencia, por
ejemplo, en Maniatis et al., (1982) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Press, NY; Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (22 ed.) Vol. 1-3, CSH
Press NY; Ausubel et al., Biology, Greene Publishing Associates, Brooklyn, NY; Ausubel et al., (1987 and
Supplements) Current Protocols in Molecular Biology, Wiley/Greene, NY; Innis et al., (eds. 1990) PCR Protocols: A
Guide to Methods and Applications, Academic Press, NY; Bonifacino et al., Current Protocols in Cell Biology, Wiley,
NY; y Doyle et al., Cell and Tissue Culture: Laboratory Protocols, Wiley, NY. Los métodos para purificacion de
proteinas incluyen métodos tales como precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia en columna,
electroforesis, centrifugacion, cristalizacion y otros. Véase por ejemplo Ausubel et al., (1987 and periodical
Supplements); Deutscher (1990) "Guide to Protein Purification", Methods in Enzymology, vol. 182, y otros volumenes
en esta serie; Coligan, et al (1995 and Supplements). Current Protocols in Protein Science, John Wiley and Sons,
New York, NY; Matsudaira (ed. 1993), A Practical Guide to Protein and Peptide Purification for Microsequencing,
Academic Press, San Diego, CA; y en la literatura del fabricante sobre el uso de productos para purificacion de
proteinas, por ejemplo, Pharmacia, Piscataway, NJ, o Bio-Rad, Richmond CA. La combinaciéon con técnicas
recombinantes permite la fusion para segmentos apropiados (colas de epitopos), por ejemplo, para una secuencia
FLAG o un equivalente que puede fusionarse, por ejemplo, a través de una secuencia separable por proteasa.
Véase por ejemplo, Hochuli (1990) "Purification of Recombinant Proteins with Metal Chelate Absorbent” en Setlow
(ed.), Genetic Engineering Principle and Methods 12:87-98, Plenum Press, NY; and Crowe et al, (1992) OlAexpress:
The High Level Expression & Protein Purificacion System, QUIAGEN, Inc., Chatsworth, CA.

El analisis de secuencias por ordenador, por ejemplo, se realiza usando programas, disponibles que incluye los de
University of Wisconsin Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI, el NCBI en NIH, y GenBank, NCBI, EMBO,
y otras fuentes de secuencias publicas. Otras fuentes de analisis incluyen, por ejemplo el programa PASMOL, véase
Bazan et al., (1996) Nature, 379:591; Lodi et al., (1994) Science, 263:1762-1766; Sayle and Milner-White, (1995)
TIBS 20:374-376; y Gronenberg et al., (1991) Protein Engineering, 4:263-269; y DSC, Véase King y Sternberg (1996)
Protein Sci. 5:2298-2310. Véase también, Wilkins et al., (eds. 1997) Proteome Research: New Frontiers in Functional
Genomics, Springer-Verlag, NY; Salzberg et al., (eds. 1998) Computational Methods in Molecular Biology, Elsevier,
NY; y Birren et al., (eds. 1997) Genome Analysis: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY.

Se describen técnicas inmunolégicas convencionales, por ejemplo en Hertzenberg et al., (eds. 1996) Weir's
Handbook of Experimental Immunology, vols. 1-4, Blackwells Science; Coligan (1991 y actualizaciones) Current
Protocols in Inmmunology, Wiley/Greene, NY; y Methods in Enzymology, vols. 70, 73, 74, 84, 92, 93, 108, 116, 121,
132, 150, 162, y 163. Ensayos de citoquinas se describen, por ejemplo, en Thomson (ed. 1994) The Cytokine
Handbook, (2nd ed.) Academic Press, San Diego; Metcalf y Nicola (1995) The Hematopoietic Colony Stimulating
Factors, Cambridge University Press y Aggarwal y Gutterman, (1991) Human Cytokines, Blackwell Pub.

Los ensayos para las actividades bioldgicas vasculares son bien conocidos en la técnica. Los mismos cubren
actividades angiogénicas y angiostaticas en tumores o en otros tejidos, por ejemplo, proliferacion de la musculatura
lisa arterial, (véase, por ejemplo Koyoma et al., (1996) Cell, 87:1069-1078), adhesion de monocitos al epitelio
vascular (véase McEvoy et al., (1997) J. Exp. Med. 185:2069-2077), etc. Véase también Ross (1993) Nature,
362:801-809; Rekhter y Gordon, (1995) Am. J. Pathol., 147:668-677; Thyberg et al., (1990) Atherosclerosis, 10:966-
990; y Gumbiner (1996) Cell, 84:345-357.

Los ensayos para las actividades bioldgicas de células neurales han sido descritas, por ejemplo, en Wouterlood,
(ed.1995) Neuroscience Protocols modulos 10, Elsevier; Methods in Neurosciences, Academic Press; y
Neuromethods Humana Press, Totowa, NJ. La metodologia de los sistemas del desarrollo se describe, por ejemplo,
en Meisami (ed.) Handbook of Human Growth and Developmental Biology, CRC Press; y Chrispeels (ed.) Molecular
Technigues and Approaches in Developmental Biology, Interscience.

Los analisis FACS se describen en Melamed et al., (1990) Flow Cytometrv and Sorting, Wiley-Liss, Inc., New York,
NY; Shapiro (1988) Practical Flow Cytometry, Liss, New York, NY; y Robinson et al., (1993) Handbook of Flow
Cytometrv Methods, Wiley-Liss, New York, NY.

ll. Clonaciéon de p40 y/o IL-B30 humano

Las secuencias p40 de IL-12 estan disponibles en varias bases de datos de secuencias, tal como se describid
anteriormente. La secuencia del gen IL-B30 se proporcionan en la Tabla 1. La secuencia deriva de una secuencia
humana genomica.

Estas secuencias permiten la preparacion de los cebadores de PCR, o sondas, para determinar la distribucion de los
genes celulares. Las secuencias permiten el aislamiento del DNA gendmico que codifica los mensajes.
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Usando la sonda o los cebadores de PCR, se sondan varios tejidos o tipos de células para determinar la distribucion
celular. Se clonan los productos de PCR usando, por ejemplo, un kit de clonacién TA (Invitrogen). Los plasmidos
resultantes de DNAc se secuencian desde ambos extremos en un secuenciador automatico (Applied Biosystems).

lll. Expresion celular de p40 y de IL-B30

Se prepara una sonda o cebadores apropiados especificos para DNAc que codifica los respectivos genes.
Tipicamente, la sonda se marca, por ejemplo, mediante cebado al azar. La expresion coordinada de ambas
subunidades es la mas importante cuando es de interés el complejo p40/IL-B30.

