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ES 2375271 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos humanos especificos para interleuquina 15 (IL-15)
Antecedentes de la Invenciéon

La interleuquina 15 (IL-15) es una citoquina proinflamatoria, una glicoproteina de 14-15 kD. Se ha informado de la
expresion constitutiva en diversas células y tejidos incluyendo monocitos y macrofagos, fibroblastos, queratinocitos y
células dendriticas (Waldmann y Tagaya, 1999; Fehniger y Caligiuri, 2001). La expresion esta regulada al alza en
condiciones inflamatorias, como se ha informado para monocitos estimulados con IFN-y y LPS o mediante infeccidn
con virus, bacterias o protozoos (Kirman et al., 1998; Waldmann et al., 1998; Waldmann y Tagaya, 1999; Fehniger y
Caligiuri, 2001). Ademas, en las enfermedades inflamatorias crénicas tales como la artritis reumatoide, es probable
que la IL-15 producida localmente amplifique la inflamacién por el reclutamiento y la activacion de las células T
sinoviales. Se ha sugerido que este efecto inducido por IL-15 juega un papel fundamental en la patogénesis de la
enfermedad (Kirman et al., 1998; Mclnnes et al., 1996; Mclnnes et al., 1997; Mclnnes y Liew, 1998; Fehniger y
Caligiuri, 2001).

Los estudios in vitro han demostrado que IL-15 comparte varias actividades bioldgicas con IL-2, debido a los
componentes receptores compartidos. El receptor de IL-15 presente en las células T consiste en una Unica cadena
a, IL-15Ra, pero comparte la cadena 3 y la cadena y con IL-2R. Como consecuencia, ambos receptores utilizan los
mismos elementos de sefializacion Jak/STAT. Sin embargo, basandose en la regulacién compleja y la expresion
diferencial de IL-2 e IL-15 y sus receptores, se ha informado sobre diferencias criticas en las funciones in vivo
(Kirman et al., 1998; Waldmann y Tagaya, 1999; Waldmann et al., 2001). También es importante observar el papel
no redundante para el desarrollo, la supervivencia, la expansién y la funciéon de IL-15 en células asesinas naturales
(NK), células T NK y linfocitos intraepiteliales (Kennedy et al., 2000; Liu et al., 2000).

Mclnnes y colaboradores (Mclnnes et al., 1997; Mclnnes y Liew, 1998) informaron de la induccién de la produccion
de TNF-a después de la estimulacion por IL-15 en células T derivadas de pacientes con artritis reumatoide. Ademas,
se demostré que las células T de sangre periférica activadas por IL-15 inducen una produccion de TNF-a
significativa por los macréfagos a través de un mecanismo dependiente del contacto celular. Debido al papel
destructivo del TNF-a en la artritis reumatoide, la inhibicién de esta citoquina disminuye la actividad de la
enfermedad (Bathon et al., 2000; Klippel, 2000; Lovell et al., 2000; Maini y Taylor, 2000).

En el documento US 5.795.966 se describen antagonistas de IL-15 de mamifero incluyendo muteinas de IL-15,
anticuerpos monoclonales contra IL-15 y productos conjugados con IL-15 que reducen la capacidad de IL-15 para
estimular la proliferacion de linfocitos T en un analisis CTLL in vitro.

Compendio de la Invencion
La presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal humano aislado que:

(a) se une a IL-15 humana;

(b) inhibe los efectos pro-inflamatorios inducidos por IL-15; y

(c) comprende una region variable de una cadena pesada humana que comprende las secuencias CDR1,
CDR2, y CDRS3 y una regioén variable de la cadena ligera humana que comprende las secuencias CDR1,
CDR2, y CDR3, donde:

(i) la secuencia CDR3 de la region variable de la cadena pesada humana comprende los residuos de
aminoacido 100-107 del SEQ ID NO: 2; la secuencia CDR3 de la region variable de la cadena ligera
humana comprende los residuos de aminoacido 90-97 del SEQ ID NO: 4;

(ii) la secuencia CDR2 de la region variable de la cadena pesada humana comprende los residuos de
aminoacido 50-66 del SEQ ID NO: 2 y la secuencia CDR2 de la region variable de la cadena ligera
humana comprende los residuos de aminoacido 51-57 del SEQ ID NO: 4; y

(iii) la secuencia CDR1 de la region variable de la cadena pesada humana comprende los residuos de
aminoacido 31-35 del SEQ ID NO: 2 y la secuencia CDR1 de la region variable de la cadena ligera
humana comprende los residuos de aminoacido 24-35 del SEQ ID NO: 4.

La presente invencion se basa en la generacion y el aislamiento, por primera vez, de anticuerpos monoclonales
completamente humanos descritos mas arriba que se unen especificamente a IL-15 humana y que inhiben los
efectos pro-inflamatorios inducidos por IL-15, asi como la caracterizacion de tales anticuerpos novedosos y la
demostracion de su valor terapéutico en el tratamiento de una variedad de enfermedades mediadas por IL-15. Por
ejemplo, como se describe en la presente memoria, se ha demostrado que los anticuerpos humanos inhiben tanto la
produccién de TNFa como la proliferacion de células T, ambas las cuales estan implicadas integramente en los
trastornos inflamatorios. Por consiguiente, los anticuerpos humanos de la presente invencién proporcionan un
método mejorado para tratar y prevenir tales trastornos (y cualquier otro trastorno mediado por IL-15), atribuibles en
parte a su especificidad Unica (p. ej., especificidad de epitopo y especie), afinidad, estructura, actividad funcional y el
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hecho de que son completamente humanos, haciéndolos significativamente menos inmunogénicos y mas eficaces y
utiles terapéuticamente cuando se administran a pacientes humanos que otros anticuerpos para IL-15 generados
anteriormente (p. ej., anticuerpos murinos y humanizados). La presente invencion también proporciona aplicaciones
terapéuticas, incluyendo el tratamiento de enfermedades inflamatorias, tales como la artritis reumatoide, la psoriasis,
el rechazo de transplantes y los cénceres, para los anticuerpos que inhiben IL-15 de la invencién.

Los anticuerpos humanos aislados de la invencion incluyen una variedad de isotipos de anticuerpos, tales como
1gG1, 19G2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD, e IgE. Tipicamente, incluyen los isotipos IgG1 (p. €j., IgG1k),
IgG3 e IgM. Los anticuerpos pueden ser completos (p. €j., un anticuerpo IgG1 o IgG3) o pueden incluir solamente
una porcion de unién al antigeno (p. €j., un fragmento Fab, F(ab'),, Fv, o Fv de cadena sencilla).

En una realizacién, los anticuerpos humanos son anticuerpos recombinantes. En una realizacién concreta, el
anticuerpo humano esta codificado por acidos nucleicos de una cadena pesada IgG humana y una cadena ligera
kappa humana que comprenden secuencias de nucleétidos en sus regiones variables como se expone en el SEQ ID
NO: 1y el SEQ ID NO: 3, respectivamente, y las modificaciones de las secuencias conservativas de las mismas. En
otra realizacion, el anticuerpo humano incluye regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera kappa que
comprenden las secuencias de aminoacidos mostradas en el SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4, respectivamente, y las
modificaciones de la secuencia conservativa de las mismas.

Los anticuerpos humanos de la invenciéon se pueden producir recombinantemente en una célula anfitriona, tal como
un transfectoma (p. ej., un transfectoma que consiste en células CHO inmortalizadas o células linfociticas) que
contienen acidos nucleicos que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo, o ser obtenidos directamente
de un hibridoma que expresa el anticuerpo (p. €j., que incluye una célula B obtenida de un animal no humano
transgénico, p. ej., un raton transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de una cadena pesada
humana y un transgén de una cadena ligera humana que codifican el anticuerpo, fusionados a una célula
inmortalizada). En una realizacion concreta, los anticuerpos son producidos por un hibridoma referido en la presente
memoria como 146B7 o por un transfectoma de una célula anfitriona (p. €j., una célula CHO) que contiene los acidos
nucleicos de la cadena pesada humana y la cadena ligera humana que comprenden secuencias de nucleétidos en
sus regiones variables como se expone en los SEQ ID NO: 1 y 3, respectivamente, y las modificaciones
conservativas de las mismas. También se describen en la presente memoria anticuerpos que son producidos por
hibridomas referidos en la presente memoria como 146B7, 146H5, 404E4, y 404A8. En una realizacion preferida, el
anticuerpo se une especificamente a un epitopo localizado en el dominio que interacciona con la cadena B y/o y de
IL-15.

Los anticuerpos humanos de la presente invencién se unen especificamente a IL-15 humana e inhiben la capacidad
de IL-15 para inducir efectos pro-inflamatorios, p. €j., inhiben la produccién de TNFa y/o inhiben la proliferacion de
células T, tales como PBMC o células T CTLL-2, después de la unién de IL-15 al receptor de IL-15. Tipicamente, los
anticuerpos humanos se unen a IL-15 con una constante de disociacion en el equilibrio (Kp) de menos de
aproximadamente 107 M, tal como menos de aproximadamente 108 M, 10° M 0 10" M o incluso menos cuando se
determina mediante la tecnologia de resonancia de plasmén superficial (SPR) en un aparato BIACORE 3000
utilizando IL-15 humana recombinante como analito y el anticuerpo como ligando. En una realizacion concreta, el
ant{iscuerpo se une a IL-15 humana con una constante de disociacion en el equilibrio (Kp) de aproximadamente 6,5 x
10™ M.

En otro aspecto, la invencion proporciona moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos, o porciones de
union al antigeno, de la invencién. Por consiguiente, los vectores de expresién recombinantes que incluyen los
acidos nucleicos que codifican el anticuerpo de la invencién, y las células anfitrionas transfectadas con tales
vectores, también estan incluidos en la invencién, como los métodos de elaboracién de los anticuerpos de la
invencién mediante el cultivo de estas células anfitrionas.

La invencion también hace referencia a un vector de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica regiones variables pesadas y ligeras de los anticuerpos de la invencion, donde dichas regiones comprenden
las secuencias de aminoacidos mostradas en el SEQ ID NO: 2 y en el SEQ ID NO: 4, respectivamente, y las
modificaciones conservativas de las mismas. Tales vectores de expresion son bien conocidos en la técnica. Los
ejemplos de los mismos incluyen los vectores de transcripcion/traduccion in vitro que utilizan, por ejemplo, productos
lisados de reticulocitos.

Asimismo se describen en la presente memoria células B aisladas de un animal no humano transgénico, p. €j., un
ratéon transgénico, que son capaces de expresar diferentes isotipos (p. €j., 1gG, IgA y/o IgM) de anticuerpos
monoclonales humanos que se unen especificamente a IL-15. Preferiblemente, las células B aisladas se obtienen a
partir de un animal no humano transgénico, p. €j., un ratén transgénico, que ha sido inmunizado con una preparacion
purificada o enriquecida de antigeno IL-15 y/o células que expresan IL-15. Preferiblemente, el animal no humano
transgénico, p. ej., un ratén transgénico, tiene un genoma que comprende un transgén de la cadena pesada humana
y un transgén de la cadena ligera humana. Las células B aisladas son inmortalizadas después para proporcionar una
fuente (p. ej., un hibridoma) de anticuerpos monoclonales humanos para IL-15.
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Por consiguiente, la presente invencion también proporciona un hibridoma capaz de producir anticuerpos
monoclonales humanos de la invencion que se unen especificamente a IL-15. En una realizacion, el hibridoma
incluye una célula B obtenida de un animal no humano transgénico, p. €j., un ratéon transgénico, que tiene un
genoma que comprende un transgén de la cadena pesada humana y transgén de la cadena ligera humana
fusionados a una célula inmortalizada. El animal no humano transgénico puede ser inmunizado con una preparacion
purificada o enriquecida de antigeno IL-15 y/o células que expresan IL-15 para generar hibridomas productores de
anticuerpo. Los hibridomas concretos proporcionados por la invencién incluyen 146B7, 146H5, 404E4,y 404A8.

En otro aspecto, la invencion proporciona un animal no humano transgénico, tal como un raton transgénico, que
expresa anticuerpos monoclonales humanos de la invencion que se unen especificamente a IL-15. En una
realizacién concreta, el animal no humano transgénico es un ratén transgénico que tiene un genoma que comprende
un transgén de la cadena pesada humana y un transgén de la cadena ligera humana. El animal no humano
transgénico puede ser inmunizado con una preparacion purificada o enriquecida de antigeno IL-15 y/o células que
expresan IL-15. Preferiblemente, el animal no humano transgénico, p. €j., el ratén transgénico, es capaz de producir
multiples isotipos de anticuerpos monoclonales humanos para IL-15 (p. €j., I1gG, IgA y/o IgM) experimentando una
recombinacién V-D-J y un cambio de isotipo. El cambio de isotipo se puede producir, p. €j., mediante un cambio de
isotipo clasico o no clasico.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos para producir anticuerpos monoclonales humanos de la
invencion que reaccionan especificamente con IL-15. En una realizacién, el método incluye inmunizar un animal no
humano transgénico, p. ej., un ratén transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de la cadena
pesada humana y un transgén de la cadena ligera humana, con una preparaciéon purificada o enriquecida de
antigeno IL-15 y/o células que expresan IL-15. Después se obtienen células B (p. ej., células B esplénicas) del
animal y se fusionan con células de mieloma para formar células de hibridoma inmortales que secretan anticuerpos
monoclonales humanos contra IL-15.

En otro aspecto, la presente invencion ofrece un anticuerpo anti-IL-15 humano de la invencién conjugado con un
radical terapéutico, p. €j., un farmaco citotdxico, una toxina enzimaticamente activa, o uno de sus fragmentos, un
radioisétopo, o un farmaco anti-canceroso de molécula pequeia.

En otro aspecto, la presente invencidon proporciona composiciones, p. €j., composiciones farmacéuticas y de
diagnostico, que comprenden un portador farmacéuticamente aceptable y al menos un anticuerpo monoclonal
humano de la invencidon que se une especificamente a IL-15. La composicion puede incluir adicionalmente otros
agentes terapéuticos, tales como otros agentes inmunosupresores, o agentes quimioterapéuticos.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona métodos in-vitro para inhibir los efectos pro-inflamatorios de IL-15,
tales como la inhibicion de la produccion de TNF-a y/o la proliferacion de las células T inducidas por IL-15,
preferiblemente sin inhibicion de la actividad (p. ej., produccion de TNFa y/o proliferacion de células T) de
proteinas/citoquinas estructuralmente relacionadas (p. €j., IL-2) utilizando uno o mas anticuerpos humanos de la
invencion.

Los anticuerpos humanos de la presente invencion se pueden utilizar para tratar y/o prevenir una variedad de
enfermedades mediadas por IL-15 administrando los anticuerpos a pacientes que padecen tales enfermedades.

Las enfermedades ilustrativas que se pueden tratar (p. ej., mejorar) o prevenir utilizando los métodos y las
composiciones descritos en la presente memoria incluyen, pero no estan limitados a, trastornos inflamatorios, tales
como artritis (p. €j., artritis psoriasica y artritis reumatoide incluyendo artritis reumatoide y artritis reumatoide juvenil
activas), enfermedad inflamatoria intestinal. Por ejemplo, se ha demostrado que los anticuerpos reducen la
paraqueratosis, reducen el grosor epidérmico y reducen la proliferacién de los queratinocitos en la psoriasis.
También se ha demostrado que los anticuerpos reducen la inflamacién y/o evitan la quimiotaxis de los leucocitos
activados implicados en la artritis reumatoide. Los anticuerpos también se pueden utilizar para tratar enfermedades
infecciosas, tales como la infeccion por VIH. Ademas, se pueden utilizar anticuerpos para tratar el rechazo de
transplantes. Adicionalmente, se pueden utilizar los anticuerpos para tratar una variedad de enfermedades que
implican neovascularizacion mediada por IL-15, tales como el crecimiento de tumores y canceres, p. €j. la leucemia
de células T.

Los anticuerpos humanos de la presente invencién también se pueden combinar con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales, tales como agentes anti-inflamatorios, FARMES (farmacos anti-reumaticos modificadores
de la enfermedad), agentes inmunosupresores, agentes quimioterapéuticos, y agentes para la psoriasis.

En una realizacion, el sujeto se puede tratar adicionalmente con uno o mas agentes que intensifican la inhibicion del
efecto pro-inflamatorio de los anticuerpos, p. €j., un agente anti-inflamatorio, tal como un farmaco esteroideo o un
AINES (farmaco anti-inflamatorio no esteroideo). Los agentes preferidos incluyen, por ejemplo, aspirina y otros
salicilatos, inhibidores de Cox-2, tales como rofecoxib (Vioxx) y celecoxib (Celebrex), AINE tales como ibuprofeno
(Motrin, Advil), fenoprofeno (Nalfon), naproxeno (Naprosyn), sulindaco (Clinoril), diclofenaco (Voltaren), piroxicam
(Feldene), cetoprofeno (Orudis), diflunisal (Dolobid), nabumetona (Relafen), etodolac (Lodine), oxaprozin (Daypro), e
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indometacina (Indocin).

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencion pueden ser para la administracién combinada con uno
o mas FARME, tales como metotrexato (Rheumatrex), hidroxicloroquina (Plaquenil), sulfasalazina (Asulfidine),
inhibidores de la sintesis de pirimidina, p. €j. leflunomida (Arava), agentes bloqueadores del receptor de IL-1, p. €j.
anakinra (Kineret), y agentes bloqueadores del TNF-a, p. ej. etanercept (Enbrel), infliximab (Remicade) y
adalimumab.

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencion pueden ser para la administraciéon combinada con uno
0 mas agentes inmunosupresores, tales como ciclosporina (Sandimmune, Neoral) y azatioprina (Imural).

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencién pueden ser para la administracion combinada con uno
0 mas agentes quimioterapéuticos, tales como doxorrubicina (Adriamicina), cisplatino (Platinol), bleomicina
(Blenoxane), carmustina (Gliadel), ciclofosfamida (Cytoxan, Procytox, Neosar), y clorambucil (Leukeran). Los
anticuerpos humanos de acuerdo con la invencién también pueden ser para la administracion junto con terapia de
radiacion.

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencion pueden ser para la administracién combinada con uno
0 mas agentes para tratar la psoriasis, tales como medicamentos tépicos que contienen alquitran de hulla, vitamina
A, cortisona u otros corticoesteroides, medicamentos orales o inyectados, tales como corticoesteroides, metotrexato,
retinoides, p. €j. acicretina (Neogitason) o ciclosporina (Sandimmune, Neoral). Otros tratamientos pueden incluir la
exposicion a la luz solar o la fototerapia.

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencion pueden ser para la administracion combinada con otros
anticuerpos, tales como anticuerpos especificos de CD4 y anticuerpos especificos de IL-2. Se considera
particularmente util una combinacion de los presentes anticuerpos humanos con anticuerpos especificos de CD4 o
anticuerpos especificos de IL-2 para el tratamiento de enfermedades y los rechazos de transplantes.

También se describe en la presente memoria un método para detectar la presencia in vitro o in vivo del antigeno IL-
15 en una muestra, p. €j., para diagnosticar enfermedades mediadas por IL-15. En una realizacién de la invencion,
esto se logra poniendo en contacto una muestra que se va a someter a ensayo, junto con una muestra de control,
con un anticuerpo monoclonal humano de la invencion, o una porcion de unién al antigeno del mismo en condiciones
que permiten la formacion de un complejo entre el anticuerpo e IL-15. Después se detecta la formacion del complejo
(p. €j., utilizando un ELISA) en ambas muestras, y cualquier diferencia estadisticamente significativa en la formacion
de complejos entre las muestras es indicativa de la presencia del antigeno IL-15 en la muestra de ensayo.

Otros rasgos y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de
las reivindicaciones.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 incluye graficos que muestran la union de los anticuerpos especificos de IL-15 humana, 146B7, 147H5,
404A8 y 404E4, a IL-15 humana (hIL-15) y a las proteinas de IL-15 mutantes, Q108S y D8SQ108S. Se examinaron
las diluciones seriadas de los anticuerpos para determinar su union a hiL-15 o a las proteinas de IL-15 mutantes
D8SQ108S y Q108S en un ELISA.

Las Figuras 2 y 3 muestran las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO: 2 y 4) y de nucleoétidos (SEQ ID NO: 1y 3)
de las regiones Vy y V|, respectivamente, del anticuerpo 146B7. Se indican las regiones marco (FR) y determinantes
de la complementariedad (CDR).

Las Figuras 4A-D incluyen graficos que muestran la inhibicion de la liberacion de TNF-a mediada por IL-15 por el
anticuerpo 146B7. Se incubaron PBMC humanas con hiIL-15 (0, 50, 100 ng/ml) combinadas con anticuerpo 146B7 o
con un anticuerpo de control de isotipo (0,1, 1, 10 uyg/ml) durante 72 horas. La cantidad de TNF-a producido se midié
por medio de ELISA. Se muestran los datos de dos voluntarios sanos.

La Figura 5 es un gréfico que muestra el efecto del anticuerpo 146B7 sobre la produccion de TNF-a mediada por IL-
2 o IL-15. Se incubaron PBMC humanas con hiL-15 (0, 50, 100 ng/ml) o con hIL-2 (100 ng/ml) combinadas con
146B7 (0,1, 1, 10 pg/ml) durante 72 horas. La cantidad de TNF-a producido se midié por medio de ELISA.

La Figura 6 es un grafico que muestra la actividad inhibidora de los anticuerpos146B7, 146H5, 404E4 y 404A8 sobre
la proliferacion de CTLL-2 inducida por hlL-15. Las células CTLL-2 privadas de hlL-2 se incubaron con hIL-15 (60
pg/ml) combinada con diluciones seriadas de 146B7, 146H5, 404E4 y 404A8 durante 48 horas. Se midi6 la
incorporacién de Timidina-[SH] para expresar la proliferacién (cpm). Los resultados se presentan como los valores
medios.

Las Figuras 7-9 incluyen graficos que muestran la actividad inhibidora de los anticuerpos 146B7 (Figura 7), 404E4
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(Figura 8) y 404A8 (Figura 9) sobre la proliferacion de PBMC inducida por IL-15. Las PBMC humanas fueron
incubadas con hIL-15 (0, 25, 100 ng/ml; Figuras 7A, 8A, y 9A, respectivamente) o hlL-2 (0, 10, 100 ng/ml; Figuras
7B, 8B, y 9B, respectivamente) combinadas con 146B7 (Figura 7), 404E4 (Figura 8) o 404A8 (Figura 9) a 0,1, 1, 10
pg/ml durante 72 horas. Se midio la incorporacién de Timidina-[3H] para expresar la proliferacion (cpm).

La Figura 10 es un grafico que muestra la unién del anticuerpo 146B7 a monocitos estimulados con IFNy. Se
cultivaron PBMC humanas en presencia de IFNy (500 U/ml) hasta durante 2 dias (37°C). Se determind la intensidad
de la fluorescencia de al menos 5000 células por muestra después del analisis mediante citometria de flujo y
acotamiento de los monocitos. Los datos muestran el indice de estimulaciéon (l.LE. = (tincidon positiva con
fluorescencia media)/(tincion de fondo con fluorescencia media)).

La Figura 11 muestra la union de los monocitos humanos con el anticuerpo 146B7 (panel B) o con el anticuerpo de
control del isotipo (panel A). Se aislaron las PBMC humanas y se elaboraron preparaciones de Cytospin después de
cultivar las células con IFNy (500 U/ml). Las células se contratifieron con hematoxilina.

La Figura 12 muestra la unién de piel psoriasica humana con 146B7 (panel B) o con el anticuerpo de control del
isotipo (hlgG1) (panel A). Se obtuvieron placas psoriasicas humanas de pacientes después del consentimiento
informado, y se almacenaron a -80°C hasta su analisis. Los tejidos se tifieron con anticuerpos biotinilados y se
visualizaron después de la activacién de peroxidasa de rabano picante.

La Figura 13A es un grafico que muestra el porcentaje de células nucleadas en tejido de artritis reumatoide después
del tratamiento de ratones SCID con 146B7 o con vehiculo. Los tejidos se tifieron con hematoxilina y eosina (H y E)
y se analizaron con Photo Shop version 6.0. Los datos se muestran como la media y el e.t.m. de los nucleos (como
el porcentaje del area total) de los ratones después del tratamiento con 146B7 (n=4) o tratamiento con vehiculo
(n=2). La Figura 13B muestra una tincion con H y E representativa de tejido de AR xenoinjertado en ratones SCID,
después del tratamiento con 146B7 (panel B) o con PBS (panel A).

La Figura 14 incluye graficos que muestran los efectos del tratamiento con el anticuerpo 146B7 en ratones
SCID/psoriasis. Las biopsias se fijaron en formalina para embeberlas en parafina y se tifieron en H y E y para el
antigeno nuclear Ki-67. La Figura 14A muestra la gravedad de la psoriasis evaluada por el grosor epidérmico que se
midié6 desde el estrato cérneo hasta el principio de las crestas epidérmicas. La Figura 14B muestra el grosor
epidérmico que se midié desde el estrato cérneo hasta la parte mas profunda de las crestas epidérmicas. La Figura
14C muestra el grado de paraqueratosis. La Figura 14D muestra el nimero de células mononucleares inflamatorias
en la dermis superior. La Figura 14E muestra el nUmero de queratinocitos en ciclo Ki-67+.

La Figura 15 muestra la tincion con H y E de piel psoriasica humana injertada en ratones SCID, después del
tratamiento con anticuerpo 146B7 (panel C), con CsA (panel B), o con vehiculo (panel A). Tres semanas después
del transplante los ratones recibieron PBS (placebo), CsA (ciclosporina A) (Sandoz) a una dosis de 10 mg/kg un dia
si y otro no durante 15 dias, o 146B7 a una dosis de 20 mg/kg el dia 1 y 10 mg/kg los dias 8 y 15. Una semana
después de la ultima inyeccion, los ratones se sacrificaron, y se tomo6 una biopsia con sacabocados de 4 mm de
cada injerto. Las biopsias se fijaron en formalina para embeberlas en parafina y se tifieron en Hy E.

La Figura 16 muestra la tincién con Ki-67 de piel psoriasica humana injertada en ratones SCID, después del
tratamiento con 146B7 (panel C), con CsA (panel B), o con vehiculo (panel A). Tres semanas después del
transplante los ratones recibieron PBS (placebo), CsA (ciclosporina A) (Sandoz) a una dosis de 10 mg/kg un dia si y
otro no durante 15 dias, o 146B7 a una dosis de 20 mg/kg el dia 1 y 10 mg/kg los dias 8 y 15. Una semana después
de la ultima inyeccion, los ratones se sacrificaron, y se tomé una biopsia por sacabocado de 4 mm de cada
xenoinjerto. Las biopsias se fijaron en formalina para embeberlas en parafina y se tifieron para el antigeno nuclear
Ki-67.

La Figura 17 es un grafico que muestra la union del anticuerpo 146B7 a IL-15 unida al receptor. Se recubrieron
placas con IL-15Ra y se incubaron con IL-15. Después de 10 minutos, se afiadié 146B7 biotinilado a los pocillos. Se
evalud la union de 146B7 a IL-15 unida al receptor a 405 nm en un lector ELISA.

La Figura 18 es un grafico que muestra la union del anticuerpo 146B7 a IL-15, después de la unién de IL-15 a su
receptor expresado sobre células Raji. Después de la incubacién de las células Raji que expresaban IL-15R con IL-
15, se afnadioé 146B7 biotinilado a las células después de 10 minutos. La unién de 146B7 a IL-15 unida al receptor se
evalué mediante analisis FACS.

Descripcion Detallada de la Invencidon

La presente invencién proporciona agentes terapéuticos basados en anticuerpos novedosos para el tratamiento y
diagndstico de los trastornos mediados por IL-15 (es decir, trastornos causados por los efectos pro-inflamatorio de
IL-15). Segun se utiliza en la presente memoria, el término "efectos pro-inflamatorios de IL-15" incluye cualquier
respuesta inmunitaria mediada por células o humoral inducida por IL-15, tales como la producciéon de TNFa y otros
mediadores inflamatorios, y el reclutamiento/proliferacién de células T. Las terapias de la invencion emplean
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anticuerpos monoclonales humanos aislados que se unen especificamente a un epitopo presente en IL-15.

En una realizacién, los anticuerpos humanos se producen en un animal transgénico no humano, p. €j., un ratén
transgénico, capaz de producir multiples isotipos de anticuerpos monoclonales humanos para IL-15 (p. €j., IgG, IgA
y/o IgE) experimentando recombinacion V-D-J y cambio de isotipo. Por consiguiente, varios aspectos de la invencion
incluyen anticuerpos y composiciones farmacéuticas de los mismos, asi como animales transgénicos no humanos,
células B, transfectomas de células anfitrionas, e hibridomas para elaborar tales anticuerpos monoclonales. Los
métodos de utilizacion de los anticuerpos de la invencion para detectar células a las cuales esta unida IL-15 y/o para
inhibir las funciones mediadas por IL-15 ya sea in vitro o in vivo, también se describen en la presente memoria. Los
métodos para dirigir los agentes a las células a las cuales esta unida IL-15 también se describen en la presente
memoria.

Con el fin de que la presente invencién pueda ser mas facilmente comprendida, se definen primero ciertos términos.
Las definiciones adicionales se exponen a lo largo de la descripcion detallada.

Los términos "IL-15," "antigeno IL-15 " e "Interleuquina 15" se utilizan indistintamente en la presente memoria, e
incluyen cualquiera de las variantes o isoformas que son expresadas naturalmente por las células.

El término "anticuerpo” referido en la presente memoria incluye anticuerpos completos y cualquier fragmento de
union al antigeno (esto es, "porcidn de unidn al antigeno") o una cadena sencilla de los mismos. Un "anticuerpo”
hace referencia a una glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces disulfuro, o una porcién de unién al antigeno de las mismas. Cada cadena pesada esta
compuesta de una region variable de la cadena pesada (abreviada en la presente memoria como Vy) y una regiéon
constante de la cadena pesada. La region constante de la cadena pesada estd compuesta de tres dominios, CH1,
CH2 y CH3. Cada cadena ligera estd compuesta de una region variable de la cadena ligera (abreviada en la
presente memoria como V) y una region constante de la cadena ligera. La region constante de la cadena ligera esta
compuesta de un dominio, CL. Las regiones Vy y V. pueden estar subdivididas adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada Vy y V. estd compuesta por tres CDR y
cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que
interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la union de la
inmunoglobulina a tejidos o factores del anfitrion, incluyendo diferentes células del sistema inmunitario (p. €j., células
efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema del complemento clasico.

El término "porcion de union al antigeno" de un anticuerpo (o simplemente "porcién de anticuerpo”), segun se utiliza
en la presente memoria, hace referencia a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad para
unirse especificamente a un antigeno (p. €j., IL-15). Se ha demostrado que la funcién de unién al antigeno de un
anticuerpo puede ser realizada por fragmentos de un anticuerpo completo. Los ejemplos de los fragmentos de unién
incluidos en el término "porcién de union al antigeno" de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento
monovalente que consiste en los dominios V., Vy, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab')2, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que
consiste en los dominios V4 y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y V4 de un brazo sencillo
de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio Vu; y
(vi) una region determinante de la complementariedad (CDR) o (vii) una combinacién de dos o mas CDR aisladas
que pueden estar opcionalmente unidas por un conector sintético. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento
Fv, VL y V4, estan codificados por genes separados, pueden ser unidos, utilizando métodos recombinantes, por un
conector sintético que permite que sean elaborados como una unica cadena de proteina en la que las regiones V| y
V4 se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv); véanse p. €j.,
Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Se
pretende que tales anticuerpos de cadena sencilla también estén incluidos en el término "porcién de unién al
antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen utilizando mecanismos convencionales
conocidos por los expertos en la técnica, y los fragmentos se escrutan para determinar su utilidad de la misma
manera ya que son anticuerpos intactos.

El término "anticuerpo monoclonal" segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a un anticuerpo que
presenta una especificidad de union y una afinidad Unicas para un epitopo concreto. Por consiguiente, el término
"anticuerpo monoclonal humano" hace referencia a un anticuerpo que presenta una especificidad de unién unica y
que tiene regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana.
En una realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos son producidos por un hibridoma que incluye una célula
B obtenida de un animal no humano transgénico, p. €j., un ratén transgénico, que tiene un genoma que comprende
un transgén de la cadena pesada humana y un transgén de la cadena ligera humana fusionados a una célula
inmortalizada.

El término "anticuerpo humano recombinante", segun se utiliza en la presente memoria, incluye todos los
anticuerpos humanos que son preparados, expresados, creados o aislados mediante métodos recombinantes, tales

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2375271 T3

como (a) anticuerpos aislados de un animal (p. €j., un ratén) que es transgénico o transcromosémico para genes de
la inmunoglobulina humana o un hibridoma preparado a partir de ellos (descritos adicionalmente en la Seccion |,
mas abajo), (b) anticuerpos aislados de una célula anfitriona transformada para expresar el anticuerpo, p. €j., a partir
de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una genoteca de anticuerpos humanos combinatoria, recombinante,
y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados mediante cualquier otro método que implique
empalmar secuencias de genes de inmunoglobulina humana con otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos
humanos recombinantes tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal humana. En ciertas realizaciones, sin embargo, tales anticuerpos humanos recombinantes pueden
ser sometidos a mutagénesis in vitro (0, cuando se utiliza un animal transgénico para secuencias de Ig humanas,
mutagénesis somatica in vivo) y de este modo las secuencias de aminoacidos de las regiones Vy y Vi de los
anticuerpos recombinantes son secuencias que, si bien derivan de y estan relacionadas con las secuencias V4 y Vi
de la linea germinal humana, pueden no existir naturalmente en el repertorio de la linea germinal humana de
anticuerpos in vivo.

Segun se utiliza en la presente memoria, un "anticuerpo heterélogo" se define con relacion al organismo no humano
transgénico productor de dicho anticuerpo. Este término hace referencia a un anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos o una secuencia de acido nucleico codificante correspondiente a la encontrada en un organismo que no
consiste en el animal no humano transgénico, y generalmente a partir de especies distintas de la del animal no
humano transgénico.

Se pretende que un "anticuerpo aislado”, segun se utiliza en la presente memoria, haga referencia a un anticuerpo
que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (p. €j., un
anticuerpo aislado que se une especificamente a IL-15 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen
especificamente a antigenos diferentes de IL-15). Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un epitopo
de IL-15 puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otras citoquinas relacionadas o con otras proteinas de
IL-15 de diferentes especies. No obstante, el anticuerpo preferiblemente siempre se une a IL-15 humana. Ademas,
un anticuerpo aislado esta tipicamente sustancialmente libre de otro material celular y/o agentes quimicos. En una
realizacion de la invencién, se combinan una serie de anticuerpos monoclonales "aislados" que tienen diferentes
especificidades para IL-15 en una composicién bien definida.