IV. Purificacion de la proteina p40/IL-B30

Se escrutaron lineas de células transfectadas multiples para la que expresa la citoquina o el complejo a un alto nivel
en comparaciéon con otras células. Alternativamente, puede prepararse una combinacion de la construccion
recombinante. Se escrutaron varias lineas de células y se seleccionaron por sus propiedades favorables de
manipulacion. El aislamiento individual de las respectivas subunidades y la combinacion posterior puede dar como
resultado cierta formacién de dimeros. Puede aislarse la IL-B30 natural de fuentes naturales o mediante la expresién
de una célula transformada usando un vector de expresion apropiado. También puede usarse construcciones de
adenovirus para la produccion/expresion.

La purificacion de las subunidades expresadas o del complejo se logra mediante procedimientos estandares, o
puede combinarse con medios de manipulacion genética para una purificacion eficaz con alta eficacia a partir de
sobrenadantes o lisados de células. En particular, la fusién de p40 con IL-B30 con o sin fragmento enlazador
apropiado puede dar como resultado métodos de alta eficacia para procesamiento o purificacién. Pueden usarse
segmentos FLAG o Hisg para dichos aspectos de purificacion. Alternativamente, la cromatografia de afinidad puede
usarse con anticuerpos especificos, véase mas adelante

La proteina se produce en E. coli, células de insectos o sistemas de expresion de mamiferos, segun se desee.

V. Preparacion de anticuerpos especificos para p40/IL-B30

Se presentan péptidos sintéticos o proteinas purificadas para un sistema inmune para generar anticuerpos
monoclonales o policlonales. Véase, por ejemplo, Coligan (1991) Current Protocols in Immunology, Wiley/Green; y
Harlow and Lane (1989) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press. La inmunoseleccion o los
métodos de empobrecimiento pueden aplicarse para tener la seguridad de que los anticuerpos resultantes son
especificos para los determinantes antigénicos presentados por el complejo de polipéptidos, distintos de los
presentados por los propios componentes individuales. Puede prepararse suero policlonal o hibridomas. En
situaciones apropiadas, el reactivo de union estd marcado tal como se describié anteriormente, por ejemplo, por
fluorescencia o en otra forma, o bien esta inmovilizado en un sustrato mediante métodos que usan una placa
sensibilizada de plastico con antigeno o anticuerpo. La inmunoseleccién, inmuno-empobrecimiento y las técnicas
relacionadas estan disponibles para preparar reactivos selectivos, segun se desee, por ejemplo, para el complejo
entre las dos subunidades.

VI. Coprecipitado de p40 de IL-12 y IL-B30

Se prepard una construccion de fusion p40 de IL-12-Ig de ratén en un vector de expresion. El dominio Ig se une a
Proteina A, y puede precipitar este polipéptido. También se preparé una construccion IL-B30Etag (epitopo marcado
con una cola (tag) de un resto de FLAG en el extremo N), cuyo polipéptido es inmunoprecipitable con el anticuerpo
M2. Las construcciones de expresion fueron transfectadas en células 293 T, con la construccion p40 de IL-12-Ig
sola, la construccioén IL-B30Etag sola, o ambas conjuntamente. Las células fueron marcadas con 353-metionina. Con
la construccion p40 de IL-12 sola, no se detectd proteina soluble en el sobrenadante de la célula usando proteina A.
Analogamente, con la construccion FLAG-IL-B30, no se detectd ninguna proteina soluble en el sobrenadante de la
célula usando el anticuerpo M2. Sin embargo, con la co-transfeccion de las dos construcciones de expresion, el
sobrenadante de la célula produjo un complejo soluble el cual fue precipitable con el reactivo proteina A o con el
anticuerpo M2. El analisis PAGE del complejo reveld que el complejo precipitado con proteina A estaba constituido
por polipéptidos que correspondian a los dos polipéptidos esperados, el de la fusién p40 de IL-12-Ig y los
polipéptidos FLAG-IL-B30. Correspondientemente, el complejo precipitado con el anticuerpo M2 estaba constituido
por el polipéptido FLAG-IL-B30 y la proteina de fusion p40 de IL-12-Ig.

Experimentos similares con una construccion de expresion p40 de IL-12 humana y una construccion FLAG-IL-B30
humana proporcionaron los resultados esperados. La transfeccion con la construccion FLAG-IL-B30 no dio como
resultado ninguna proteina soluble significativa. La co-transfeccion de ambos vectores de expresion en células
primate dio como resultado una secrecion eficaz de un complejo el cual fue inmunoprecipitable con el anticuerpo M2.
El analisis PAGE del complejo resultante confirmé que el complejo estaba constituido por el polipéptido FLAG-IL-B30
y el polipéptido p40 de IL-12.

VII. Identificaciéon del receptor

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2300276 T5

El receptor de IL-12 esta constituido por las subunidades 1 y B2 del receptor IL-12. Una construccion de fusion
p40/IL-B30 se une a células que expresan la subunidad 1 del receptor.

Un homodimero de las subunidades p40 de IL-12 puede bloquear la unién de IL-12 a la subunidad B1de ratén, pero
no a la subunidad B2. La subunidad p40 es un componente de complejo p40/IL-B30, de manera que se analiza si la
subunidad B1 del receptor IL-12 podria ser un componente del receptor para una construccion de fusion de p40/IL-
B30. Los anticuerpos para la subunidad B1 del receptor de IL-12 bloquean la unién de la construccion de fusiéon a
células que expresan la subunidad B1 del receptor. Los anticuerpos contra el complejo p40/p70, que reconocen
principalmente la subunidad p40 pueden bloquear el efecto de la composicion p40/IL-B30, lo cual sugiere que el
componente p40 es importante en la interaccion del receptor. Estas observaciones sugieren que la subunidad 1 del
receptor se une a la construccion de fusion p40/IL-B30. Experimentos similares que analizan la implicacion de la
subunidad gp130 comun compartida entre receptores relacionados sugieren que gp130 no es una subunidad
relevante del receptor para p40/IL-B30.

Habiendo identificado una subunidad del receptor, han sido iniciados intentos de clonacién con expresién. Las
células que expresan esta subunidad pero que no muestran unién se usaran para la clonacion de expresion de una
subunidad adicional. Otros homodlogos 2 de la subunidad receptora estan siendo escrutados. Alternativamente,
pueden usarse genotecas de células apropiadas en métodos de clonacion con expresion estandares.