Segun se utiliza en la presente memoria, "uniéon especifica" hace referencia a la unién de un anticuerpo a un
antigeno predeterminado. Tipicamente, el anticuerpo se une con una afinidad (Kp) de aproximadamente menos de
107 M, tal como aproximadamente menos de 10% M, 10° M o 107" M o incluso inferior cuando se determina
mediante tecnologia de resonancia de plasmon superficial (SPR) en un aparato BIACORE 3000 utilizando IL-15
humana recombinante como analito y el anticuerpo como ligando, y se une al antigeno predeterminado con una
afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad para la unién a un antigeno no especifico (p. €j., BSA,
caseina) distinto del antigeno predeterminado o un antigeno intimamente relacionado. Las frases "un anticuerpo que
reconoce un antigeno" y "un anticuerpo especifico para un antigeno" se utilizan indistintamente en la presente
memoria con el término "un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno".

Se pretende que el término "Kp", segun se utiliza en la presente memoria, haga referencia a la constante de
disociacién en el equilibrio de una interaccién anticuerpo-antigeno concreta.

Segun se utiliza en la presente memoria, "isotipo" hace referencia a la clase de anticuerpo (p. €j., IgM o IgG1) que
esta codificado por los genes de la regién constante de la cadena pesada.

Segun se utiliza en la presente memoria, "cambio de isotipo" hace referencia al fenédmeno por medio del cual la
clase, o isotipo, de un anticuerpo cambia de una clase de Ig a otras clases de Ig.

Segun se utiliza en la presente memoria, "isotipo no cambiado” hace referencia a la clase isotipica de la cadena
pesada que es producida cuando no ha tenido lugar un cambio de isotipo; el gen CH que codifica el isotipo no
cambiado es tipicamente el primer gen CH inmediatamente aguas abajo del gen VDJ reordenado funcionalmente. El
cambio de isotipo ha sido clasificado como cambio de isotipo clasico o no clasico. El cambio de isotipo clasico se
produce mediante eventos de recombinacién que implican al menos una region de secuencia de cambio en el
transgén. El cambio de isotipo no clasico se puede producir, por ejemplo, por medio de recombinacién homdloga
entre o, humano y %, humano (deleciéon asociada con 8). Se pueden producir mecanismos de cambio no clasicos
alternativos, tales como recombinacioén intertransgénica y/o intercromosomica, entre otras, y efectuar el cambio de
isotipo.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "secuencia de cambio" hace referencia a aquellas secuencias de
ADN responsables de la recombinacion del cambio. Una secuencia "donadora del cambio”, tipicamente una regién
de cambio p, estara 5' (esto es, aguas arriba) de la region constructo que se vaya a suprimir durante la
recombinacién de cambio. La regién "aceptora del cambio" estard entre la regién del constructo que se vaya a
suprimir y la regidon constante de reposicion (p. €j., v, €, etc.). Como no existe un sitio especifico en el que siempre se
produce la recombinacion, la secuencia génica final no sera tipicamente pronosticable a partir del constructo.
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Segun se utiliza en la presente memoria, "patron de glicosilacion" se define como el patron de unidades
carbohidratadas que estan ancladas covalentemente a una proteina, mas especificamente a una proteina
inmunoglobulina. Un patrén de glicosilacion de un anticuerpo heterdlogo puede caracterizarse por ser
sustancialmente similar a los patrones de glicosilacion que existen naturalmente en anticuerpos producidos por las
especies de animales transgénicos no humanos, cuando un experto en la técnica reconozca el patron de
glicosilacion del anticuerpo heterélogo por ser mas similar a dicho patrén de glicosilacion en la especie del animal
transgénico no humano que al de la especie de la cual derivan los genes CH del transgén.

El término "de origen natural" segun se utiliza en la presente memoria aplicado a un objeto hace referencia al hecho
de que el objeto se puede encontrar en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptidos o polinucledtidos
que esta presente en un organismo (incluyendo virus) que puede ser aislada de una fuente de la naturaleza y que no
ha sido modificada intencionadamente por el hombre en el laboratorio es de origen natural.

El término "reordenado” segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a una configuraciéon de un locus de
la inmunoglobulina de la cadena pesada o la cadena ligera en el que un segmento V esta situado inmediatamente
adyacente a un segmento D-J o J en una conformacién que codifica esencialmente un dominio V4 o V. completo,
respectivamente. Un locus de un gen de inmunoglobulina reordenado puede ser identificado mediante comparacion
con el ADN de la linea germinal; un locus reordenado tendréa al menos un elemento de homologia
heptamero/nonamero recombinado.

El término "no reordenado” o "configuracién de la linea germinal" segun se utiliza en la presente memoria en
referencia a un segmento V hace referencia a la configuracion en la que el segmento V no es recombinado para que
esté inmediatamente adyacente a un segmento D o J.

Se pretende que el término "molécula de acido nucleico", segun se utiliza en la presente memoria, incluya moléculas
de ADN y moléculas de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser de hebra sencilla o de doble hebra, pero
preferiblemente es ADN de doble hebra.

Se pretende que el término "molécula de acido nucleico aislada", segin se utiliza en la presente memoria en
referencia a acidos nucleicos que codifican anticuerpos o porciones de anticuerpos (p. €j., Vi, Vi, CDR3) que se
unen a IL-15, haga referencia a una molécula de acido nucleico en la que las secuencias de nucledtidos que
codifican el anticuerpo o la porcion de anticuerpo estan libres de otras secuencias de nucleétidos que codifican
anticuerpos o porciones de anticuerpos que se unen a antigenos distintos de IL-15, cuyas otras moléculas pueden
flanquear naturalmente el acido nucleico en el ADN gendmico humano. Los SEQ ID NO: 1-4 corresponden a las
secuencias de nucleétidos y aminoacidos que comprenden las regiones variables de la cadena pesada (Vu) y la
cadena ligera (VL) del anticuerpo anti-IL-15 humano 146B7 de la invencion. En particular, los SEQ ID NO: 1y 2
corresponden a la Vy del anticuerpo 146B7, los SEQ ID NO: 3 y 4 corresponden a la V, del anticuerpo 146B7.

La presente invencion también incluye "modificaciones de secuencias conservativas" de las secuencias mostradas
en los SEQ ID NO: 1-4, esto es, modificaciones de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos que no afectan o
alteran significativamente las caracteristicas de unién del anticuerpo codificado por la secuencia de nucleétidos o
que contienen la secuencia de aminoacidos. Tales modificaciones conservativas incluyen sustituciones, adiciones y
deleciones de nucledtidos y aminoacidos. Se pueden introducir modificaciones en los SEQ ID NO: 1-4 mediante
mecanismos convencionales conocidos en la técnica, tales como la mutagénesis dirigida al sitio y la mutagénesis
mediada por PCR. Las sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen aquellas en las que el residuo de
aminoacido es remplazado por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de los
residuos de aminoacido que tienen cadenas laterales similares han sido definidas en la técnica. Estas familias
incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p.
ej., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (p. €j., glicina, asparragina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (p. €j., alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales ramificadas en beta (p. €j., treonina, valina, isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). De este modo, un residuo de aminoacido no
esencial pronosticado en un anticuerpo anti-IL-15 humano es remplazado preferiblemente por otro residuo de
aminoacido de la misma familia de cadenas laterales.

Alternativamente, en otra realizacion, se pueden introducir mutaciones al azar a lo largo de toda o parte de la
secuencia codificante del anticuerpo anti-IL-15, tales como mutagénesis por saturacion, y los anticuerpos anti-IL-15
modificados resultantes se pueden escrutar para determinar la actividad de union.

Por consiguiente, los anticuerpos codificados por las secuencias de nucledtidos (regidon variable de la cadena
pesada y de la cadena ligera) descritas en la presente memoria y/o que contienen las secuencias de aminoacidos
(regidn variable de la cadena pesada y ligera) descritas en la presente memoria (esto es, los SEQ ID NO: 1-4)
incluyen anticuerpos sustancialmente similares codificados por o que contienen secuencias similares que han sido
modificadas conservativamente. Mas abajo se proporciona una discusion adicional en cuanto a como tales
anticuerpos sustancialmente similares pueden ser generados basandose en las secuencias parciales (esto es,
regiones variables de la cadena pesada y ligera) descritas en la presente memoria como los SEQ ID NO: 1-4.
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Para los acidos nucleicos, el término "homologia sustancial" indica que dos acidos nucleicos, o secuencias
designadas de los mismos, cuando estan alineados 6ptimamente y se comparan, son idénticos, con inserciones o
deleciones de nucleétidos apropiadas, en al menos alrededor de 80% de los nucleétidos, normalmente al menos
alrededor de 90% a 95%, y mas preferiblemente al menos alrededor de 98% a 99,5% de los nucleétidos. Como
alternativa, existe una homologia sustancial cuando los segmentos hibridan en condiciones de hibridacién selectivas,
con el complemento de la hebra.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcién del numero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias (esto es, % homologia = num. de posiciones idénticas/ndm. total de posiciones x 100), tomando en
consideracion el numero de espacios, y la longitud de cada espacio, que es necesario introducir para un
alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y la determinacién del porcentaje de
identidad entre dos secuencias se pueden completar utilizando un algoritmo matematico, como se describe en los
ejemplos no limitantes méas abajo.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se puede determinar utilizando el programa GAP en
el paquete de soporte l6gico GCG (asequible en http://www.gcg.com), utilizando una matriz NWSgapdna.CMP y un
peso del espacio de 40, 50, 60, 70, u 80 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5, o0 6. El porcentaje de identidad entre
dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos también se puede determinar utilizando el algoritmo de E. Meyers y
W. Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)) que ha sido incorporado al programa ALIGN (versién 2.0), utilizando una tabla
de residuos por peso PAM120, una penalizacion de la longitud del espacio de 12 y una penalizacién del espacio de
4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacido se puede determinar utilizando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)) que ha sido incorporado al programa GAP del
paquete de soporte l6gico GCG (asequible en http://www.gcg.com), utilizando o bien una matriz Blossum 62 o bien
una matriz PAM250, y un peso del espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6.

Las secuencias de acidos nucleicos y proteina de la presente invencion se pueden utilizar como "secuencia
problema" para realizar una busqueda frente a las bases de datos publicas, por ejemplo, para identificar secuencias
relacionadas. Tales busquedas se pueden realizar utilizando los programas NBLAST y XBLAST (versiéon 2.0) de
Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las busquedas de nucleétidos BLAST se pueden realizar con el
programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de la palabra =12 para obtener secuencias de nucleétidos homélogas
a las moléculas de acido nucleico de la invencién. Las busquedas de proteinas BLAST se pueden realizar con el
programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de la palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homoélogas
a las moléculas de proteina de la invencién. Para obtener alineamientos con espacios con fines comparativos, se
puede utilizar Gapped BLAST como describen Altschul et al., (1997) en Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402.
Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden utilizar los parametros por defecto de los
respectivos programas (p. ej., XBLAST y NBLAST). Véase http://www.ncbi.nim.nih.gov.

Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células completas, en un producto lisado celular, o en forma
parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico esta "aislado" o se vuelve "sustancialmente puro"
cuando se purifica de otros componentes celulares u otros contaminantes, p. €j., otros acidos nucleicos celulares o
proteinas, mediante mecanismos convencionales, incluyendo tratamiento alcalino/SDS, formaciéon de bandas con
CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otros bien conocidos en la técnica. Véase, F.
Ausubel, et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, Nueva York
(1987).

Las composiciones de acido nucleico de la presente invencion, si bien estdn a menudo en una secuencia nativa
(excepto para los sitios de restriccion modificados y similares), de cualquier ADNc, gendmico o sus mezclas pueden
ser mutadas, de acuerdo con las técnicas convencionales para proporcionar secuencias génicas. Para las
secuencias codificantes, estas mutaciones, pueden afectar a la secuencia de aminoacidos segun se desee. En
particular, se contemplan secuencias de ADN sustancialmente homodlogas a o derivadas de secuencias V, D, J,
constantes nativas, cambios y otras de tales secuencias descritas en la presente memoria (donde "derivadas" indica
gue una secuencia es idéntica o modificada a partir de otra secuencia).

Un acido nucleico esta "conectado operablemente" cuando esta situado en una relacién funcional con otra secuencia
de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor o intensificador esta conectado operablemente a una secuencia
codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia. Con respecto a las secuencias reguladoras de la
transcripcion, conectado operablemente significa que las secuencias de ADN que estan conectadas son contiguas vy,
cuando sea necesario unir dos regiones codificantes de proteina, contiguas y en el marco de lectura. Para las
secuencias de cambio, conectado operablemente indica que las secuencias son capaces de efectuar recombinacién
de cambio.

Se pretende que el término "vector", segun se utiliza en la presente memoria, haga referencia a una molécula de
acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual se ha conectado. Un tipo de vector es un "plasmido",
que hace referencia a un bucle de ADN de doble hebra circular en el cual se pueden ligar segmentos de ADN
adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, donde se pueden ligar segmentos de ADN adicionales en el
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genoma viral. Ciertos vectores son susceptibles de replicacién auténoma en una célula anfitriona en la cual son
introducidos (p. €j., vectores bacterianos que tienen un origen de replicacién bacteriano y vectores de mamifero
episémicos). Otros vectores (p. €j., vectores de mamifero no episdmicos) pueden ser integrados en el genoma de
una célula anfitriona tras la introduccion en la célula anfitriona, y de ese modo ser replicados junto con el genoma del
anfitrion. Por otra parte, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los cuales estan conectados
operativamente. Tales vectores son referidos en la presente memoria como "vectores de expresion recombinante" (o
simplemente, "vectores de expresion"). En general, los vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN
recombinante estan a menudo en forma de plasmidos. En la presente memoria, "plasmido" y "vector" se pueden
utilizar indistintamente ya que el plasmido es la forma de vector mas comunmente utilizada. No obstante, se
pretende que la invencion incluya dichas otras formas de vectores de expresion, tales como vectores virales (p. €j.,
retrovirus de replicacion defectuosa, adenovirus y virus adenoasociados), que cumplen funciones equivalentes.

Se pretende que el término "célula anfitriona recombinante” (o simplemente "célula anfitriona"), segun se utiliza en la
presente memoria, haga referencia a una célula en la cual se ha introducido un vector de expresién recombinante.
Se debe entender que se pretende que tales términos hagan referencia no solamente a la célula sujeto concreta sino
también a la progenie de dicha célula. Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en las generaciones
sucesivas debido a mutaciones o influencias medioambientales, dicha progenie no puede, de hecho, ser idéntica a la
célula parental, pero todavia estan incluidas dentro del alcance del término "célula anfitriona" segun se utiliza en la
presente memoria.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "sujeto" incluye cualquier ser humano o animal no humano. Por
ejemplo, los métodos y composiciones de la presente invencion se pueden utilizar para tratar a un sujeto con una
enfermedad inflamatoria, tal como artritis, p. €j., artritis reumatoide. El término "animal no humano" incluye todos los
vertebrados, p. ej., mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos,
anfibios, reptiles, etc.

En las siguientes subsecciones se describen diferentes aspectos de la invencién con mayor detalle.
I. Produccion de Anticuerpos Humanos para IL-15

Se pueden producir anticuerpos monoclonales humanos de la invencién utilizando una variedad de técnicas
conocidas, tales como la técnica de hibridacion de células somaticas convencional descrita por Kohler y Milstein,
Nature 256: 495 (1975). Aunque se prefieren los procedimientos de hibridacion de células somaticas, en principio,
también se pueden emplear otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, p. €j., la transformacién viral u
oncogénica de linfocitos B, la técnica de presentacion en fagos utilizando genotecas de genes de anticuerpos
humanos.

El sistema animal preferido para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos de la
invencion es el sistema murino. La produccién de hibridomas en ratén es bien conocida en la técnica, incluyendo los
protocolos de inmunizacion y las técnicas para aislar y fusionar esplenocitos inmunizados.

En una realizacion, se generan anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra IL-15 utilizando ratones
transgénicos o transcromosdmicos que portan partes del sistema inmunitario humano en lugar del sistema de raton.
En una realizacién, la invencion emplea ratones transgénicos, referidos en la presente memoria como "ratones
HuMADb" que contienen miniloci de genes de inmunoglobulina humana que codifican secuencias de inmunoglobulina
de la cadena pesada (p y y) y de la cadena ligera k no reordenadas humanas, junto con mutaciones dirigidas que
inactivan los loci de las cadenas p y k endégenas (Lonberg, N. et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859). Por
consiguiente, los ratones muestran una expresion reducida de IgM o k de raton, y en respuesta a la inmunizacion,
los transgenes de la cadena pesada y ligera humanas introducidos experimentan cambio de clase y mutacion
somatica para generar anticuerpos monoclonales IgGk humanos de alta afinidad (Lonberg, N. et al. (1994), supra;
revisado por Lonberg, N. (1994) en Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. y Huszar, D.
(1995) en Intern. Rev. Immunol. Vol. 13: 65-93, y Harding, F. y Lonberg, N. (1995) en Ann. N.Y. Acad. Sci 764:536-
546). La preparacion de ratones HUMAb se describe con detalle en la Seccién Il mas abajo y por Taylor, L. et al.
(1992) en Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et al. (1993) en International Immunology 5: 647-656;
Tuaillon et al. (1993) en Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi et al. (1993) en Nature Genetics 4:117-123;
Chen, J. et al. (1993) en EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994) en J. Immunol. 152:2912-2920; Lonberg et al.,
(1994) en Nature 368(6474): 856-859; Lonberg, N. (1994) en Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101;
Taylor, L. et al. (1994) en International Immunology 6: 579-591; Lonberg, N. y Huszar, D. (1995) en Intern. Rev.
Immunol. Vol. 13: 65-93; Harding, F. y Lonberg, N. (1995) en Ann. N.Y. Acad. Sci 764:536-546; Fishwild, D. et al.
(1996) en Nature Biotechnology 14: 845-851. Véanse ademas las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.545.806;
5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650; 5.877.397;5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; y 5.770.429; todas de
Lonberg y Kay, y GenPharm International; la Patente de los Estados Unidos Num. 5.545.807 de Surani et al.; las
Publicaciones Internacionales Nums. WO 98/24884, publicada el 11 de Junio de 1998; WO 94/25585, publicada el
10 de Noviembre de 1994; WO 93/1227, publicada el 24 de Junio de 1993; WO 92/22645, publicada el 23 de
Diciembre de 1992; WO 92/03918, publicada el 19 de Marzo de 1992. La preparacién de ratones HuMAb
transgénicos HCO12, en particular, se describe en el Ejemplo 2.
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Inmunizaciones

Para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos para IL-15, se pueden inmunizar ratones
transgénicos o transcromosoémicos que contienen genes de inmunoglobulina humana (p. €j., ratones HCo12, HCo7 o
KM) con una preparacion purificada o enriquecida del antigeno IL-15 y/o células que expresan IL-15, como
describen, por ejemplo, Lonberg et al. (1994) en Nature 368(6474): 856-859; Fishwild et al. (1996) en Nature
Biotechnology 14: 845-851 y en el documento WO 98/24884. Como alternativa, se pueden inmunizar ratones con
ADN que codifica IL-15 humana. Preferiblemente, los ratones tendran 6-16 semanas de edad después de la primera
infusién. Por ejemplo, se puede utilizar una preparacion purificada o enriquecida (5-50 ug) del antigeno IL-15 para
inmunizar los ratones HUMADb intraperitonealmente. En el caso de que las inmunizaciones utilizando una preparacion
purificada o enriquecida del antigeno IL-15 no den como resultado anticuerpos, también se pueden inmunizar los
ratones con células que expresan IL-15, p. €j., una linea celular, para promover respuestas inmunitarias.