VIII. Evaluacidén de la amplitud de las funciones biolégicas

Se analizaron las actividades biolégicas del complejo p40/IL-B30, basandose, por ejemplo, en la secuencia y
homologia estructural entre L-B30 y IL-6 y G-CSF. Inicialmente, se examinaron ensayos que habian mostrado
actividades bioldgicas de IL-6 o G-CSF. Los ensayos se efectuaron en un complejo recombinante o en una
construccion de fusion. La construccion de fusion consistia en una construccion con la secuencia sefial de p40 de IL-
12 unida a un epitopo FLAG N terminal fusionado con la secuencia p40 de IL-12 madura fusionada a su vez con una
secuencia enlazadora rica en Ser/Gly de la longitud apropiada fusionada con la secuencia madura de IL-B30. Esta
construccion expresa ambas bien, es secretada, y la cola de epitopo permite la purificacion y la localizacion. Se
generaron ambas formas de secuencia la de raton y la de ser humano. Las construcciones de expresion de
adenovirus de ambos polipéptidos separados y las proteinas de fusion también fueron asequibles.

Los tipos de célula diana incluyen tipos de células linfoides, mieloides, mastoides, pre-B, pre-T, y fibroblastos-
endoteliales. Por ejemplo, las células de macréfago/monocito seran evaluadas para determinar los cambios de
marcador de superficie de célula, por ejemplo MHC clase Il, B7, CD40, y familias relacionadas; produccion de
citoquinas y quimioquinas; y capacidad de presentacion de antigenos. Las células CD4 + T, tanto células CD45Rb™"
y naturales como las células CD45Rb"™° T de memoria, fueron ensayadas, por ejemplo, para los marcadores de
desarrollo y activacion, y para las funciones efectoras, por ejemplo para la produccion de citoquinas y quimioquinas.
Las células citotoxicas CD4+, CD8+ y las células NK se evaluaran para determinar los efectos sobre la generacion y
funcién. Los efectos sobre la produccion de anticuerpos se ensayaran, por ejemplo, en células B MLN y esplénicas.
Se evaluaran las células dendriticas para la generaciéon, maduracién, y funcion, incluyendo la produccién de
factores. También se estan desarrollando ensayos de apoptosis.

Los cultivos de médula 6sea a largo plazo, se ensayaran para determinar los efectos sobre la modulacion de células
estromales y para la generacion de células madres y la diferenciacion (cultivos Dexter), para la modulaciéon de
células estromales y para la diferenciacion y generacion de células progenitoras B (Cultivos Whitlock-Witte), y para la
evaluacion del potencial para regular las poblaciones de linfoides B y de mieloides primitivas.

A. Efectos sobre la proliferacion de células

El efecto sobre la proliferacién de varios tipos de células se evalud con varias concentraciones de citoquinas. Se
efectud un analisis de respuesta a la dosis, en combinaciones con las citoquinas relacionadas IL-6, G-CSF, etc.
Puede usarse una maquina citosensora, que detecta el desarrollo y metabolismo de las células (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA).

La proteina de fusién humana p40/IL-B30 mejora la proliferacion de los blastos PHA humanos estimulados con anti-
CD3 o tanto con anti-CD3 como anti-CD28. La estimulacion anti-CD3 parece ser esencial. La proteina de fusién
humana p40/IL-B30 también potencié la proliferaciéon de los clones de células Th1 o Th2 activados, pero no los
clones de células Thl o Th2 en reposo.

Cualquiera de las proteinas de fusiéon de ratén o humana, funcionara en las células diana de raton. La proteina de
fusion soporté la proliferacion de células CD4+ CD4SRb*¥°CD62°%° CD44°" (células T de memoria/activadas),
cuando fueron estimuladas con anti-CD3. La estimulacion mediante la proteina de fusién no aumentd por
coestimulacion de anti-CD28. Esto no depende en gran manera de la presencia de IL-2. Esto sugiere que p40/IL-B30
puede ser un importante factor para expandir una poblacion de células con un fenotipo de memoria y/o generar o
mantener la memoria inmunoldgica. Esta citoquina parece soportar selectivamente las células de memoria activadas
con un fenotipo Th1, por ejemplo, células que producen IFN, pero no IL4 o IL-5.
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B. Efectos sobre la diferenciacion de células T naturales

Se recogieron células de sangre de cordon humano y se aislaron células CD4+ T sin tratar. Estas fueron cultivadas,
por ejemplo, durante dos semanas, en presencia de anti-CD3 y de IL-2 y con fibroblastos irradiados que expresan
CD32, CD58, y CD80, activando de esta manera y proliferando las células T. El cultivo de células T se evalud para
determinar los efectos de varias citoquinas sobre la proliferacion o diferenciacion. Se evaluaron las células
individuales para la produccién de citoquinas mediante analisis FACS. La proteina de fusion p40/IL-B30 soporto la
proliferacién y diferenciacion de células T productoras de IFNy y no de IL-4, un perfil de expresiéon de citoquina
caracteristico de las células Th1.

C. Efectos sobre la expresion de moléculas en la superficie de células

Los monocitos se purifican por seleccion negativa de células mononucleares de sangre periférica de donadores
sanos normales. Resumiendo, 3 x 108 de células mononucleares dispuestas en banda con Ficoll se incubaron en
hielo con un céctel de anticuerpos monoclonales (Becton-Dickinson; Mountain View, CA) que consistian, por ejemplo
en 200 pl de aCD2 (Leu-5A), 200 pl de aCD3 (Leu-4), 100 pl de aCD8 (Leu2a), 100 pl de aCD19 (Leu-12), 100 pl
de aCD20 (Leu-16), 100 ul de aCD56 (Leu-19), 100 pl de aCD67; (IOM 67; Immunotech, Westbrook, ME), y
anticuerpo anti-glicoforina (10F7MN, ATCC, Rockville, MD). Las células unidas al anticuerpo se lavaron y luego se
incubaron con bolitas magnéticas acopladas a IgG anti-ratdon de oveja (Dynal, Oslo, Noruega) en una relacion de
bolita a célula de 20:1. Las células unidas a los anticuerpos se separaron de los monocitos por aplicaciéon de un
campo magnético. Subsiguientemente, se cultivaron los monocitos humanos en un medio de Yssel (Gemini
Bioproducts, Calabasas, CA) que contenia 1% de AB humano en ausencia o en presencia de IL-B30, IL-6, G-GSF o
sus combinaciones.

Los analisis de la expresién de moléculas en la superficie de células pueden efectuarse por inmunofluorescencia
directa. Por ejemplo, 2 x 10° monocitos humanos purificados se incubaron en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) que contenia 1 % de suero humano en hielo durante 20 minutos. Las células se sedimentaron a 200 x g. Las
células se resuspendieron en 20 ml de mAb marcado con PE o FITC. Después de una incubacién adicional de 20
minutos en hielo, las células se lavaron en PBS que contenia 1% de suero humano seguido de dos lavados con PBS
solo. Las células se fijaron en PBS que contenia 1% de paraformaldehido y se analizaron en un citémetro de flujo
FACScan Dickinson, Mountain View, CA). Se usaron anticuerpos monoclonales ilustrativos, por ejemplo: CD11b
(anti-mac 1), CD11c (agp 150/95), CD14 (Leu-Me), CD54 (Leu 54), CD80 (anti-BB1/B7), HLA-DR (L243) de Becton-
Dickinson y CD86 (FUN 1; Pharmingen), CD64 (32,2. Medarex), CD40 (mAb89; Schering-Plough France).

D. Efectos sobre la produccién de citoquina por células humanas

Se aislaron monocitos humanos tal como se describio y se cultivaron en un medio de Yssel (Gemini Bioproducts,
Calabasas, CA) que contenia suero de AB humano al 1% en ausencia a presencia de IL-B30 (material expresado en
baculovirus con diluciéon 1/100). Ademas, los monocitos se estimularon con LPS (E. coli 0127:B8 Difco) en ausencia
o en presencia de IL-B30 y la concentracion de las citoquinas (IL-1B, IL-6, TNFa, GM-CSE, y IL-10) en el
sobrenadante del cultivos de células determinada por ELISA.

Para la tincién intracitoplasmica para citoquinas, se cultivaron monocitos (1 millon/ml) en un medio de Yssel en
ausencia o en presencia de IL-B30 y LPS (E. coli 0127:B8 Difco) y 10 mg/ml de Brefeldin A (Epicentre Technologies
Madison WI) durante 12 horas. Se lavaron las células en PBS y se incubaron en una solucion al 2% de
formaldehido/PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Subsiguientemente se lavaron las células, se
resuspendieron en tampoén de permeabilizacion (saponina al 0,5% (Sigma) en PBS/BSA (0,5%)/Azida (1 mM)) y se
incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las células (2 x 105) se centrifugaron y resuspendieron en 20
ml de anticuerpos monoclonales anti-citoquinas directamente conjugados diluidos 1:10 en solucién tampén de
permeabilizacion durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pueden usarse los siguientes anticuerpos: IL-1a-PE
(364-3B3-14); IL-6-PE (MQ2-13A5); TFN-PE (MAb11); GM-CSF-PE (BVD2-21C11); e IL-12-PE (C11.5.14;
Pharmingen San Diego, CA). Subsiguientemente, se lavaron las células dos veces en tampdn de permeabilizacion y
una vez en PBS/BSA/Azida y se analizaron en un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson Dickinson,
Mountain View, CA).

Los blastos PHA humanos produjeron IFNy en respuesta al contacto con la construccion de fusién p40/IL-B30
humana. Los efectos fueran sinérgicos con IL-2. El producto de fusion mejord la produccion de IFNy mediante
células T activadas, pero no en reposo, clones de células Th1 en reposo, o clones Th2 en reposo.

E. Efectos sobre la proliferacion de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC)

Se aisl6 PBMC total a partir de capas superficiales de coagulos de plasma de donantes sanos normales por
centrifugacion a través de Ficoll-Hypaque descrito por (Boym et al.). Las PBMC se cultivaron en 200 pl de medio de
Yessel (Gemini Bioproducts, Calabasas, CA) que contenia suero con 1% de AB humano en placas de 96 pocillos
(Falcon, Becton-Dickinson, NJ) en ausencia o en presencia de IL-30. Se cultivaron células en un medio solo o en
combinacion con 100U/ml de IL-2 (R&D Systems) durante 120 horas. Se afiadié *H-timidina (0,1 mCi) durante las
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Ultimas seis horas de cultivo y se determind la incorporacion de ®H-timidina mediante recuento por centelleo de
liquido.

Las proteinas naturales, recombinantes y de fusion se ensayaron para determinar la actividad agonista y antagonista
en mucho otros sistemas de ensayo bioldgicos, por ejemplo, en células T, células B, NK, macréfagos, células
dendriticas, progenitores hematopoyéticos, etc. Debido a la relacién estructural de IL-6 y G-CSF, los ensayos
relacionados con dichas actividades deben ser analizados.

Se evalué p40/IL-B30 para determinar la actividad agonista y antagonista sobre las células transfectadas que
expresaban el receptor de IL-6 o G-CSF y los controles. Véase, por ejemplo, Ho et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90, 11267-11271; Ho et al., (1995) Mol. Cell. Bol. 15:5043-5053; y Liu et al., (1994). J. Immunol. 152.1821-
1829.

Se evalué p40/IL-B30 para determinar el efecto en la activacion de células macrofagas/dendriticas y en los ensayos
de presentacion de antigenos, en la produccion de citoquinas de células T y en la proliferacion en respuesta a los
estimulos antigénicos o alogénicos. Véase por ejemplo, Waal Malefy et al., (1991) J. Exp. Med. 174:1209-1220; de
Waal Malefyt et al., (1991) J. Exp. Med. 174:915-924; Fiorentino et al., (1991) J. Immunol. 147, 3815-3822; Fiorentino
etal., (1991) J. Immunol. 146:3444-3451; y Groux et al., (1996) J. Exp. Med. 184:19-29.

También se evalud p40/IL-B30 para determinar los efectos sobre la estimulacion de las células NK. Los ensayos
pueden basarse, por ejemplo, en Hsu et al., (992) Internat. Immunol. 4:563-569; y Schwarz et al., (1994) J.
Immunother 16:95-104.

Los efectos de diferenciacion y desarrollo de células B se analizaran, por ejemplo, mediante la metodologia descrita,
por ejemplo, en Defrance et al., (1992). J. Exp. Med. 175:671-682; Rousset et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci USA
89:1890-1893; incluyendo los ensayos del factor de cambio IgG2 e IgA2.

IX. Generacion y andlisis de animales genéticamente alterados

Pueden generarse ratones transgénicos por métodos convencionales. Dichos animales son utiles para determinar
los efectos de la sobreexpresion de los genes en tejidos especificos o completamente a través el organismo. Pueden
proporcionar interesantes puntos de vista en el desarrollo de los tejidos particulares o de animales en varias etapas.
Ademas, puede evaluarse el efecto sobre varias respuestas al estrés biologico. Véase, por ejemplo, Hogan et al.,
(1995) Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual (2d ed.) Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Se encuentran disponibles técnicas de adenovirus para la expresion de los genes en varias células y 6rganos.
Véase por ejemplo, Hitt et al., (1997) Adv. Pharmacol. 40:137-195; y textos de Quantum Biotechnologies, Montreal,
Canada. Los animales pueden ser Utiles para determinar los efectos de los genes sobre varios sistemas de animales
en lo que respecta al desarrollo o las funciones fisiolégicas.

El ejemplo siguiente cae fuera del alcance de las reivindicaciones anexas, pero se da como informacién fundamental
relevante.