La experiencia cumulativa con diferentes antigenos ha demostrado que los ratones transgénicos HUMADb responden
mejor cuando son inmunizados inicialmente intraperitonealmente (IP) o subcutaneamente (SC) con antigeno en
coadyuvante completo de Freund, seguido de inmunizaciones IP/SC una semana si y otra no (hasta un total de 10)
con antigeno en coadyuvante incompleto de Freund. La respuesta inmunitaria se puede controlar en el transcurso
del protocolo de inmunizacidon con muestras de plasma que se obtienen mediante sangrias retroorbitales. El plasma
puede ser escrutado mediante ELISA (como se describe mas abajo), y se pueden utilizar los ratones con titulos
suficientes de inmunoglobulina humana anti-IL-15 para las fusiones. Los ratones pueden ser reforzados
intravenosamente con antigeno 3 dias antes del sacrificio y la retirada del bazo.

Generacion de Hibridomas Productores de Anticuerpos Monoclonales Humanos para IL-15

Para generar hibridomas productores de anticuerpos monoclonales humanos para IL-15, se pueden aislar
esplenocitos y células de ganglios linfaticos de ratones inmunizados y fusionarlos con una linea celular inmortalizada
apropiada, tal como una linea celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes se pueden escrutar después
para determinar la produccién de anticuerpos especificos del antigeno. Por ejemplo, se pueden fusionar
suspensiones de células individuales de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados con células de mieloma de
raton no secretoras SP2/0-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) con PEG al 50% (p/v). Las células se pueden cultivar en
placa a aproximadamente 1 x 10° en placas de microtitulacion de fondo plano, seguido de una incubacién de dos
semanas en medio selectivo que contiene ademas de los reactivos habituales Fetal Clone Serum al 10%, 5-10% de
Origen Hybridoma Cloning Factor (IGEN) y 1X HAT (Sigma). Después de aproximadamente dos semanas, las
células se pueden cultivar en medio en el que HAT es remplazado por HT. Después se pueden escrutar pocillos
individuales mediante ELISA para determinar los anticuerpos IgM e IgG monoclonales anti-IL-15 humana. Una vez
que se produce un crecimiento del hibridoma importante, se puede observar el medio normalmente después de 10-
14 dias. Los hibridomas secretores de anticuerpo se puede volver a cultivar en placa, escrutar de nuevo, y si todavia
es positivo para IgG humana, se pueden subclonar anticuerpos monoclonales anti-IL-15 al menos dos veces
mediante dilucién limitante. Los subclones estables se pueden cultivar después in vitro para generar anticuerpos en
el medio de cultivo tisular para su caracterizacion.

Generacion de Transfectomas que Producen Anticuerpos Monoclonales Humanos para IL-15

Los anticuerpos humanos de la invencion también se pueden producir en un transfectoma de células anfitrionas
utilizando, por ejemplo, una combinacién de técnicas de ADN recombinante y métodos de transfeccién génica como
es bien sabido en la técnica (Morrison, S. (1985) Science 229:1202).

Por ejemplo, en una realizacion, los genes de interés, p. €j., genes de anticuerpos humanos, se pueden ligar en un
vector de expresion tal como un plasmido de expresion eucariético como los utilizados por el sistema de expresion
génica GS descrito en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338 841 u otros sistemas de expresion
bien conocidos en la técnica. El plasmido purificado con los genes de anticuerpo clonados se puede introducir en
células anfitrionas eucaritticas tales como células CHO o células NSO o alternativamente otras células eucarioticas
como células derivadas de plantas, hongos o células de levaduras. Los métodos utilizados para introducir estos
genes podrian ser los métodos descritos en la técnica tales como la electroporacion, la lipofectina, la lipofectamina u
otros. Después de introducir estos genes de anticuerpos en las células anfitrionas, las células que expresan el
anticuerpo pueden ser identificadas y seleccionadas. Estas células representan los transfectomas que pueden ser
amplificados después para determinar su nivel de expresion y aumentarlo a escala para producir anticuerpos. Los
anticuerpos recombinantes se pueden aislar y purificar a partir de estos sobrenadantes de cultivo y/o células.

Como alternativa estos genes de anticuerpos clonados se pueden expresar en otros sistemas de expresion tales
como E. coli o en organismos completos o se pueden expresar sintéticamente.

Uso de Secuencias de Anticuerpos Parciales para Expresar Anticuerpos Intactos

Los anticuerpos interaccionan con antigenos diana predominantemente a través de los residuos de aminoacido que
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estan localizados en las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de las cadenas pesadas y
ligeras. Por esta razén, las secuencias de aminoacidos de las CDR son mas diversas entre los anticuerpos
individuales que las secuencias de fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de las CDR son responsables de
la mayor parte de las interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan
las propiedades de los anticuerpos de origen natural construyendo vectores de expresiéon que incluyen secuencias
CDR a partir del anticuerpo de origen natural especifico injertado sobre secuencias marco de un anticuerpo diferente
con propiedades diferentes (véase, p. €j., Riechmann, L. et al., 1998, Nature 332:323-327; Jones, P. et al., 1986,
Nature 321:522-525; y Queen, C. et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:10029-10033). Tales secuencias
marco pueden ser obtenidas de bases de datos de ADN publicas que incluyen secuencias génicas de anticuerpos
de la linea germinal. Estas secuencias de la linea germinal diferiran de las secuencias génicas de los anticuerpos
maduros debido a que no incluiran genes variables completamente ensamblados, que se forman mediante union
V(D)J durante la maduracién de las células B. Las secuencias génicas de la linea germinal también diferiran de las
secuencias de un anticuerpo del repertorio secundario de alta afinidad en la uniformidad individual a través de la
region variable. Por ejemplo, las mutaciones somaticas son relativamente poco frecuentes en la porcién amino
terminal de la regién marco. Por ejemplo, las mutaciones somaticas son relativamente poco frecuentes en la porcion
amino terminal de la regién marco 1 y en la porcion carboxi terminal de la region marco 4. Ademas, muchas
mutaciones somaticas no alteran significativamente las propiedades de unién del anticuerpo. Por esta razén, no es
necesario obtener la secuencia de ADN completa de un anticuerpo concreto con el fin de recrear un anticuerpo
recombinante intacto que tenga propiedades de unién similares a las del anticuerpo original (véase el documento
PCT/US99/05535 presentado el 12 de Marzo de 1999). La secuencia de la cadena pesada vy ligera parcial que
abarca las regiones CDR es tipicamente suficiente para este fin. La secuencia parcial se utiliza para determinar qué
segmentos génicos variables y de union de la linea germinal contribuian a los genes variables del anticuerpo
recombinado. La secuencia de la linea germinal se utiliza después para rellenar las porciones perdidas de las
regiones variables. Las secuencias lider de la cadena pesada y ligera se escinden durante la maduracion de la
proteina y no contribuyen a las propiedades del anticuerpo final. Para afiadir las secuencias que faltan, se pueden
combinar secuencias de ADN clonadas con oligonucleétidos sintéticos mediante ligacién o amplificacion por PCR.
Como alternativa, se puede sintetizar la regién variable completa como un conjunto de oligonucleétidos solapantes,
cortos y combinarlos mediante amplificacion por PCR para crear un clon de la regién variable completamente
sintético. Este procedimiento tiene ciertas ventajas tales como la eliminacion o la inclusién de sitios de restriccion
concretos, o la optimizacién de codones concretos.

Las secuencias de nucledtidos de los transcritos de la cadena pesada vy la ligera de un hibridoma se utilizan para
disefiar un conjunto solapante de oligonucledtidos sintéticos para crear secuencias V sintéticas con capacidades
codificantes de aminoacidos idénticas a las de las secuencias naturales. Las secuencias de la cadena pesada y
kappa sintéticas pueden diferir de las secuencias naturales de tres maneras: las hileras de bases nucleotidicas
repetidas se interrumpen para facilitar la sintesis de oligonucleoétidos y la amplificacion por PCR; se incorporan sitios
de inicio de la traduccion optimos de acuerdo con las reglas de Kozak (Kozak, 1991, J. Biol. Chem.
266L19867019870); y, se disefan sitios Hindlll aguas arriba de los sitios de inicio de la traduccion.

Para las regiones variables tanto de la cadena pesada como ligera, las secuencias de las hebras codificantes
optimizadas, y las correspondientes no codificantes se rompen en 30 - 50 nucleétidos, aproximadamente el punto
medio del correspondiente oligonucleétido no codificante. De este modo, para cada cadena, se pueden emsamblar
los oligonucledtidos en conjuntos de doble hebra solapantes que abarcan segmentos de 150 - 400 nucledtidos.
Después se utilizan las reservas como moldes para producir productos de amplificacion por PCR de 150 - 400
nucledtidos. Tipicamente, un unico conjunto de oligonucleétidos de la regién variable se rompera en dos reservas
que se amplifican por separado para generar dos productos de PCR solapantes. Estos productos solapantes se
combinan después mediante amplificacion por PCR para formar la region variable completa. También puede ser
deseable incluir un fragmento solapante de la regién constante de la cadena pesada o ligera (incluyendo el sitio Bbsl
de la cadena ligera kappa, o el sitio Agel de la cadena pesada gamma) en la amplificacion por PCR para generar
fragmentos que pueden ser clonados facilmente en los constructos del vector de expresion.

Las regiones variables de la cadena pesada y ligera reconstruidas se combinan después con las secuencias del
promotor, la secuencia lider, el inicio de la traduccion, la secuencia lider, la regién constante, 3' no traducida,
poliadenilacién, y terminacién de la transcripcion clonadas para formar constructos del vector de expresién. Los
constructos de expresion de la cadena pesada y ligera se pueden combinar en un Unico vector, transfectarlos
simultdneamente, transfectarlos seriadamente, o transfectarlos por separado en células anfitrionas que después se
fusionan para formar una célula anfitriona que expresa ambas cadenas.

Los plasmidos para su uso en la construccion de vectores de expresion para IgGk humana se describen mas abajo
(Ejemplo 1). Los plasmidos fueron construidos de manera que las secuencias de ADNc de la cadena pesada V y
ligera kappa V amplificadas por PCR pudieran ser utilizadas para reconstruir los minigenes de las cadenas pesada y
ligera completos. Estos plasmidos se pueden utilizar para expresar anticuerpos IgGik o IgGsk completamente
humanos. Los anticuerpos completamente humanos y quiméricos de la presente invencién también incluyen los
anticuerpos 19G2, 19G3, IgE, IgA, IgM, e IgD. Se pueden construir plasmidos similares para la expresion de otros
isotipos de cadena pesada, o para la expresion de anticuerpos que comprenden cadenas ligeras lambda.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2375271 T3

Los rasgos estructurales de un anticuerpo anti-IL-15 humano descrito en la presente memoria, 146B7, 147H5,
404A8 y 404EA, se pueden utilizar para crear anticuerpos anti-IL-15 humanos relacionados estructuralmente que
conservan al menos una propiedad funcional de los anticuerpos de la invencién, tales como la unién a IL-15. Mas
especificamente, se pueden combinar una o mas regiones CDR de 146B7, 147H5, 404A8 y 404E4
recombinantemente con regiones marco humanas conocidas y CDR para crear anticuerpos anti-IL-15 humanos
disefiados recombinantemente, adicionales.

En otra realizacion, la invencion proporciona un método para preparar un anticuerpo anti-IL-15 que comprende:

preparar un anticuerpo de la invencion que comprende (1) regiones marco de la cadena pesada humana y
CDR de la cadena pesada humana, donde al menos una de las CDR de la cadena pesada humana
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias de aminoacidos de las CDR
mostradas en la Figura 2 (o los correspondientes residuos de aminoacido del SEQ ID NO: 2); y (2) regiones
marco de la cadena ligera humana y CDR de la cadena ligera humana, donde al menos una de las CDR de la
cadena pesada humana comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las secuencias de
aminoacido de las CDR mostradas en la Figura 3 (o los correspondientes residuos de aminoacido del SEQ ID
NO: 4);

donde el anticuerpo conserva la capacidad para unirse a IL-15.

La capacidad del anticuerpo para unirse a IL-15 se puede determinar utilizando analisis de unién convencionales,
tales como los mostrados en los Ejemplos (p. €j., un ELISA).

Los anticuerpos recombinantes de la invencion preparados como se expone mas arriba comprenden las CDR3 de la
cadena pesada y ligera de 146B7, las CDR2 de 146B7 y las CDR1 de 146B7.

Ademas de por la simple union a IL-15, se pueden seleccionar anticuerpos disefiados tales como los descritos mas
arriba por su conservacion de otras propiedades funcionales de los anticuerpos de la invencién, tales como:

(1) unién a IL-15 humana e inhibicién de los efectos pro-inflamatorios inducidos por IL-15;

(2) inhibicién de la producciéon de TNFa o la proliferacion de células T inducidas por IL-15;

(3) uniéon a IL-15 humana con una constante de disociacion en el equilibrio (Kp) de menos de
aproximadamente 107 M cuando se determina mediante tecnologia de resonancia de plasmoén superficial
(SPR) en un aparato BIACORE 3000 utilizando IL-15 humana recombinante como analito y el anticuerpo
como ligando;

(4) unién a un epitopo localizado en el dominio de interaccién a la cadena 3 y/o y de la IL-15 humana;

(5) interferencia con la unién de Asp8 de la IL-15 humana a la unidad B del receptor de IL-15 humana y/o de
GIn'® de IL-15 humana a la unidad y del receptor de IL-15 humana;

(6) union a la IL-15 humana unida al receptor;

(7) unién a IL-15 humana e inhibicidn de la capacidad de la IL-15 humana para inducir paraqueratosis;

(8) unién a IL-15 humana e inhibicion de la capacidad de IL-15 humana para inducir engrosamiento
epidérmico;

(9).union a IL-15 humana e inhibicion de la capacidad de IL-15 para inducir la proliferacion de
queratinocitos; y/o

(10) unién a IL-15 humana e inhibiciéon de la capacidad de la IL-15 humana para inducir quimiotaxis de
leucocitos activados.

Caracterizacion de Anticuerpos Monoclonales Humanos para IL-15

Se pueden caracterizar los anticuerpos monoclonales humanos de la invencion para determinar su unién a IL-15
utilizando una variedad de técnicas conocidas. Generalmente, los anticuerpos se caracterizan inicialmente mediante
ELISA. Brevemente, se pueden recubrir placas de microtitulacion con IL-15 purificada en PBS, y después bloquearla
con proteinas irrelevantes tales como albumina de suero bovino (BSA) diluida en PBS. Se anaden diluciones de
plasma de ratones inmunizados para IL-15 a cada pocillo y se incuban durante 1-2 horas a 37°C. Las placas se
lavan con PBS/Tween 20 y después se incuban con reactivo policlonal especifico de Fc de IgG con un reactivo
policlonal anti-lgG especifico de Fc humano de cabra conjugado con fosfatasa alcalina durante 1 hora a 37°C.
Después del lavado, las placas se revelaron con sustrato ABTS, y se analizaron a una DO de 405. Preferiblemente,
se utilizaran para las fusiones ratones que desarrollen los titulos mas elevados.

Se puede utilizar un analisis ELISA como se ha descrito mas arriba para escrutar en busca de anticuerpos y, por
tanto, de hibridomas que producen anticuerpos que muestran reactividad positiva con el inmunégeno IL-15. Los
hibridomas que se unen, preferiblemente con elevada afinidad, a IL-15 se pueden subclonar y caracterizar
adicionalmente. Después se puede seleccionar un clon de cada hibridoma, que conserva la reactividad de las
células parentales (por medio de ELISA), para elaborar un banco de células, y para la purificacion del anticuerpo.