Un cDNA de 0,5kb que codifica IL-B30 se cloné como un fragmento de EcoRI en un vector de expresion que
contenia el promotor de B-actina del mejorador de CMV y la sefal de poliadenilacion de B-globina de conejo,
previamente descrita por Niwa et al., (1991) Gene 108:193-200. La separacion del transgen de la secuencia vectora
se llevé a cabo mediante centrifugacion zonal en gradiente de sacarosa, tal como fue descrita por Mann et al.,
(1993) “Factor Influencing Production Frequency of Transgenic Mice", Methods in Enzimology 225:771-781 Se
reunieron las fracciones que contenia el transgen, se efectu6 microcentrifugacion a través de filtros Microcon-100 y
se lavo 5 veces con solucion tampdén de microinyeccion (Tris-HCI 5mM, pH 7,4, NaCl 5mM, EDTA 0,1 mM).

El transgen se resuspendio en el tampén de microinyeccion (Tris-HCI 5mM, pH 7,4, NaCl 5mM, EDTA 0,1 mM) hasta
una concentracion final de 1-5 ng/ml, se microinyectd en évulos ([C57BL/6J x DBN2]F4; The Jackson Laboratory),
que luego fueron transferidos a oviductos de madres sustitutas ICR (Sprague-Dawley), de acuerdo con los
procedimientos publicados por Hogan et al., (1994) Manipulation of the Mouse Embryo, Plainview, NY: Cold Spring
Harbor Laboratory Press. A los 10 dias de vida, se pinzé un trozo de la cola de los animales resultantes para analisis
de DNA. La identificacion de los fundadores transgénicos se llevé a cabo mediante analisis por reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) tal como ha sido previamente descrito por Lira et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
87:7215-7219. La identificacion de ratones transgénicos con IL-B30 se llevé a cabo mediante amplificacion del DNA
de cola de raton. Se usaron cebadores como control interno para la reaccion de amplificacion para el gen LDL
enddgeno. Los cebadores amplifican un segmento de 200bp del transgen IL-B30 y un segmento de 397bp del gen
LDL. Las condiciones de PCR fueron: 95°C, 30 segundo, 60°C, 30 segundos; 72°C, 60 segundos para 30 ciclos. Los
animales transgénicos se mantuvieron bajo condiciones libres de patdgenos.

Analisis de ratones transgénicos |IL-B30
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Se extrajo RNA de tejidos usando RNA STAT-60, siguiendo las especificaciones el fabricante (TEL-TEST, Inc.
Friedswood, TX). El RNA total (20 pg) se desnaturalizé y se transfirié a una membrana Biotrans (ICN Biomedicals
Costra Mesa, CA). Se determind la expresion transgénica por hibridaciéon con cDNA de L-30 marcado al azar
(Stratagene, La Jolla, CA). La expresion del gen de higado en fase aguda expresado se determind mediante
hibridacion del RNA total con segmentos de PCR marcados al azar del gen de hemopexina de muridos, de
glicoproteina alfa-1-acido de muridos y el gen de haptoglobina de muridos.

Se adquirieron kits ELISA de fuentes comerciales y se utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
kits ELISA para IL-2 de muridos (sensibilidad < 3 pg/ml), IL-Ib de muridos (sensibilidad < 3 pg/ml), IFN-gamma de
muridos (sensibilidad <2 pg/ml) y TNF-alfa de muridos (sensibilidad < 5,1 pg/ml) se adquirieron a R & D Sytems
(Minneapolis, MN). Los kits ELISA para IL-6 de muridos (sensibilidad < 8 pg/ml) se adquirieron a Biosource
International (Camarillo, CA). Los kits ELISA para IL-1a de muridos (sensibilidad < 6 pg/ml) se adquirieron a
Endogen (Cambridge, MA).

Los ensayos ELISA para determinar los niveles de inmunoglobulina del suero se llevaron a cabo usando pares de
anticuerpos adquiridos a PharMingen (San Diego, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usaron como
anticuerpos de captura IgM anti-raton (clon 11/41), IgA anti-raton (clon R5-140), IgG1 anti-ratén (clon A85-3), IgG2a
anti-ratén (clon R11-89) e IgG2b anti-ratén (clon R9-91). Se usaron IgM de ratén (clon G155-228), IgA (clon M18-
254), IgG1 (clon 107.3), IgG2a (clon G155-178) e IgG2b (clon 49,2) purificadas para generar curvas patrones. Se
usaron como anticuerpos de deteccion IgM anti-ratén de biotina (clon R6-60.2), IgA anti-raton de biotina (clon R5-
140), IgG1 anti-raton de biotina (clon A85-1), IgG2a anti-raton de biotina (clon R19-15) e IgG2b anti-raton de biotina
(clon R12-3).

Los niveles de IGF-1 en suero de ratéon se determinaron usando un radioinmunoensayo comercialmente obtenible
para IGF-1 humano que reconoce también IGF-1 de muridos después de que se extrajeran las muestras de suero
con acido-etanol de acuerdo con las instrucciones proporcionadas con el fabricante (Nichols Institute, San Juan
Capistrano, CA).

Después del sacrificio, los tejidos fueron congelados instantaneamente con medios congelantes para crioseccion, o
bien se fijaron por inmersién en formalina tamponada con fosfato al 10%. Los tejidos fijados con formalina se
procesaron rutinariamente a 5 mm, y luego se tifieron con hematoxilina y eosina (H & E). Para la inmunotincion las
secciones instantaneamente congeladas se fijaron con acetona y se secaron al aire.

Se recogieron muestras de sangre del seno infra-orbital en tubos esterilizados al vacio con EDTA afadido
(Vacutainer Systems, Becton Dickinson, Rutherford, NJ). Los valores hematoldgicos se determinaron con un sistema
automatico (Abbot Cell-Dyn 3500, Abbot Park, IL). Se efectuaron recuentos de plaquetas manualmente cuando el
instrumento no pudo proporcionar recuentos de plaquetas exactos debido a un excesivo agrupamiento o a plaquetas
excesivamente grandes. Frotis de sangre se tifieron con colorante de Wright-Giemsa modificado (Hema-Tk Stain
Pack, Bayer Corp., Elkhart, IN) usando una dispositivo de tincién automatico (Bayer Hema-Tek 2000, Elkhart, IN) y
se examinaron manualmente para determinar la morfologia de células inmaduras y plaquetas, glébulos rojos y
glébulos blancos.

Transferencia de médula dsea

Se limpiaron el fémur y la tibia de musculo y se expulsé la médula 6sea haciendo circular PBS sobre el hueso. Las
células de médula 6sea se lavaron una vez, y se inyectaron i.v. en ratones receptores que habian sido letalmente
irradiados (1000 RAD).

Fenotipo de ratones transgénicos con IL-B30

Para analizar la funcién biolégica de IL-30, el gen se expreso bajo el control del potenciador de CMV/promotor de
actina, descrito por Niwa et al, (1991) Gen 108:193-200, en ratones transgénicos. Este casete de
potenciador/promotor dirige altos niveles de expresion transgénicas principalmente al musculo esquelético y al
pancreas, pero el transgen puede expresarse en virtualmente en todos los 6rganos y células. Véase Lira et al.,
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:7215-7219.

Los ratones transgénicos con IL-B30 eran enanos en comparacion con los de la misma camada de control. La tasa
de ganancia de peso del cuerpo en los ratones transgénicos con IL-B30 vari6 ampliamente pero fue claramente
inferior a la que se encontré en los de la camada de control. El analisis por transferencia Northern de RNA extraido
de cualquier musculo o piel de ratones transgénicos con IL-B30 y el de los de la camada de control hibridado a
cDNA de IL-B30, reveld que el mRNA de IL-B30 se detecté tanto en el musculo como en la piel de todo los ratones
transgénicos con IL-B30, mientras que no se detecté mMRNA de IL-B30 en sus compafieros de la camada de control.
Esto demuestra que el desarrollo atrofiado estaba siempre asociado con la expresion de IL-B30.

De los ratones transgénicos con IL-B30 obtenidos, 25% sobrevivieron hasta la adultez y fueron afectados por la
expresion de IL-B30 ya que exhibieron un deterioro del crecimiento, un abdomen hinchado, piel arrugada, infertilidad
y muerte subita. Por lo tanto, la expresiéon transgénica de IL-30 causd un fenotipo que evitd la generacion de
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progenie transgénica de IL-B30. Los resultados presentados aqui derivan del analisis preliminar de los ratones
fundadores transgénicos con IL-B30.

Analisis histoldgico de ratones transgénicos con |IL-B30

El examen microscoépico de tejidos recogidos de ratones transgénicos con IL-B30 reveld una inflamacion que va de
minima a moderada en multiples sitios, incluyendo pulmones, piel, es6fago, intestino delgado e higado (conductos
biliares), intestino grueso, y pancreas. Los infiltrados inflamatorios consistian en neutrdfilos, linfocitos y/o
macrofagos. La inflamacion en la piel estaba asociada con acantosis y/o ulceracidon en algunos ratones. En los
pulmones, los infiltrados de células mononucleares peribronquiales eran algunas veces prominentes, las paredes
alveolares contenian cantidades crecientes de leucocitos y el revestimiento epitelial de las vias respiratorias era
hiperplastico. También eran comunes en el higado infilirado de células mononucleares periportales minimas. La
corteza de los nédulos linfaticos eran algunas veces escasamente celular y carecia de desarrollo folicular.

Se observd hematopoyesis extramedular (EMH) en el higado, bazo, y ndédulos linfaticos. La EMH estaba
especialmente marcada en el bazo. Los bazos de tres ratones transgénicos y un ratén de control fueron examinados
después de tincion inmunohistolégica para las células T (anti-CD3), células B (anti-B220), y macréfagos (anti-F4/80).
En los ratones transgénicos, las células positivas CD3-, B220-, y F4/80- estaban presentes en sus lugares normales.
Sin embargo, se separo la pulpa blanca mediante EMH en la pulpa roja y las células que se tifieron positivamente
dentro de la pulpa roja estaban interdispersadas con células hematopoyéticas que se tifieron con menos intensidad,
0 que no se tifieron positivamente, con los diversos anticuerpos. Estas observaciones demuestran que la expresion
transgénica de IL-B30 induce a una inflamacion sistémica que esta asociada con EMH.

Para analizar el efecto de IL-B30 sobre los recuentos de plaquetas y leucocitos en la sangre periférica, se efectudé un
analisis de sangre completa. El numero de neutréfilos en la sangre de los ratones transgénicos con IL-B30 se
aumenté de 3 a 11 veces sobre el recuento mas elevados de neutréfilos en los comparieros de la camada de control.
Los aumentos de neutrdlifos en sangre periféricas son tipicos de la inflamacion y estan correlacionados con la
infiltracion de neutrofilos observada en varios tejidos. Por consiguiente, la relacion de mieloide
(granulocitica)/eritroide se aumenté en la médula dsea.

Ademas, aumento la cantidad de plaquetas circulantes hasta tres veces en los ratones transgénicos con IL-B30 con
respecto a la camada de control. Un nimero aumentado de plaquetas podria originarse a partir de cualquier nimero
aumento de megacariocitos o un aumento en la produccion de plaquetas por los megacariocitos. Para ensayar
cualquiera de estas posibilidades, se analizaron microscopicamente la sangre periférica, la médula 6sea y el bazo de
ratones transgénicos con IL-B30. En la sangre periférica, frecuentemente se detectaron plaquetas de morfologia
extrafia, incluyendo plaquetas de forma alargada y en forma de huso. En la médula ésea y el bazo de algunos
ratones los megacariocitos estaban ensancharon debido a cantidades crecientes de citoplasma. En contraste, no
aumentd el nimero de megacarioctios, en la médula 6sea y en el bazo. Esto sugiere que la IL-B30 induce un
aumento en el nimero de plaquetas acelerando su produccion por megacariocitos.

Todos los ratones transgénicos con IL-B30 examinados sufrian también anemia hipocromica microcitica que iba
desde suave a moderada, con esquistocitos y varios grados de regeneracion evidente. Las valores del hematocrito
fueron inferiores al valor medio de control en 36 a 70%. La presencia de anemia hipocrémica microcitica sugiere un
defecto en la produccién de hemoglobina.

Perfil de citoquina de ratones transgénicos con IL-B30

Para analizar si la inflamacioén sistémica observada en los ratones transgénicos con IL-B30 esta correlacionada con
la expresion alterada de las citoquinas pro-inflamatorias, los autores de la invencién han determinado las
concentraciones de IL-1, TNF-a, IL-6 y IFNy en la sangre periférica. En todos los ratones transgénicos con IL-B30
ensayados, aumentaron los niveles de TNF-a y IFN-y. Ademas, aumenté el nivel de IL-1 en 25% de los ratones
transgénicos con IL-B30 ensayados. Las concentraciones de IL-1 y TNF-a encontradas en los ratones transgénicos
con IL-B30 alcanzaron niveles asociados con la induccion de una respuesta inflamatoria aguda por LPS.
Sorprendentemente, no se detecto IL-6 en la sangre periférica de ratones transgénicos IL-B30, incluso a pesar de
que la expresion IL-6 esta muy inducida en estados inflamatorios (Reinecker et al., (1993) Clin. Exp. Immunology,
94: 174-181; Stevens et al., (1992) Dig. Dis. Sci. 37: 818-826) y pueden ser inducida directamente por TNF-q, IL-1y
IFNy (Helle et al., (1988) Eur. J. Immunol. 18: 957-959.