Para purificar anticuerpos anti-IL-15 humana, se pueden hacer crecer hibridomas seleccionados en botellas
giratorias, matraces de agitacion de dos litros u otros sistemas de cultivo. Los sobrenadantes se pueden filtrar y
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concentrar antes de la cromatografia de afinidad con proteina A-sefarosa (Pharmacia, Piscataway, NJ) para purificar
la proteina. Después del intercambio de tampén por PBS, se puede determinar la concentracion mediante DOzgo
utilizando un coeficiente de extincion de 1,43 o preferiblemente mediante analisis nefelométrico. Se puede verificar la
IgG mediante electroforesis en gel y mediante un método especifico para antigenos.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-IL-15 humana seleccionados se unen a epitopos unicos, cada
anticuerpo puede ser biotinilado utilizando reactivos disponibles en el mercado (Pierce, Rockford, IL). Se puede
detectar la unién del Mab biotinilado con una sonda marcada con estreptavidina. Para determinar el isotipo de los
anticuerpos purificados, se pueden realizar ELISA de isotipo utilizando mecanismos reconocidos en la técnica. Por
ejemplo, se pueden recubrir los pocillos de las placas de microtitulacion con 10 ug/ml de anti-lg humana durante la
noche a 4°C. Después de bloquear con BSA al 5%, las placas se hacen reaccionar con 10 pg/ml de anticuerpos
monoclonales o controles de isotipo purificados, a la temperatura ambiente durante dos horas. Los pocillos se
pueden hacer reaccionar después o bien con IgG1 humana o bien con otras sondas conjugadas especificas de
isotipos humanos. Las placas se desarrollan y se analizan como se ha descrito mas arriba.

Para someter a ensayo la uniéon de los anticuerpos monoclonales a células vivas que expresan IL-15, se puede
utilizar la citometria de flujo. En resumen, se mezclan lineas celulares y/o PBMC humanas que expresan IL-15 unida
a la membrana (desarrolladas en condiciones de crecimiento convencionales) con diferentes concentraciones de
anticuerpos monoclonales en PBS que contiene BSA al 0,1% y NaN3 al 0,01% a 4°C durante 1 hora. Después de
lavar, las células se hacen reaccionar con anticuerpo anti-lgG humana marcado con fluoresceina en las mismas
condiciones que la tincidén del anticuerpo primario. Las muestras se pueden analizar por medio de un aparato
FACScan utilizando propiedades de luz y dispersion lateral para acotar las células individuales y se determina la
unién de los anticuerpos marcados. Se puede utilizar un andlisis alternativo que utiliza la microscopia de
fluorescencia (ademas o en lugar) del andlisis de citometria de flujo. Las células se pueden tefir exactamente como
se describe mas arriba y examinar mediante microscopia de fluorescencia. Este método permite la visualizacion de
células individuales, pero puede tener una sensibilidad disminuida dependiendo de la densidad del antigeno.

Se pueden someter a ensayo adicionalmente IgG anti-IL-15 humana para determinar la reactividad con el antigeno
IL-15 mediante transferencia Western. Brevemente, se pueden preparar extractos celulares a partir de células que
expresan IL-15 y someterlos a electroforesis en gel de poliacrilamida — dodecilsulfato de sodio. Después de la
electroforesis, se transferiran los antigenos separados a membranas de nitrocelulosa, se bloquearan con suero de
raton al 20%, y se sondearan con los anticuerpos monoclonales que se van a someter a ensayo. Se puede detectar
la unién a IgG humana utilizando anti-lgG humana con fosfatasa alcalina y revelar con tabletas de sustrato
BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

Il Produccion de Animales no Humanos Transgénicos y Transcromosomicos Que Generan Anticuerpos Anti-
IL-15 Monoclonales Humanos

En otro aspecto mas, la invencién proporciona animales no humanos transgénicos y transcromosomicos, tales como
ratones transgénicos o transcromosomicos, que son capaces de expresar los anticuerpos monoclonales humanos
de la invencién que se unen especificamente a IL-15. En una realizacion concreta, la invencién proporciona un ratén
transgénico o transcromosémico que tiene un genoma que comprende un transgén de la cadena pesada humana,
de manera que el raton produce anticuerpos anti-IL-15 humanos de la invenciéon cuando se inmuniza con antigeno
IL-15 y/o células que expresan IL-15. El transgén de la cadena pesada humana puede ser integrado en el ADN
cromosémico del ratén, como en el caso de los ratones transgénicos, p. ej., HUMADb como se describe con detalle y
se ilustra en la presente memoria. Como alternativa, el transgén de la cadena pesada humana se puede mantener
extracromosémicamente, como en el caso de los ratones transcromosémicos (p. €j., KM) como se describe en el
documento WO 02/43478 (publicado el 6 de Junio de 2002). Tales ratones transgénicos y transcromosomicos son
capaces de producir multiples isotipos de anticuerpos monoclonales humanos para IL-15 (p. €j., IgG, IgA y/o IgE)
experimentando recombinacién V-D-J y cambio de isotipo. ElI cambio de isotipo se puede producir, p. ej., mediante
cambio de isotipo clasico o no clasico.

El disefio de animales no humanos transgénicos o transcromosémicos que responden a la estimulaciéon con un
antigeno foraneo con un repertorio de anticuerpos heterélogos, requiere que los transgenes de inmunoglobulina
heterélogos contenidos en el animal transgénico funcionen correctamente en toda la ruta de desarrollo de las células
B. Esto incluye, por ejemplo, el cambio de isotipo del transgén de la cadena pesada heterdloga. Por consiguiente, se
construyen transgenes con el fin de que produzcan cambio de isotipo y uno 0 mas de los siguientes anticuerpos: (1)
expresion especifica del tipo celular y de elevado nivel, (2) reordenamiento del gen funcional, (3) activacion y
respuesta a la exclusion alélica, (4) expresion de un repertorio primario suficiente, (5) transduccion de la sefial, (6)
hipermutaciéon somatica, y (7) dominacion del locus del anticuerpo transgénico durante la respuesta inmunitaria.

No es necesario satisfacer todos los criterios anteriores. Por ejemplo, en aquellas realizaciones en las que los loci de
la inmunoglobulina endégena del animal transgénico estan interrumpidos funcionalmente, no se necesita que el
transgén active la exclusion alélica. Adicionalmente, en aquellas realizaciones en las que el transgén comprende un
gen de inmunoglobulina de la cadena pesada y/o ligera reordenado funcionalmente, es innecesario el segundo
criterio de reordenamiento del gen funcional, al menos para ese transgén que ya esta reordenado. Para los
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antecedentes sobre la inmunologia molecular, véase, Fundamental Immunology, 22 edicion (1989), Paul William E.,
ed. Raven Press, N.Y.

En ciertas realizaciones, los animales no humanos transgénicos o transcromosémicos utilizados para generar
anticuerpos monoclonales humanos de la invencién contienen transgenes de la cadena pesada y ligera de
inmunoglobulina heteréloga reordenados, no reordenados o una combinacién de reordenados y no reordenados en
la linea germinal del animal transgénico. Cada uno de los transgenes de la cadena pesada comprende al menos un
gen Cu. Ademas, el transgén de la cadena pesada puede contener secuencias de cambio de isotipo funcionales, que
son capaces de soportar el cambio de isotipo de un transgén heterélogo que codifica multiples genes Cy en las
células B del animal transgénico. Tales secuencias de cambio pueden ser aquellas que existen naturalmente en el
locus de la inmunoglobulina de la linea germinal de la especie que sirve como fuente de los genes Cy del transgén, o
tales secuencias de cambio pueden derivar de las que existen en la especie que va a recibir el constructo del
transgén (el animal transgénico). Por ejemplo, un constructo de un transgén humano que se utiliza para producir un
raton transgénico puede producir una mayor frecuencia de eventos de cambio de isotipo si incorpora secuencias de
cambio similares a las que existen naturalmente en el locus de la cadena pesada de ratén, ya que presumiblemente
las secuencias de cambio del ratén estan optimizadas para funcionar con el sistema de enzima recombinasa de
cambio del raton, mientras las secuencias de cambio humanas no lo estan. Las secuencias de cambio se pueden
aislar y clonar mediante métodos de clonacién convencionales, o se pueden sintetizar de novo a partir de
oligonucledtidos sintéticos solapantes disefiados basandose en la informaciéon de secuencias publicada referente a
las secuencias de la region de cambio de la inmunoglobulina (Mills et al., Nucl. Acids Res. 15:7305-7316 (1991);
Sideras et al., Intl. Immunol. 1:631-642 (1989)). Para cada uno de los animales transgénicos anteriores, los
transgenes de inmunoglobulina de la cadena pesada y ligera reordenados funcionalmente se encuentran en una
fraccion significativa de las células B de los animales transgénicos (al menos 10 por ciento).

Los transgenes utilizados para generar los animales transgénicos de la invencion incluyen un transgén de la cadena
pesada que comprende ADN que codifica al menos un segmento del gen variable, un segmento génico de
diversidad, un segmento génico de unién y al menos un segmento génico de la regién constante. El transgén de la
cadena ligera de inmunoglobulina comprende ADN que codifica al menos un segmento génico variable, un
segmento génico de uniéon y al menos un segmento génico de la region constante. Los segmentos génicos que
codifican los segmentos génicos de la cadena ligera y pesada son heterélogos para el animal no humano
transgénico ya que derivan de, o corresponden a, ADN que codifica segmentos génicos de la cadena pesada y
ligera de inmunoglobulina de una especie que no consiste en el animal no humano transgénico. En un aspecto de la
invencion, el transgén se construye de manera que los segmentos génicos individuales no estén reordenados, esto
es, no reordenados con el fin de codificar una cadena ligera o pesada de inmunoglobulina funcional. Tales
transgenes no reordenados apoyan la recombinacion de los segmentos génicos V, D, y J (reordenamiento funcional)
y preferiblemente apoyan la incorporacion de todo o una porcién del segmento génico de la regidon D en la cadena
pesada de la inmunoglobulina reordenada resultante dentro del animal no humano transgénico cuando se expone al
antigeno IL-15.

En una realizacion alternativa, los transgenes comprenden un "mini-locus" reordenado. Tales transgenes
comprenden tipicamente una porcion sustancial de los segmentos C, D, y J asi como un subgrupo de los segmentos
del gen V. En tales constructos, las diferentes secuencias reguladoras, p. ej. promotores, intensificadores, regiones
de cambio de clase, secuencias donadoras de empalmes y aceptoras de empalmes para el procesamiento del ARN,
sefiales de recombinacion y similares, comprenden las correspondientes secuencias derivadas del ADN heterdlogo.
Tales secuencias reguladoras se pueden incorporar al transgén de la misma especie o de una especie relacionada
del animal no humano utilizado en la invencion. Por ejemplo, se pueden combinar segmentos génicos de
inmunoglobulina humana en un transgén con una secuencia intensificadora de inmunoglobulina de roedor para su
uso en un raton transgénico. Alternativamente, se pueden incorporar secuencias reguladoras sintéticas al transgén,
donde tales secuencias reguladoras sintéticas no son homoélogas a una secuencia de ADN funcional que se sabe
que existe naturalmente en los genomas de los mamiferos. Las secuencias reguladoras sintéticas se disefian de
acuerdo con reglas consenso, tales como, por ejemplo, aquellas que especifican las secuencias permisibles de un
sitio aceptor de empalme o un motivo promotor/intensificador. Por ejemplo, un minilocus comprende una porcién del
locus de inmunoglobulina gendmico que tiene al menos una delecion interna (esto es, no en el extremo de la
porciéon) de una porcion de ADN no esencial (p. ej., secuencia intermedia; intrén o porcion del mismo) en
comparacioén con el locus de Ig de la linea germinal de origen natural.

En una realizacién preferida de la invencién, el animal transgénico o transcromosémico utilizado para generar
anticuerpos humanos para IL-15 contiene al menos una, tipicamente 2-10, y algunas veces 25-50 o0 mas copias del
transgén descrito en el Ejemplo 2 del documento WO 98/24884 (p. ej., pHC1 o pHC2) engendradas con un animal
que contiene una Unica copia de un transgén de la cadena ligera descrito en los Ejemplos 5, 6, 8, o 14 del
documento WO 98/24884, y el vastago engendrado con el animal con Jy suprimida descrito en el Ejemplo 10 del
documento WO 98/24884. Los animales son engendrados hasta la homocigosis para cada uno de estos tres rasgos.
Tales animales tienen el siguiente genotipo: una Unica copia (por juego haploide de cromosomas) de un minilocus no
reordenado de la cadena pesada humana (descrito en el Ejemplo 12 del documento WO 98/24884), una unica copia
(por juego haploide de cromosomas) de un constructo de cadena ligera kK humana reordenada (descrito en el
Ejemplo 14 del documento WO 98/24884), y una delecion en cada locus de la cadena pesada de ratén enddgena
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que elimina todos los segmentos Ju funcionales (descrita en el Ejemplo 10 del documento WO 98/24884). Tales
animales se engendran con ratones que son homozigotos para la delecién de los segmentos Ju (Ejemplo 10 del
documento WO 98/24884) para producir vastagos que son homocigotos para la deleciéon Jy y hemicigotos para los
constructos de la cadena pesada y ligera humana. A los animales resultantes se les inyectan antigenos y se utilizan
para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos contra estos antigenos.

Las células B aisladas de tal animal son monoespecificas con respecto a las cadenas pesada y ligera humanas
debido a que contienen solamente una Unica copia de cada gen. Ademas, seran monoespecificas con respecto a las
cadenas pesadas de ser humano o ratén debido a que ambas copias del gen de la cadena pesada de ratén
enddgenas son no funcionales en virtud de la delecidon que abarca la region Jy introducida como se describe en los
Ejemplos 9 y 12 del documento WO 98/24884. Ademas, una fraccidon sustancial de las células B sera
monoespecifica con respecto a las cadena ligeras humana o de ratén debido a que la expresion de la Unica copia
del gen de la cadena ligera k humana reordenada excluird alélicamente e isotipicamente la reordenaciéon de los
genes de la cadena k y lambda humana en una fraccion significativa de las células B.

Los ratones transgénicos y transcromosomicos empleados en la presente invencion muestran produccion de
inmunoglobulina con un repertorio significativo, de manera ideal sustancialmente similar al de un raton nativo. De
este modo, por ejemplo, en las realizaciones en las que los genes de Ig endégenos han sido inactivados, los niveles
de inmunoglobulina total oscilaran de alrededor de 0,1 a 10 mg/ml de suero, preferiblemente 0,5 a 5 mg/ml,
idealmente al menos alrededor de 1,0 mg/ml. Cuando se ha introducido un transgén capaz de efectuar un cambio a
IgG desde IgM en el ratén transgénico, la proporcidon en raton adulto de IgG a IgM en suero es preferiblemente
alrededor de 10:1. La razén de IgG a IgM sera mucho menor en el ratén inmaduro. En general, mas de alrededor de
10%, preferiblemente 40 a 80% de las células B del bazo y el ganglio linfatico expresan exclusivamente la proteina
IgG humana.

El repertorio se aproximara idealmente al mostrado en un ratén nativo, normalmente al menos tanto como alrededor
de 10%, preferiblemente 25 a 50% o mas. Generalmente, se produciran al menos alrededor de mil inmunoglobulinas
diferentes (idealmente IgG), preferiblemente de 10* a 10° o mas, dependiendo principalmente del nimero de
regiones V, J y D diferentes introducidas en el genoma del ratén. Estas inmunoglobulinas reconoceran tipicamente
alrededor de la mitad o mas de las proteinas altamente antigénicas, p. ej., proteina A de Staphylococcus.
Tipicamente, las inmunoglobulinas mostraran una afinidad (Kp) para los antigenos preseleccionados inferior a 10”7
M, tal como inferior a 10~ M, 10° M 0 10" M o incluso menor.

En algunas realizaciones, puede ser preferible generar ratones con repertorios predeterminados para limitar la
seleccion de genes V representados en la respuesta de anticuerpos a un tipo de antigeno predeterminado. Un
transgén de la cadena pesada que tiene un repertorio predeterminado puede comprender, por ejemplo, genes Vy
humanos que se utilizan preferentemente en respuestas de anticuerpos al tipo de antigeno predeterminado en seres
humanos. Alternativamente, algunos genes Vy pueden ser excluidos de un repertorio definido por diferentes razones
(p. €j., tener una baja probabilidad de codificar regiones V de alta afinidad para el antigeno predeterminado; tener
una baja propension a experimentar mutacién somatica y mejorar la afinidad; o ser inmunogénicos para ciertos seres
humanos). De este modo, antes del reordenamiento de un transgén que contiene diferentes segmentos de genes de
la cadena pesada o ligera, tales segmentos génicos pueden ser facilmente identificados, p. ej., mediante hibridacion
o secuenciacion del ADN, al ser de una especie de organismo distinta del animal transgénico.

Los ratones transgénicos y transcromosémicos descritos mas arriba se pueden inmunizar, por ejemplo, con una
preparacion purificada o enriquecida de antigeno IL-15 y/o células que expresan IL-15. Alternativamente, los ratones
transgénicos se pueden inmunizar con ADN que codifica IL-15 humana. Los ratones produciran después células B
que experimentan cambio de clase por medio de recombinacién de cambio intratransgén (cambio cis) y expresan
inmunoglobulinas reactivas con IL-15. Las inmunoglobulinas pueden ser anticuerpos humanos (también referidos
como "anticuerpos de secuencia humana"), donde los polipéptidos de la cadena pesada y ligera estan codificados
por secuencias de transgenes humanos, que pueden incluir secuencias derivadas mediante mutacién somatica y
uniones recombinatorias de la regién V, asi como secuencias codificadas de la linea germinal; estos anticuerpos
humanos pueden ser referidos por ser sustancialmente idénticos a una secuencia de polipéptidos codificada por un
segmento génico de V. o Vy humana y un segmento de J. o Dy y Ju humana, incluso aunque puedan estar
presentes otras secuencias que no sean de la linea germinal como resultado de mutacion somatica y uniones de
recombinacién de V-J y V-D-J diferencial. Las regiones variables de cada cadena de anticuerpo estan codificadas
tipicamente al menos en un 80 por ciento por segmentos génicos V, J, de la linea germinal, y, en el caso de las
cadenas pesadas, segmentos génicos D; frecuentemente al menos 85 por ciento de las regiones variables estan
codificadas por secuencias de la linea germinal humana presentes en el transgén; a menudo 90 o 95 por ciento o
mas de las secuencias de la region variable estan codificadas por secuencias de la linea germinal humana
presentes en el transgén. Sin embargo, puesto que las secuencias que no son de la linea germinal son introducidas
por mutaciéon somatica y unién VJ y VDJ, los anticuerpos de la secuencia humana tendran frecuentemente algunas
secuencias de la region variable (y menos frecuentemente secuencias de la regién constante) que no son
codificadas por segmentos génicos V, D, o J humanos encontrados en los transgenes humanos de la linea germinal
de los ratones. Tipicamente, tales secuencias que no son de la linea germinal (o posiciones de nucleétidos
individuales) se agruparan en o cerca de las CDR, o en regiones donde se sabe que se agrupan las mutaciones
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somaticas.