Genes en fase aguda en los higados de ratones transgénicos con |IL-B30

El cuerpo reacciona a la inflamacion con una respuesta en fase aguda caracterizada por la expresion de proteinas
plasmaticas definidas en el higado. Debido a que los ratones transgénicos con IL-B30 exhiben un fenotipo
caracteristico de la inflamacioén sistémica, los autores del invento han examinado la expresion de genes en fase
aguda en los higados de ratones transgénicos con IL-B30 y en camadas de control. Los genes del higado en fase
aguda de alfa-1-acido glicoproteina, haptoglobina y hemopexina estaban altamente expresados en todos los ratones
transgénicos con IL-B30 ensayados, mientras que no se detectd ninguna expresion en las camadas de control. Esto
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demostré que los genes de higado en fase agua estaban constitutivamente expresados en los animales
transgénicos con IL-B30.

Inmunoglobulinas del suero de ratones transgénicos con IL-B30

Durante una respuesta inmune, algunas citoquinas inducen la diferenciacion de células B y la subsiguiente sintesis
de inmunoglobulinas. Para analizar si la sintesis de inmunoglobulina se alteraba en los ratones transgénicos con IL-
B30, se determinaron las concentraciones de los isotipos de inmunoglobulina en la sangre periférica. En 2 de 7
ratones transgénicos con IL-B30, aumentoé la concentracion de IgA de 6 a 9 veces cuando se compard con las
camadas de control. Ademas, aumentaron las concentraciones de IgG1, IgG2a y IgG2b de 2,5 a 6 veces en todos
los ratones transgénicos con IL-B30 cuando se compararon con las camadas de control. En contraste, no pudo
detectarse ninglin aumento significativo en los titulos de IgM o IgE en cualquiera de los ratones transgénicos con IL-
B30 analizados. En realidad, 4 de 7 ratones con IL-B30 transgénicos exhibieron niveles marcadamente disminuidos
de sintesis de IgM. Resumiendo, un subgrupo de ratones transgénicos con IL-B30 exhibié un aumento de 6 a 9
veces la concentracion de los isotipos IgA e IgG, de inmunoglobulina, mientras que no se detectd ningin aumento
significativo en las concentraciones de los isotipos de inmunoglobulina IgM e IgE.

Niveles de IGF-1 en el suero en ratones transgénicos con IL-B30

Los estados inflamatorios cronicos (Kirschner y Sutton (1986) Gastroenterology, 91:830-836; Laursen et al., (1995)
Arch. Dis. Child. 72: 494-497) o la sobreexpresion de las citoquinas en animales transgénicos (De Benedetti et al.,
(1994) J. Clin. Invest. 93: 2114-2119) pueden causar un deterioro del desarrollo que estd asociado con una
disminucion del factor de crecimiento 1 de tipo insulina (IGF-1). Para analizar si el desarrollo atrofiado del ratén
transgénico con IL-B30 podria ser escrutado a niveles reducidos de IGF-1, se analizaron muestras de suero de
ratones transgénicos para determinar los niveles de IGF-1. En todos los ratones transgénicos con IL-B30 analizados,
la cantidad de IGF-1 en el suero fue 12 a 14% del nivel que se encontré en los compafrieros de camada de control de
igual edad. Estos sugiere que la expresion transgénica de IL-B30, asi como también la subsiguiente respuesta
inflamatoria producida da como resultado la reduccién de IGF-1 en ratones transgénicos con IL-B30, y que podria
consecuentemente ser la causa de desarrollo deteriorado e infertilidad (Gay et al., (1997) Endocrinology,
137(7):2937-2947).

Expresién de IL-30 bioldgicamente activa en células hematopoyéticas

Las citoquinas son proteinas secretadas que regulan el sistema inmune localmente o median los efectos a largo
plazo. Para determinar si la IL-B30 funciona como una citoquina, y puede inducir inflamacién multi-organica distante
y una respuesta en fase aguda en el higado, los autores de la invencién transfirieron médula 6sea de ratones
transgénicos con IL-B30 a ratones receptores de tipo natural letalmente irradiados.

Los receptores de médula ésea fueron monitorizados semanalmente para determinar la induccién de una respuesta
en fase aguda. El aumento de las concentraciones de la proteina amiloide asociada al suero (abreviadamente en lo
sucesivo SAA por la expresion inglesa Serum Amyloid-Associated) en fase aguda pudo detectarse en los ratones
receptores de médula ésea con IL-B30 tan pronto como a los 35 dias después de la transferencia y los niveles de
SAA aumentaron a lo largo del tiempo. Concurrentemente con el aumento de las concentraciones de SAA en la
sangre periférica se deteriord la salud de los ratones receptores de médula 6sea con IL-B30 a juzgar por la aparicion
de la piel arrugada e inflamada alrededor del hocico y el cuello. En contraste, los ratones receptores de médula ésea
de tipo natural no mostraron niveles elevados de SAA en la sangre ni parecian enfermos.

Los animales fueron sacrificados cuando parecian gravemente enfermos. Pudo detectarse la expresion de IL-B30 en
la médula 6sea y en el bazo de los receptores de médula 6sea transgénicos con IL-B30, pero no en los 6rganos de
los receptores de médula ésea de tipo natural. Como en los donantes transgénicos con IL-B30, la piel, los pulmones,
el higado y el tracto gastrointestinal estaban inflamados en los receptores de médula ésea transgénicos con IL-B30,
pero no en los receptores de médula ésea de tipo natural. Nuevamente, los genes del higado en fase aguda
(hemopexina, AGP-1) estaban altamente expresados en los receptores de médula ésea transgénicos con IL-B30,
pero no pudo detectarse IL-6 en el suero sanguineo. Estos resultados sugieren que IL-B30 es una verdadera
citoquina con propiedades de largo alcance.

La expresion transgénica de IL-B30 induce un sorprendente fenotipo caracterizado por arrugas, inflamacion
sistémica, infertilidad y muerte de los animales transgénicos. Los animales transgénicos con IL-B30 tienen
inflamacion sistémica con infiltracion de células inflamatorias en los pulmones, higado, piel, y tracto digestivo.

La sobreexpresion de IL-B30 in vivo causé un fenotipo de desarrollo deteriorado e inflamacion - que fue
sorprendentemente similar al de varios modelos de expresion transgénica de IL-6. De manera similar al efecto de la
expresion transgénica de IL-6, o después de la administracion de IL-6 recombinante a ratones, se observé infiltracion
de neutrdfilos y anemia como resultado de la expresion transgénica de IL-B30. Tal como en los animales
transgénicos IL-6, el desarrollo deteriorado de los fundadores transgénicos con IL-B30 esta asociado a niveles
disminuidos de IGF-1 que podrian estar relacionados con la inflamacion sistémica observada en estos animales.
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Este fenotipo de los animales transgénicos con IL-B30 podria ser causado por la expresion de IL-6 regulada
ascendentemente ya sea como efecto directo de la sobreexpresion de IL-B30, o bien mediante la regulacion
ascendente mediada por IL-B30 de IL-1 y la expresion de TNFa. IL-1 y TNFa son inductores conocidos de IL-1 y el
aumento de concentracion de TNF-a y de IL-1 se encontrd en la sangre periférica de ratones transgénicos con IL-30.

Sin embargo, no pudo detectarse IL-6 en la sangre de animales transgénicos con IL-B30 lo cual sugiere que el
fenotipo de los animales con IL-B30 esta asociado directamente a la sobreexpresion de esta nueva citoquina vy,
puesto que habia estado implicada por sus homologias de secuencia, la IL-B30 tiene actividades bioldgicas similares
a IL-6.

La IL-6 es una citoquina pleiotrépica que entre una amplia variedad de funciones induce trombocitosis, sintesis de
proteinas en fase aguda y diferenciacion de células B.

En realidad, los animales transgénicos con IL-B30 expresan constitutivamente genes hepaticos en fase aguda tal
como ACP-1, haptoglobina, hemopexina y proteina A amiloide del suero. Se ha mostrado un fenotipo similar en
ratones como efecto de la sobreexpresion transgénica de IL-6, o después de la administracion de IL-6 recombinante.
Ademas la expresion transgénica de IL-B30 dio como resultado trombocitosis que era inusual porque muchas de las
plaquetas tenian morfologia extrafia (apariencia alargada, tamafio grande, y/o formas de huso). Los autores de la
invencion sospechan que la IL-B30 y/o otras citoquinas reguladas ascendentemente tienen un efecto sobre la
produccion normal de plaquetas. Esto sugiere nuevamente que IL-B30 comparte una actividad biolégica con IL-6 y
sus similares.

La IL-6 ha sido también identificada como un factor de diferenciacion de células B. La sobreexpresion transgénica de
IL-6 causa plasmocitoma y los ratones deficientes en IL-6 muestran una respuesta a IgG reducida. Aunque se ha
observado aumentos en la produccion de IgG e IgA en algunos ratones transgénicos con IL-B30, esta observacion
no coincide entre diferentes fundadores. Por lo tanto es necesario un andlisis adicional para caracterizar
adicionalmente IL-B30 como potencial factor de diferenciacion de células B.

En ratones transgénicos con IL-B30 los aumentos en los neutréfilos circulantes eran consistentes con la evidente
inflamacion en varios tejidos, pero sin embargo, los cambios en los parametros de glébulos rojos no pueden
explicarse facilmente. IL-1, TNF-alfa e IFN-gama son mediadores de un sindrome comiunmente denominado anemia
de enfermedad cronica (abreviadamene ACD por la expresion inglesa Anemia of Chronic Disease), que
generalmente se presenta como una anemia normocitica, normocrénica, no regenerativa (0 minimamente
regenerativa), y que se observa en una variedad de enfermedades inflamatorias crénicas. La anemia de enfermedad
cronica puede estar presente también en forma microcitica, hipocrémica en algunos pacientes humanos. El
sindrome se debe a un metabolismo alterado del hierro y a una respuesta disminuida a la eritropoyetina. La anemia
hipocréomica microcitica observada en ratones con IL-B30 puede deberse a ACD, segun se sugiere por los aumentos
de concentraciones periféricas de citoquinas. Sin embargo, la causa mas comun de la anemia hipocromica
microcitica es la deficiencia de hierro, que es mas consistente con la respuesta parcial de la médula ésea
(regeneracion) y trombocitosis que se observa en ratones con IL-B30. Una investigacion adicional, incluyendo la
medicion de ferritina en suero, hierro, y capacidad total de unién del hierro que hubiera permitido la diferenciacion de
ACD de la anemia con deficiencia del hierro, no se llevd a cabo debido a las dificultades para obtener sangre
adecuada en los ratones afectados.

Se sabe que la IL-1 y el TNF-alfa son inductores conocidos de la expresion de IL-6 y la expresion de IL-6 esta
usualmente regulada ascendentemente durante una respuesta inflamatoria. Por lo tanto es sorprendente que IL-6 no
pudiera ser detectada en la sangre periférica de animales transgénicos con IL-B30. Esto sugiere que la IL-B30 tiene
un efecto negativo sobre la expresion de IL-6 mediante un mecanismo todavia no identificado. En realidad, la
ausencia de IL-6 en animales transgénicos con IL-B30 podria explicar los altos niveles de IL-1 y de TNF-alfa
observados en estos animales puesto que la IL-6 tiene un efecto negativo sobre las concentraciones de IL-1 y TNF-
alfa circulantes en ratones. Las altas concentraciones de TNF-alfa circulantes observadas en ratones transgénicos
con IL-B30 podrian ser también un resultado del aumento de las concentraciones de IFN-gamma. La IFN-gamma es
producida por las células T activadas por IL-2 o células B activadas por IL-4, e induce la expresion TNF-alfa en
monocitos y macrofagos. Sigue pendiente de ser determinada si la expresion de IFN-gamma esta mediada
directamente por IL-B30 o por otras citoquinas inducidas por IL-B30. Resumiendo, los resultados obtenidos por los
autores de la presente invencion sugieren que la IL-B30 comparte una amplia variedad de actividades bioldgicas con
la IL-6. Falta por ver si estas actividades biolégicas estan mediadas por un receptor comun, un elemento de
transduccion de sefales o un factor de transcripcion compartido con IL-6. Esperamos que estos fenédmenos puedan
clarificarse mediante experimentos que se lleven a cabo usando métodos genéticos y bioquimicos.
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pero no a un polipéptido p40 de IL-12 humana maduro o un polipéptido de la SEQ ID NO:2 maduro solo.
3.
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REIVINDICACIONES
Una composicion que comprende un complejo de:
i) un polipéptido p40 de IL-12 humana, maduro y sustancialmente puro; y
ii) un polipéptido de la SEQ ID NO:2 maduro y sustancialmente puro.
Un anticuerpo o uno de sus fragmentos de unién que se une especificamente a un complejo de:
i) un polipéptido p40 de IL-12 humana, maduro y sustancialmente puro; y

i) un polipéptido de la SEQ ID NO:2 maduro y sustancialmente puro.

El uso de un complejo de:
i) un polipéptido p40 de IL-12 humana, maduro y sustancialmente puro; y

i) un polipéptido de la SEQ ID NO:2 maduro y sustancialmente puro.

en la fabricacion de un medicamento para modular una respuesta inflamatoria.
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