Los anticuerpos humanos que se unen al antigeno predeterminado pueden resultar del cambio de isotipo, de
manera que se producen anticuerpos humanos que comprenden una cadena y de secuencia humana (tal como y1,
y2a, y2B, o y3) y una cadena ligera de secuencia humana (tal como kappa). Tales anticuerpos humanos de isotipo
cambiado a menudo contienen una o mas mutaciones somaticas, tipicamente en la region variable y a menudo en o
a aproximadamente 10 residuos de una CDR) como resultado de la maduracion de afinidad y la seleccion de las
células B por un antigeno, concretamente después de una sensibilizacion con antigeno secundario (o posterior).
Estos anticuerpos humanos de alta afinidad pueden tener afinidades de unién (Kp) de menos de 107 M, tal como
menos de 10® M, 10° M 0 10" M o incluso inferior.

Otro aspecto de la invencidn incluye células B derivadas de ratones transgénicos o transcromosémicos como se
describe en la presente memoria. Las células B pueden ser utilizadas para generar hibridomas que expresan
anticuerpos monoclonales humanos que se unen con una elevada afinidad (p. €j., inferior a 107 M) a IL-15 humana.
De este modo, en otra realizacion, la invencidn proporciona un hibridoma que produce un anticuerpo humano de la
invencién que tiene una afinidad (Kp) menor de 107 M, por ejemplo menor de 10 M, 10° M 0 10" M o incluso
inferior cuando se determina mediante la tecnologia de resonancia de plasmoén superficial (SPR) en un aparato
BIACORE 3000 utilizando IL-15 humana recombinante como analito y el anticuerpo como ligando para la unién a IL-
15 humana, donde el anticuerpo comprende:

una cadena ligera de secuencia humana compuesta por (1) una regién variable de la cadena ligera que tiene
una secuencia de polipéptido que es sustancialmente idéntica a una secuencia de polipéptido codificada por
un segmento génico de V. humano y un segmento de J. humano, y (2) una regién constante de la cadena
ligera que tiene una secuencia de polipéptido que es sustancialmente idéntica a una secuencia de polipéptido
codificada por un segmento génico de C. humano; y

una cadena pesada de secuencia humana compuesta por (1) una region variable de la cadena pesada que
tiene una secuencia de polipéptido que es sustancialmente idéntica a una secuencia de polipéptido codificada
por un segmento génico de V4 humano, opcionalmente una regién D, y un segmento de Jy humano, y (2) una
regién constante que tiene una secuencia de polipéptido que es sustancialmente idéntica a una secuencia de
polipéptido codificada por un segmento génico de C4 humano.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales humanos de alta afinidad contra IL-15 se puede facilitar mediante un
método para expandir el repertorio de segmentos génicos de la region variable humana en un ratén transgénico que
tiene un genoma que comprende un transgén de inmunoglobulina humano integrado, comprendiendo dicho método
introducir en el genoma un transgén del gen V que comprende segmentos génicos de la regién V que no estan
presentes en dicho transgén de inmunoglobulina humana integrado. A menudo, el transgén de la regién V es un
cromosoma artificial de levadura que comprende una porciéon de la matriz de segmentos génicos Vy o V((Vk)
humanos, ya que puede existir naturalmente en un genoma humano o ya que pueden ser empalmados juntos de
manera separada mediante métodos recombinantes, que pueden incluir segmentos del gen V fuera de orden u
omitidos. A menudo al menos cinco o mas segmentos del gen V funcional estan contenidos en el YAC. En esta
variacion, es posible elaborar un ratén transgénico producido mediante el método de expansion del repertorio de V,
donde el ratdon expresa una cadena de inmunoglobulina que comprende una secuencia de la region variable
codificada por un segmento génico de la region V presente en el transgén de la region V y una region C codificada
en el transgén Ig humano. Por medio del método de expansion del repertorio de V, se pueden generar ratones
transgénicos que tienen al menos 5 genes V distintos; como también se pueden generar ratones que contienen al
menos alrededor de 24 genes V o mas. Algunos segmentos del gen V pueden ser no funcionales (p. €j.,
pseudogenes y similares); estos segmentos pueden ser conservados o pueden ser suprimidos selectivamente
mediante métodos recombinantes asequibles para los expertos en la técnica, si se desea.

Una vez que se ha disefiado la linea germinal de ratén para que contenga un YAC funcional que tiene un repertorio
del segmento V ampliado, sustancialmente no presente en el transgén de Ig humano que contiene los segmentos
génicos de J y C, se puede propagar el rasgo y engendrarlo en otros fondos genéticos, incluyendo fondos en los que
el YAC funcional que tiene un repertorio de segmentos V ampliado es producido en una linea germinal de ratén que
tiene un transgén de Ig humana diferente. Se pueden introducir multiples YAC funcionales que tienen un repertorio
de segmentos V ampliado en una linea germinal para trabajar con un transgén de Ig humana (o multiples transgenes
de Ig humana). Aunque son referidos en la presente memoria como transgenes YAC, tales transgenes cuando estan
integrados en el genoma pueden carecer sustancialmente de secuencias de levadura, tales como las secuencias
requeridas para la replicacion autdonoma en levaduras; tales secuencias pueden ser separadas opcionalmente
mediante ingenieria genética (p. €j., digestion con enzimas de restriccion y electroforesis en gel de campo pulsado u
otro método adecuado) una vez que la replicaciéon en levadura ya no es necesaria (esto es, antes de la introduccion
en una células ES de ratdén o un procigoto de ratén). Los métodos de propagacion del rasgo de la expresion de la
inmunoglobulina de secuencia humana, incluyen criar un ratén transgénico que tiene los transgenes de Ig humana, y
opcionalmente que también tiene un YAC funcional que tiene un repertorio de segmento V ampliado. Los segmentos
de los genes tanto Vy como V| pueden estar presentes en el YAC. El ratén transgénico puede ser criado en
cualquier fondo deseado por el profesional, incluyendo fondos que albergan otros transgenes humanos, incluyendo
transgenes de Ig humana y/o transgenes que codifican otras proteinas linfociticas humanas. Un raton transgénico
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que tiene un transgén YAC del repertorio de la regién V ampliado puede producir una inmunoglobulina de secuencia
humana de alta afinidad. Aunque lo anterior describe una realizacion preferida de los animales transgénicos de la
invenciodn, se contemplan otras realizaciones que han sido clasificadas en cuatro categorias:

I. Animales transgénicos que contienen un transgén de inmunoglobulina pesada no reordenada y ligera
reordenada;

Il. Animales transgénicos que contienen un transgén de inmunoglobulina pesada no reordenada y ligera no
reordenada;

Ill. Animales transgénicos que contienen un transgén de inmunoglobulina pesada reordenada ligera no
reordenada; y

IV. Animales transgénicos que contienen transgenes de inmunoglobulina pesada reordenada y ligera
reordenada.

De estas categorias de animales transgénicos, el orden de preferencia preferido es el siguiente Il > | > 1l > IV
cuando los genes de la cadena ligera endégenos (o al menos el gen K) han sido desactivados mediante
recombinacién homologa (u otro método) y | > Il > Illl >IV cuando los genes de la cadena ligera endégenos no han
sido desactivados y deben ser dominados por exclusion alélica.

lll. Productos Conjugados de Anticuerpo/Inmunotoxinas

En otro aspecto, la presente invencién ofrece un anticuerpo monoclonal anti-IL-15 humano de la invencion
conjugado con un radical terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco (p. €j., un inmunosupresor) o un
radiois6topo. Cuando se conjugan con una citotoxina, estos productos conjugados de anticuerpo son referidos como
"inmunotoxinas”. Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que sea perjudicial para (p. €j., elimine)
las células. Los ejemplos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina,
etoposido, tenoposido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracinodiona,
mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol, y puromicina y analogos u homélogos de los mismos. Los agentes terapéuticos incluyen, pero no estan
imitados a, antimetabolitos (p. ej., metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil-
descarbazina), agentes alquilantes (p. €j., mecloretamina, tioepa-clorambucil, melfalan, carmustina (BSNU) y
lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cis-diclorodiamina
platino (lI) (DDP) cisplatino), antraciclinas (p. ej., daunorrubicina (antiguamente daunomicina) y doxorrubicina),
antibidticos (p. e€j., dactinomicina (antiguamente actinomicina), bleomicina, mitramicina, y antramicina (AMC)), y
agentes anti-mitoticos (p. €j., vincristina y vinblastina). Un anticuerpo de la presente invencién se puede conjugar con
un radiosiétopo, p. €j., yodo radiactivo, para generar radiofarmacos citotdxicos para tratar un trastorno relacionado
con IL-15, tal como un cancer.

Los productos conjugados de anticuerpo de la invencién se pueden utilizar para modificar una respuesta biolégica
dada. No se considera que el radical terapéutico esta limitado a los agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por
ejemplo, el radical del farmaco puede ser una proteina o un polipéptido que posee una actividad biolégica deseada.
Tales proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa, o un fragmento activo de la misma,
tal como abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas, o toxina de la difteria; una proteina tal como el factor de
necrosis tumoral o el interferén y; o, modificadores de la respuesta bioldgica tales como, por ejemplo, linfoquinas,
interleuquina-1 ("IL-1"), interleuquina-2 ("IL-2"), interleuquina-6 ("IL-6"), factor estimulador de las colonias de
granulocitos macrofagos ("GM-CSF"), factor estimulador de las colonias de granulocitos ("G-CSF"), u otras
citoquinas o factores de crecimiento.

Las técnicas para conjugar tales radicales terapéuticos a anticuerpos son bien conocidas, véanse, p. €j., Arnon et al.,
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And Cancer
Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pags. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug
Delivery", en Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson et al. (eds.), pags. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987);
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pags. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future
Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pags. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe et al., "The
Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates"”, Immunol. Rev., 62:119-58 (1982).

IV. Composiciones Farmacéuticas

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicién, p. ej., una composicion farmacéutica, que
contiene uno o una combinacién de anticuerpos monoclonales humanos, o una o varias porciones de unién al
antigeno de los mismos, de la presente invencion, formulada junto con un portador farmacéuticamente aceptable. En
una realizacion preferida, las composiciones incluyen una combinacion de multiples (p. ej., dos o mas) anticuerpos
humanos aislados de la invencién. Preferiblemente, cada uno de los anticuerpos de la composiciéon se une a un
epitopo de IL-15 pre-seleccionado, distinto.
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Las composiciones farmacéuticas de la invencion también se pueden administrar en una terapia combinada, esto es,
combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia combinada puede incluir una composicién de la presente
invencién con al menos uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales, tales como agentes anti-inflamatorios, FARME
(farmacos anti-reumaticos modificadores de la enfermedad), agentes inmunosupresores, quimioterapéuticos, y
agentes para la psoriasis. Las composiciones farmacéuticas de la invencidon también se pueden administrar junto
con terapia de radiaciéon. La administracion simultanea con otros anticuerpos, tales como anticuerpos especificos de
CD4 y anticuerpos especificos de IL-2, también esta incluida en la invencién. Tales combinaciones con anticuerpos
especificos de CD4 o anticuerpos especificos de IL-2 se consideran particularmente Utiles para tratar enfermedades
autoinmunitarias y rechazos de transplantes.

Segun se utiliza en la presente memoria, "portador farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antiflingicos, agentes isotonicos y
retardadores de la absorcién, y similares que son fisioldgicamente compatibles. Preferiblemente, el portador es
adecuado para la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (p. €j.,
mediante inyeccion o infusion). Dependiendo de la ruta de administracion, el compuesto activo, esto es, el
anticuerpo, molécula biespecifica o multiespecifica, se puede recubrir con un sustancia para proteger el compuesto
de la accidén de los acidos y otras condiciones naturales que puedan inactivar el compuesto.

Una "sal farmacéuticamente aceptable" hace referencia a una sal que conserva la actividad biolégica deseada del
compuesto parental y no confiere ningun efecto toxicolégico no deseado (véase p. €j., Berge, S.M., et al. (1977) J.
Pharm. Sci. 66:1-19). Los ejemplos de tales sales incluyen las sales de adicion de acido y las sales de adicion de
alcalis. Las sales de adicién de acido incluyen aquellas derivadas de acidos inorganicos no toxicos, tales como
clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfarico, bromhidrico, yodhidrico, fosforoso y similares, asi como de acidos organicos
no toxicos tales como acidos mono- y dicarboxilicos alifaticos, acidos alcanoicos sustituidos con fenilo, acidos
hidroxialcanoicos, acidos aromaticos y acidos sulfonicos alifaticos y aromaticos y similares. Las sales de adicion de
alcalis incluyen aquellas derivadas de metales alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio, calcio y
similares, asi como de aminas organicas no toxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina, N-metilglucamina,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, procaina y similares.

Se puede administrar una composicién de la presente invencién por medio de una variedad de métodos conocidos
en la técnica. Como apreciara un experto en la técnica, la ruta y/o el modo de administracion dependeran de los
resultados deseados. Los compuestos activos se pueden preparar con portadores que protegeran el compuesto de
su liberacion rapida, tal como una formulacion de liberacion controlada, incluyendo implantes, parches
transdérmicos, y sistemas de liberacion microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biodegradables,
biocompatibles, tales como vinilacetato de etileno, polianhidridos, poli(acido glicolico), colageno, poli(ortoésteres), y
poli(acido lactico). Muchos métodos para la preparacion de tales formulaciones estan patentados o son
generalmente conocidos por los expertos en la técnica. Véase, p. ej., Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Para administrar un compuesto de la invencién por medio de ciertas rutas de administracién, puede ser necesario
recubrir el compuesto con, o administrar el compuesto simultaneamente con, una sustancia para evitar su
inactivacion. Por ejemplo, se puede administrar el compuesto a un sujeto en un portador apropiado, por ejemplo,
liposomas, o un diluyente. Los diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen solucién salina y soluciones de
tampones acuosos. Los liposomas incluyen emulsiones de agua en aceite en agua CGF asi como liposomas
convencionales (Strejan et al. (1984) J. Neuroimmunol. 7:27).

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de tales
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Salvo en la medida en la
que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las
composiciones farmacéuticas de la invencion. También se pueden incorporar a las composiciones compuestos
activos complementarios.

Las composiciones terapéuticas deben ser por lo general estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicién se puede formular en forma de una solucién, microemulsién, liposoma, u otra
estructra ordenada adecuada para una elevada concentracion de farmaco. El portador puede ser un disolvente o un
medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y
polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. Se puede mantener una fluidez apropiada,
por ejemplo, por medio del uso de un recubrimiento tal como lecitina, por medio del mantenimiento del tamafo de
particula adecuado en el caso de una dispersion y por medio del uso de tensioactivos. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro de
sodio en la composicion. Se puede ocasionar la absorciéon prolongada de las composiciones inyectables incluyendo
en la composicién un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, sales monoestearato y gelatina.

Se pueden preparar soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados mas arriba, segun se requiera,
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seguido de microfiltracion para la esterilizacién. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando el compuesto
activo a un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion alcalino y los otros ingredientes requeridos de los
enumerados mas arriba. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
los métodos de preparacion preferidos son el secado a vacio y el secado por congelacion (liofilizaciéon) que producen
un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucién previamente filtrada
para la esterilizacion de la misma.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (p. €j., una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un tnico bolo, se pueden administrar varias dosis divididas a lo largo
del tiempo o se puede reducir o incrementar proporcionalmente la dosis segun indiquen las exigencias de la
situacion terapéutica. Por ejemplo, se pueden administrar los anticuerpos humanos de la invencién una vez o dos
veces por semana mediante inyeccién subcutédnea o una vez o dos veces al mes mediante inyeccion subcutanea. Es
especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en una forma de dosificacion unitaria para facilitar la
administracion y la uniformidad de la dosificacion. Forma de dosificacién unitaria segun se utiliza en la presente
memoria hace referencia a unidades discretas fisicamente adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos
que se vayan a tratar; cada unidad contiene una cantidad previamente determinada de compuesto activo calculada
para producir el efecto terapéutico deseado asociado con el portador farmacéutico requerido. La especificacion para
las formas unitarias de dosificacion de la invencién vienen dictadas por y son directamente dependientes de (a) las
caracteristicas unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico concreto que se vaya a lograr, y (b) las
limitaciones inherentes a la técnica de composicién dicho compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad en los
individuos.

Los ejemplos de los antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua, tales
como acido ascorbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfato de sodio, metabosulfito de sodio, sulfito de sodio y
similares; (2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol, y similares; y (3) agentes quelantes metalicos,
tales como acido citrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico, y similares.

Para las composiciones terapéuticas, las formulaciones de la presente invencion incluyen aquellas para la
administracion oral, nasal, tépica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Las formulaciones se
pueden presentar convenientemente en una forma de dosificacidon unitaria y se pueden preparar mediante cualquier
método conocido en la técnica de farmacia. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con una
sustancia portadora para producir una Unica forma de dosificacién variara dependiendo del sujeto que se esté
tratando, y del modo de administracion concreto. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con una
sustancia portadora para producir una uUnica forma de dosificacion sera generalmente aquella cantidad de la
composicion que produce un efecto terapéutico. Generalmente, excepto el cien por cien, esta cantidad oscilara de
alrededor de 0,001 por ciento a alrededor de noventa por ciento de ingrediente activo, preferiblemente de alrededor
de 0,005 por ciento a alrededor de 70 por ciento, muy preferiblemente de alrededor de 0,01 por ciento a alrededor de
30 por ciento.

Las formulaciones de la presente invencion que son adecuadas para la administracion vaginal también incluyen
pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones para su pulverizacion que contienen
portadores conocidos en la técnica por ser apropiados. Las formas de dosificacion para la administracion topica o
transdérmica de las composiciones de esta invencion incluyen polvos, pulverizaciones, pomadas, pastas, cremas,
lociones, geles, soluciones, parches e inhalantes. El compuesto activo se puede mezclar en condiciones estériles
con un portador farmacéuticamente aceptable, y con cualquier conservante, tampon, o propelente que se pueda
requerir.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administrado parenteralmente" segun se utilizan en la presente
memoria representan modos de administracion distintos de la administracion entérica y tépica, normalmente por
medio de inyeccion, e incluyen, sin limitacion, inyecciones e infusiones intramusculares, intraarteriales, intratecales,
intracapsulares, intraorbitales, intracardiacas, intradérmicas, intraperitoneales, transtraqueales, subcutaneas,
subcuticulares, intraarticulares, subcapsulares, subaracnoideas, intraespinales, epidurales e intrasternales.

Los ejemplos de los portadores acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las composiciones
farmacéuticas de la invencién incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y
similares), y las mezclas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, por medio del mantenimiento del tamafio de particula requerido en
el caso de las dispersiones, y por medio del uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener coadyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencién de la presencia de microorganismos se puede
asegurar tanto mediante procedimientos de esterilizacion, supra, como mediante la inclusién de diferentes agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenolsorbico, y similares. También puede
ser deseable incluir agentes isoténicos, tales como azucares, cloruro de sodio, y similares en las composiciones.
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Ademas, se puede ocasionar la absorcion prolongada de la forma inyectable por medio de la inclusiéon de agentes
que retrasen la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Cuando los compuestos de la presente invencion se administran en forma de farmacos, a seres humanos y
animales, se pueden administrar solos o en forma de una composicién farmacéutica que contiene, por ejemplo,
0,001 a 90% (mas preferiblemente, 0,005 a 70%, tal como 0,01 a 30%) de ingrediente activo combinado con un
portador farmacéuticamente aceptable.

Con independencia de la ruta de administracion seleccionada, los compuestos de la presente invencion, que se
pueden utilizar en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se
formulan en formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables mediante métodos convencionales conocidos por
los expertos en la técnica.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién se pueden variar con el fin de obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la
respuesta terapéutica deseada para un paciente, una composicion, y un modo de administracion concretos, sin que
sea toxica para el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores
farmacocinéticos incluyendo la actividad de las composiciones concretas de la presente invencion empleadas, o el
éster, la sal o la amida de la misma, la ruta de administracion, el tiempo de administracion, la tasa de excrecion del
compuesto concreto que esté siendo empleado, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o
materiales utilizados combinados con las composiciones concretas empleadas, la edad, el sexo, el peso, el estado,
la salud general y el historial médico previo del paciente que esté siendo tratado, y factores similares bien conocidos
en las técnicas médicas. Un médico o veterinario que tenga un conocimiento practico normal en la técnica podran
determinar y prescribir facilmente la cantidad eficaz de la composiciéon farmacéutica requerida. Por ejemplo, el
médico o veterinario podria comenzar con dosis de los compuestos de la invenciéon empleadas en la composicion
farmacéutica a niveles inferiores a los requeridos para lograr el efecto terapéutico deseado e incrementar
gradualmente la dosificacion hasta lograr el efecto deseado. En general, una dosis diaria adecuada de una
composicion de la invencidn sera aquella cantidad del compuesto que esté en la dosis minima eficaz para producir
un efecto terapéutico. Dicha dosis eficaz dependera generalmente de los factores descritos mas arriba. Se prefiere
que la administracion sea intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, o subcutanea, preferiblemente administrada
proxima al sitio de la diana. Si se desea, la dosis diaria eficaz de de una composicion terapéutica se puede
administrar en forma de dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas sub-dosis administradas por separado a intervalos
apropiados a lo largo de todo el dia, opcionalmente en formas de dosificaciéon unitarias. Si bien es posible
administrar un compuesto de la presente invencion solo, es preferible administrar el compuesto en forma de una
formulacion farmacéutica (composicion).

Se pueden administrar composiciones terapéuticas con dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por ejemplo,
en una realizacion preferida, se puede administrar una composicién terapéutica de la invencién con un dispositivo de
inyeccion hipodérmica sin aguja, tales como los dispositivos descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nums.
5.399.163, 5.383.851, 5.312.335, 5.064.413, 4.941.880, 4.790.824, o0 4.596.556. Los ejemplos de los implantes y
modulos bien conocidos Utiles en la presente invencion incluyen: la Patente de los Estados Unidos Num. 4.487.603,
que describe una bomba de micro-infusién implantable para dispensar medicacién a una velocidad controlada; la
Patente de los Estados Unidos Num. 4.486.194, que describe un dispositivo terapéutico para administrar
medicamentos a través de la piel; la Patente de los Estados Unidos Num. 4.447.233, que describe una bomba de
infusién de medicacion para liberar medicacién a una velocidad de infusion precisa; la Patente de los Estados
Unidos NUm. 4.447.224, que describe un aparato de infusion implantable de flujo variable para la liberacién continua
de farmaco; la Patente de los Estados Unidos Num. 4.439.196, que describe un sistema de liberacion de farmaco
osmético que tiene compartimentos de multiples camaras; y la Patente de los Estados Unidos Num. 4.475.196, que
describe un sistema de liberacion de farmaco osmotico. Muchos otros de tales implantes, sistemas de liberacion, y
modulos son conocidos por los expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién se pueden formular para asegurar
una distribucioén in vivo apropiada. Por ejemplo, la barrera hematoencefalica (BHE) excluye muchos compuestos
altamente hidréfilos. Para asegurarse de que los compuestos terapéuticos de la invencién cruzan la BHE (si se
desea), se pueden formular, por ejemplo, en liposomas. Para los métodos de fabricacion de liposomas, véanse, p.
ej., las Patentes de los Estados Unidos 4.522.811; 5.374.548; y 5.399.331. Los liposomas pueden comprender uno o
mas radicales que son transportados selectivamente al interior de células u érganos especificos, intensificando de
este modo la liberacion dirigida del farmaco (véase, p. €j., V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685). Los
radicales de redireccionamiento ilustrativos incluyen folato o biotina (véase, p. €j., la Patente de los Estados Unidos
5.416.016 de Low et al.); mandsidos (Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038);
anticuerpos (P.G. Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents Chemother.
39:180); receptores de proteina A del tensioactivo (Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134), diferentes
especies de las cuales pueden comprender las formulaciones de la invencién, asi como componentes de las
moléculas inventadas; p120 (Schreier et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); véanse también K. Keinanen; M.L.
Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; J.J. Killion; I.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273. En una realizacion de la
invencion, los compuestos terapéuticos de la invencion se formulan en liposomas; en una realizacion mas preferida,
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los liposomas incluyen un radical de direccionamiento. En una realizaciéon muy preferida, los compuestos
terapéuticos de los liposomas son liberados mediante inyecciéon de bolo en un sitio préoximo al tumor o la infeccién.
La composicion debe ser fluida hasta el punto de que exista una facil jeringabilidad. Debe ser estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento y deben preservarse de la accidon contaminante de microorganismos
tales como bacterias y hongos.

Una "dosis terapéuticamente eficaz" para la artritis reumatoide dara como resultado una Definicion de Mejoria
Preliminar ACR20 en los pacientes, mas preferida una Definicion de Mejoria Preliminar ACR50 e incluso mas
preferida una Definicién de Mejoria Preliminar ARCD70.

La Definicién de Mejoria Preliminar ACR20 se define como: una mejoria de = 20% en: Recuento de Articulaciones
Sensibles (RAS) y Recuento de Articulaciones Hinchadas (RAH) y = 20% de mejoria en 3 de las 5 siguientes
evaluaciones: Evaluacion de Dolor del Paciente (EDP), Evaluacion Global del Paciente (EGP), Evaluacion Global por
el Médico (EGM), Autoevaluacion de la Discapacidad por Parte del Paciente (ADPP), Reaccionantes de la Fase
Aguda (RFA).

ACR50 y ACR70 se definen de la misma manera con mejorias de = 50% y = 70%, respectivamente. Para detalles
adicionales véase Felson et al. en American College of Rheumatology Preliminary Definition of Improvement in
Rheumatoid Arthritis; Arthritis Rheumatism (1995) 38: 727-735.

La capacidad de un compuesto para inhibir el cancer se puede evaluar en un sistema de modelo animal predictivo
de la eficacia en tumores humanos. Alternativamente, esta propiedad de una composicion se puede evaluar
examinando la capacidad de inhibicion del compuesto, tal inhibicion se puede determinar por medio de andlisis in
vitro conocidos por el experto en la técnica. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto terapéutico
puede disminuir el tamafio del tumor, o aliviar de otro modo los sintomas en el sujeto. Un experto normal en la
técnica seria capaz de determinar dichas cantidades basandose en factores tales como el tamafio del sujeto, la
gravedad de los sintomas del sujeto, y la composicién o ruta de administraciéon concretas seleccionadas.

La capacidad de los anticuerpos para tratar o prevenir la psoriasis también se puede evaluar de acuerdo con
métodos bien conocidos en la técnica.

La composicion debe ser estéril y fluida hasta el punto de que la composicion sea liberable por medio de una jeringa.
Ademas de agua, el portador puede ser una solucion salina tamponada isotdnica, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. Se puede mantener la
fluidez apropiada, por ejemplo, por medio del uso de revestimientos tales como lecitina, por medio el mantenimiento
del tamafio de particula requerido en el caso de las dispersiones y por medio del uso de tensioactivos. En muchos
casos, es preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, y
cloruro de sodio en la composicion. Se puede ocasionar la absorcion a largo plazo de las composiciones inyectables
incluyendo en la composicién un agente que retrase la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio o
gelatina.

Cuando el compuesto activo estda adecuadamente protegido, como se ha descrito mas arriba, el compuesto se
puede administrar oralmente, por ejemplo, con un diluyente inerte o un portador comestible asimilable.

V. Usos y Métodos de la Invencion

Los anticuerpos anti-IL-15 humanos para IL-15 de la presente invencién (incluyendo derivados y productos
conjugados de los anticuerpos) y las composiciones que contienen los anticuerpos se pueden utilizar en una
variedad de aplicaciones diagndsticas y terapéuticas in vitro e in vivo.

En una realizacion, los anticuerpos humanos de la invencién se utilizan para inhibir la produccion de TNFa por
células T y/o monocitos/macréfagos inducida por IL-15, preferiblemente sin inhibir la produccion de TNFa inducida
por otras citoquinas, tales como IL-2. Poniendo en contacto el anticuerpo con IL-15 (p. ej., mediante la
administracion del anticuerpo al sujeto), se inhibe la capacidad de IL-15 para sefializar a través del receptor de IL-15
y, de ese modo, también se inhibe la produccion de TNFa por las células T y/o monocitos/macréfagos. Los
anticuerpos preferidos se unen a los epitopos (p. €j., subunidades concretas, tales como la subunidad gamma) que
son especificas para IL-15 y, de este modo, inhiben ventajosamente la produccién de TNFa inducida por IL-15, pero
no interfieren en la produccion de TNFa por las citoquinas relacionadas estructuralmente, tales como IL-2.

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencién se utilizan para inhibir el reclutamiento y/o la
proliferaciéon de células T inducidos por IL-15, preferiblemente sin inhibir la proliferacién de células T inducida por
otras citoquinas relacionadas estructuralmente, tales como IL-2. Como con la produccidon de TNFa, poniendo en
contacto el anticuerpo con IL-15 (p. ej., administrando el anticuerpo a un sujeto), la capacidad de IL-15 para
sefializar a través del receptor de IL-15 es inhibida y, de este modo, la estimulacién de las células T por IL-15 es
inhibida.
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Por consiguiente, en otra realizacion mas, la presente invencion proporciona anticuerpos de la presente invencion
para su uso en un método de tratamiento o prevencién de un trastorno mediado por IL-15 (p. €j., una enfermedad
autoinmunitaria, tal como la psoriasis, la artritis reumatoide, o la enfermedad inflamatoria intestinal, o una
enfermedad infecciosa, tal como VIH), administrando a un sujeto un anticuerpo humano de la invencién en una
cantidad eficaz para tratar o prevenir el trastorno. El anticuerpo se puede administrar solo o junto con otro agente
terapéutico, tal como un agente anti-inflamatorio, p. ej., un agente inflamatorio esteroideo o no esteroideo, o una
citotoxina que actua junto con o sinérgicamente con el anticuerpo para tratar o prevenir la enfermedad mediada por
IL-15.

En una realizacion concreta, los anticuerpos humanos de la presente invencién se utilizan para tratar o para prevenir
la artritis reumatoide (AR). Los anticuerpos limitan el papel que juega la IL-15 en el progreso de la inflamacion
asociada con enfermedades tales como la AR. Las células T, concretamente las células T coadyuvantes CD4+,
estan implicadas en el inicio y el mantenimiento de los procesos inflamatorios en la AR. El TNF-a, otra citoquina,
también esta implicado en las rutas inflamatorias con conducen por ultimo a la destruccion de la articulacion y a la
incapacitacion del paciente con AR. La sintesis local de IL-15 juega un papel clave tanto en la activacién como en el
reclutamiento de las células T y en la induccién de TNF-a y otras citoquinas inflamatorias. El papel de IL-15 en el
progreso de la AR implica un proceso por medio del cual la IL-15, que es sintetizada en macroéfagos, induce el
reclutamiento de células T. Las células T activadas después: (1) mantienen la activacion de los macréfagos; y (2)
inducen la produccién de TNF-a. Los macréfagos estimulados promueven la sintesis de mas IL-15 y la activacion de
células T, continuando de ese modo el ciclo. Ademas de sus efectos sobre el TNF-a y los macréfagos, la IL-15
también activa los neutrofilos y afecta a la secreciéon de inmunoglobulina de las células B locales, concretamente la
sintesis de factor reumatoide.

Por consiguiente, se pueden utilizar los anticuerpos anti-IL-15 de la invencién para evitar o bloquear los efectos
anteriores de IL-15 que ocasionan la AR y, de este modo, se pueden utilizar para prevenir o tratar esta enfermedad.
Por ejemplo, se pueden utilizar los anticuerpos anti-IL-15 de la invencion para inhibir la inflamacién y/o prevenir la
quimiotaxis de los leucitos activados implicados en la AR.

Los anticuerpos humanos de la presente invencion se pueden utilizar para la inhibicion del progreso del dafo
estructural en pacientes con artritis reumatoide que han tenido una respuesta inadecuada al metotrexato para
reducir los signos y sintomas y retrasar el dafio estructural en pacientes con una artritis reumatoide gravemente
activa, incluyendo aquellos que no han tenido previamente un tratamiento fallido con un FARME.

Los anticuerpos humanos de la presente invencion también se pueden utilizar para bloquear o inhibir otros efectos
de IL-15. La IL-15 es expresada en diferentes células y tejidos incluyendo monocitos y macréfagos, fibroblastos,
células dendriticas, y queratinocitos. Los queratinocitos son los constituyentes principales de la epidermis y el
revestimiento epitelial del tejido mucosal. El control del crecimiento de queratinocitos esta mediado por una compleja
red de citoquinas y factores de crecimiento, algunas de las cuales son producidas por los propios queratinocitos. La
IL-15 derivada de queratinocitos contribuye a la acumulacién, proliferacion, y supervivencia de las células T en
placas psoriasicas. Se conocen muchas enfermedades en las que aumenta el numero de queratinocitos lo que
conduce a una hiperplasia epidérmica que es responsable de al menos algunos de los sintomas de las
enfermedades relacionadas. Estas enfermedades incluyen enfermedades crénicas tales como la psoriasis y la
dermatitis atopica, asi como afecciones como el eczema crénico de las manos, la dermatitis de contacto, verrugas
virales (asociadas al VPH), el linfoma de células T cutaneo, curacion lenta de tejidos, tal como la curacion lenta de
heridas debida a diabetes. Por consiguiente, los anticuerpos de la invencion se pueden utilizar en métodos para el
tratamiento o prevencion de tales trastornos administrando a los pacientes un anticuerpo anti-IL-15 humano de la
invencién en una cantidad eficaz para tratar o prevenir el trastorno. Por ejemplo, los anticuerpos anti-IL-15 de la
invencién se pueden utilizar para bloquear o inhibir la paraqueratosis en la psoriasis, reducir el grosor epidérmico en
la psoriasis, y reducir la proliferacién de queratinocitos en la psoriasis.

La IL-15 también modula la funcién de las células epiteliales intestinales (Reinecker, et al. (1996) Gastroenterology
111:1706-13). Especificamente, la IL-15 puede causar modificaciones sobre las células epiteliales mucosales y
sobre las lineas de células epiteliales intestinales y, por lo tanto, esta implicada en la patogénesis de las
enfermedades inflamatorias intestinales, p. €j., la enfermedad celiaca. El papel de IL-15 en tales enfermedades se
demuestra por la representacion en exceso selectiva de células IL-15+ en el intestino delgado de pacientes no
tratados con enfermedad celiaca (Documento WO 00/02582). De este modo, se ha demostrado que IL-15 esta
directamente implicada en el inicio y mantenimiento de la enfermedad celiaca. Por consiguiente, en otra realizacion,
se pueden utilizar los anticuerpos anti-IL-15 humanos de la presente invencion (esto es, que inhiben los efectos pro-
inflamatorios de IL-15) para tratar y/o prevenir la enfermedad celiaca administrando el anticuerpo a un paciente en
una cantidad eficaz para tratar o prevenir el trastorno.

Ademas, los autores de la presente invenciéon han descubierto que IL-15 también promueve la formacién de nuevos
vasos sanguineos, un proceso llamado neovascularizacion o angiogénesis. Por consiguiente, otro uso mas de los
anticuerpos de la invencion incluye la prevencion o el tratamiento de enfermedades que implican neovascularizacion.
Estas enfermedades incluyen una variedad de céanceres que estan basados en o se caracterizan por la
neovascularizacion, ademas de enfermedades inflamatorias.
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Los anticuerpos humanos de la presente invencién también se pueden utilizar para bloquear o inhibir los efectos de
IL-15 asociados con enfermedades infecciosas, por ejemplo por VIH. Por consiguiente, otro uso de los anticuerpos
de la invencion incluye la prevencion o el tratamiento de enfermedades infecciosas, p. €j., por VIH-1.

Por ejemplo, los anticuerpos se pueden utilizar in vitro o in vivo para diagnosticar una variedad de enfermedades
mediadas por IL-15. Especificamente, los anticuerpos se pueden utilizar para detectar niveles de IL-15, o niveles de
células que contienen IL-15 sobre su superficie de membrana o unida a sus receptores (IL-15 humana unida a
receptores). La deteccion de tales niveles de IL-15 puede guardar relaciéon con los sintomas de ciertas
enfermedades. Alternativamente, se pueden utilizar los anticuerpos para inhibir o bloquear la funcién de IL-15 que, a
su vez, puede evitar o aliviar los sintomas de enfermedades causadas por la funcién de IL-15.

Como se ha descrito previamente, los anticuerpos anti-IL-15 humanos de la invencién se pueden administrar
simultdneamente con uno o mas de otros agentes terapéuticos, p. ej., un agente inmunosupresor o un agente anti-
inflamatorio para incrementar el efecto anti-inflamatorio global. El anticuerpo se puede unir al agente (en forma de un
inmunocomplejo) o se puede administrar separado del agente. En este ultimo caso (administracion separada), el
anticuerpo se puede administrar antes, después o al mismo tiempo que el agente. Los agentes terapéuticos
adecuados incluyen, entre otros, agentes anti-inflamatorios, FARME (farmacos anti-reumaticos modificadores de la
enfermedad), agentes inmunosupresores, agentes quimioterapéuticos, y agentes para la psoriasis. Los anticuerpos
humanos de acuerdo con la invencién también se pueden administrar junto con la terapia por radiacion.

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencion se pueden administrar combinados con otros
anticuerpos, tales como anticuerpos especificos para CD4 y anticuerpos especificos para IL-2. Una combinacién de
los presentes anticuerpos humanos con anticuerpos especificos para CD4 o anticuerpos especificos para IL-2 se
considera particularmente util para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias y para los rechazos de
transplantes.

También se describen en la presente memoria kits que comprenden los anticuerpos anti-IL-15 humanos de la
invencion y, opcionalmente, las instrucciones para su uso. El kit puede contener adicionalmente uno o mas reactivos
adicionales, tales como un reactivo inmunosupresor, 0 uno o0 mas anticuerpos humanos de la invencion adicionales
(p. €j., un anticuerpo humano que tiene una actividad complementaria que se une a un epitopo en el antigeno de IL-
15 distinto del primer anticuerpo humano).

Por consiguiente, los pacientes tratados con los anticuerpos de la invencion se pueden administrar adicionalmente
(antes, simultdneamente, o después de la administracion de un anticuerpo humano de la invencion) con otro agente
terapéutico, tal como un agente terapéutico, tal como un agente anti-inflamatorio, que intensifica o aumenta el efecto
terapéutico de los anticuerpos humanos.

En otra realizacion mas, se pueden utilizar los anticuerpos humanos de la invencién para dirigir compuestos (p. €j.,
agentes terapéuticos, marcas, citotoxinas, inmunosupresores etc.) a células que tienen IL-15 unida a su superficie
(p. €j., unida a membrana o unida a receptor de IL-15 conectando tales compuestos con el anticuerpo. De este
modo, también se describen en la presente memoria los métodos para localizar ex vivo, in vivo o in vitro células que
expresan IL-15 y receptor de IL-15 (p. €j., con una marca detectable, tales como un radioisétopo, un compuesto
fluorescente, una enzima, o un co-factor enzimatico).

Otras realizaciones de la presente invencion se describen en los siguiente Ejemplos.

La presente invencion se ilustra adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos que no se deben considerar
limitantes adicionalmente.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 Generacion de ratones con Cmu redireccionado
Construccion de un vector de redireccionamiento CMD

El plasmido pICEmu contiene un fragmento EcoRI/Xhol del locus de la cadena pesada de la Ig murina, que abarca el
gen, que fue obtenido de una genoteca de fagos lambda genémica de Balb/C (Marcu et al. Cell 22: 187, 1980). Este
fragmento gendmico se subcloné en los sitios Xhol/BcoRI del plasmido pICEMI9H (Marsh et al; Gene 32, 481-485,
1984). Las secuencias de la cadena pesada incluidas en pICEmu se extendian aguas abajo del sitio EcoRI
localizado inmediatamente 3' del intensificador intrénico de mu, hacia el sitio Xhol localizado aproximadamente 1 kb
aguas abajo del ultimo exdn transmembrana del gen mu; sin embargo, una gran parte de la regién de repeticion de
cambio de mu ha sido suprimida mediante su pase por E. coli.

El vector de redireccionamiento se construyd como sigue. Se separé mediante corte el fragmento Hindlll/Smal de
1,3 kb de pICEmu y se subcloné en pBluescript digerido con Hindlll/Smal (Stratagene, La Jolla, CA). Este fragmento
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pICEmu se extiende desde el sitio Hindlll localizado a aproximadamente 1 kb 5' de Cmul al sitio Smal localizado en
Cmul. El plasmido resultante fue digerido con Smal/Spel y se inserté el fragmento Smal/Xbal de aproximadamente 4
kb de pICEmu, que se extiende desde el sitio Sma | en Cmul 3' al sitio Xbal localizado inmediatamente aguas abajo
del dltimo exén Cmu. El plasmido resultante, pTAR1, se linealizé en el sitio Smal, y se inserté una casete de
expresion neo. Esta casete consiste en el gen neo bajo el control transcripcional del promotor de fosfoglicerato
quinasa de raton (pgk) (fragmento Xbal/Taql; Adra et al. (1987) Gene 60: 65-74) y que contiene el sitio de
poliadenilacion de pgk (fragmento Pvull/Hindlll; Boer et al. (1990) Biochemical Genetics 28: 299-308). Esta casete
se obtuvo del plasmido pKJ1 (descrito por Tybulewicz et al. (1991) Cell 65: 1153-1163) a partir del cual se separd
por corte la casete de neo en forma de un fragmento EcoRI/Hindlll y se subcloné en pGEM-7Zf (+) digerido con
EcoRI/Hindlll para generar pGEM-7 (KJ1). La casete de neo se separé por corte de pGEM-7 (KJ1) mediante
digestidon con EcoRlI/Sall, sus extremos se volvieron romos y se subclond en el sitio Smal del plasmido pTAR1, en la
orientacion opuesta de las secuencias Cmu gendmicas. El plasmido resultante se linealizé con Not I, y se insertd
una casete con la timidina quinasa (tk) del virus herpes simplex para permitir el enriquecimiento de clones ES que
portaban recombinantes homdlogos, como describen Mansour et al. (1988) Nature 336: 348-352. Esta casete
consiste en las secuencias codificantes del gen tk delimitadas por el promotor y el sitio de poliadenilacion pgk de
raton, como describen Tybulewicz et al. (1991) Cell 65: 1153-1163. El vector de redireccionamiento CMD resultante
contiene un total de aproximadamente 5,3 kb de homologia con el locus de la cadena pesada y se disefia para que
genere un gen mu mutante en el cual se ha insertado una casete de expresion de neo en el Unico sitio Smal del
primero exén Cmu. El vector de redireccionamiento se linealizé con Pvul, que corta en las secuencias del plasmido,
antes de la electroporacion en células ES.

Generacion y analisis de células ES dirigidas

Se hicieron crecer células ES AB-1 (McMahon, A. P. y Bradley, A., (1990) Cell 62: 1073-1085) sobre capas
alimentadoras de células SNL76/7 mitéticamente inactivas (idem) esencialmente como se ha descrito (Robertson, E.
J. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: a Practical Approach (E. J. Robertson, ed.) Oxford: IRL
Press, pags. 71-112). El vector de redireccionamiento CMD linealizado fue sometido a electroporaciéon en células
AB-1 mediante los métodos descritos por Hasty et al. (Hasty, P. R. et al. (1991) Nature 350: 243-246). Las células
sometidas a electroporacion se cultivaron en placa en placas de 100 mm a una densidad de 1-2 x 10° células/placa.
Después de 24 horas, se afiadieron G418 (200 microgramos/ml de componente activo) y FIAU (5 x 107 M) al medio,
y se dejo que se desarrollaran clones resistentes al farmaco a lo largo de 8-9 dias. Se seleccionaron los clones, se
tripsinizaron, se dividieron en porciones, y se expandieron adicionalmente. La mitad de las células derivadas de cada
clon se congel6 después y la otra mitad se analiz6 para determinar la recombinacién homologa entre las secuencias
del vector y las secuencias diana.

Se llevd a cabo el analisis del ADN mediante hibridacion por transferencia Southern. Se aislo el ADN de los clones
como describen Laird et al. (Laird, P. W. et al., (1991) Nucleic Acids Res. 19: 4293). El ADN gendmico aislado se
digiri6 con Spel y se sonde6 con un fragmento Sacl de 915 pb, sonda A (véase la Figura 1), que hibrida con una
secuencia entre el intensificador intrénico de mu y la regiéon de cambio de mu. La sonda A detecta un fragmento Spel
de 9,9 kb del locus de tipo salvaje, y una banda de 7,6 kb diagnéstica del un locus de mu que ha sido recombinado
homadlogamente con el vector de redireccionamiento CMD (la casete de expresion de neo contiene un sitio Spel). De
los 1132 clones resistentes a G418 y FIAU escrutados mediante analisis de transferencia Southern, 3 presentaron la
banda Spel de 7,6 kb indicativa de recombinacion homéloga en el locus de mu. Estos 3 clones fueron digeridos
adicionalmente con las enzimas Bgll, BstXl, y EcoRI para verificar que el vector se integraba homdélogamente en el
gen mu. Cuando se hibridaban con la sonda A, las transferencias Southern del ADN de tipo salvaje digerido con
Bgll, BstXl, o EcoRI producian fragmentos de 15,7, 7,3, y 12,5 kb, respectivamente, mientras la presencia de un
alelo mu dirigido es indicada por los fragmentos de 7,7, 6,6, y 14,3 kb, respectivamente. Los 3 clones positivos
detectados por el producto digerido Spel mostré los fragmentos de restriccion Bgll, BstXl, y EcoRIl esperados
diagnostico de la insercion de la casete de neo en el exén Cmul.

Generacion de ratones que portan el gen mu mutado

Los tres clones ES dirigidos, designados con los nimeros 264, 272, y 408, fueron descongelados e inyectados en
blastocistos C57BL/6J como describe Bradley (Bradley, A. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: a
Practical Approach. (E. J. Robertson, ed.) Oxford: IRL Press, pags. 113-151). Los blastocitos inyectados fueron
transferidos a los Uteros de hembras pseudoprefiadas para generar ratones quiméricos que representan una mezcla
de células derivadas de las células ES de entrada y los blastocitos del anfitrion. El grado de contribucién de las
células ES a la quimera se puede estimar visualmente por medio de la cantidad de coloracion de capa Agouti,
derivada de la linea celular ES, sobre el fondo C57BL/6J negro. Los clones 272 y 408 produjeron solamente un bajo
porcentaje de quimeras (esto es, bajo porcentaje de pigmentacién Agouti) pero el clon 264 produjo un elevado
porcentaje de quimeras macho. Estas quimeras se engendraron con hembras C57BL/6J y se generaron vastagos
Agouti, indicativos de transmision de la linea germinal del genoma de las células ES. El escrutinio para determinar el
gen mu redireccionado se llevd a cabo mediante analisis de transferencia Southern de ADN de biopsias de cola
digerido con Bgll (como se ha descrito més arriba para el analisis de ADN de células ES). Aproximadamente el 50%
de los vastagos Agouti mostraron una banda de hibridaciéon de Bgll de 7,7 kb ademas de la banda de tipo salvaje de
15,7 kb, demostrando una transmision de la linea germinal del gen mu redireccionado.
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Anadlisis de ratones transgénicos para determinar la inactivaciéon funcional del gen mu

Para determinar si la insercion de la casete de neo en Cmul ha inactivado el gen de la cadena pesada de Ig, se
cruz6 una quimera del clon 264 con un ratén homocigoto para la mutacién JHD, que inactiva la expresion de la
cadena pesada como resultado de la delecion los segmentos del gen JH (Chen et al, (1993) Immunol. 5: 647-656).
Se generaron cuatro vastagos Agouti. Se obtuvo suero de estos animales a la edad de 1 mes y se analizaron
mediante ELISA para determinar la presencia de IgM murina. Dos de los cuatro vastagos carecian completamente
de IgM (véase la Tabla 1). La genotipificacion de los cuatro animales mediante analisis de transferencia Southern del
ADN de biopsias de cola mediante digestion con Bgll e hibridacidon con la sonda A (véase la Figura 1), y mediante
digestion con Stul e hibridacién con un fragmento EcoRI/Stul de 475 pb (idem) demostré que los animales que no
logran expresar la IgM en suero son aquellos en los que un alelo del locus de la cadena pesada porta la mutacion
JHD, el otro alelo la mutacion Cmul. Los ratones heterocigotos para la mutacion JHD presentan niveles de Ig en
suero de tipo salvaje. Estos datos demuestran que la mutacién Cmul inaxtiva la expresion del gen mu.

TABLA 1
Ratén IgM de Suero Genotipo de la cadena H de Ig
(microgramos/ml)
42 <0,002 CMD/JHD
43 196 +/JHD
44 <0,002 CMD/JHD
45 174 +/JHD
129xBL6F1 153 ++
JHD <0,002 JHD/JHD

La Tabla 1 muestra los niveles de IgM en suero, detectados mediante ELISA, para ratones que portan las
mutaciones tanto CMD como JHD (CMD/THD), para ratones heterocigotos para la mutacion JHD (+/JHD), para
ratones de tipo salvaje (129Sv x C57BL/6J)F1 (+/+), y para ratones carentes de células B homocigotos para la
mutaciéon JHD (JHD/JHD).

Ejemplo 2 Generacion de ratones transgénicos HCO12
El transgén HCO12 de la cadena pesada humana

El transgén HCO12 se generd mediante inyeccién simultanea del inserto de 80 kb de pHC2 (Taylor et al., 1994, Int.
Immunol., 6: 579-591) y el inserto de 25 kb de pVx6. El plasmido pVx6 se construyé como se describe mas abajo.

Un fragmento de ADN Hindlll/Sall de 8,5 kb, que comprendia el gen 1-18 de Vy humana de la linea germinal (DP-14)
junto con aproximadamente 2,5 kb de la secuencia genémica colindante 5', y 5 kb de la 3' se subcloné en el vector
plasmidico pSP72 (Promega, Madison, WI) para generar el plasmido p343.7.16. Un fragmento de ADN
BamHI/Hindlll de 7 kb, que comprendia el gen 5-51 de V4 humana de la linea germinal (DP-73) junto con
aproximadamente 5 kb de la secuencia gendmica colindante 5' y 1 kb de la 3', se clond en el vector de clonacion
pGP1f basado en pBR322 (Taylor et al. 1992, Nucleic Acids Res. 20: 6287-6295), para generar el plasmido p251f.
Un nuevo vector de clonacion derivado de pGP1f, pGP1k (SEQ ID NO: 13), fue digerido con EcoRV/BamHl, y ligado
a un fragmento de ADN EcoRV/BamHI de 10 kb, que comprendia el gen 3-23 de Vy humana de la linea germinal
(DP47) junto con aproximadamente 4 kb la secuencia gendémica colindante 5' y 5 kb de la 3'. El plasmido resultante,
p112.2RR.7, fue digerido con BamHI/Sall y ligado con el inserto BamHI/Sall purificado de 7 kb de p251f. El plasmido
resultante, pVx4, fue digerido con Xhol y ligado con el inserto Xhol/Sall de 8,5 kb de p343.7.16.

Se obtuvo un clon con el gen 1-18 de Vy en la misma orientaciéon que los otros dos genes V. Este clon, designado
pVx6, fue digerido después con Notl el inserto de 26 kb purificado inyectado simultaneamente con el inserto Notl de
80 kb de pHC2 a una razén molar 1:1 — en los pronucleos de embriones de medio dia (C57BL/6J x DBA/2J)F2 como
describen Hogan et al. (B. Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual, 22 edicion, 1994,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview NY). Tres lineas independientes de ratones transgénicos que
comprendian las secuencias tanto de Vx6 como de HC2 fueron establecidas a partir de los ratones que se
desarrollaron a partir de los embriones inyectados. Estas lineas fueron designadas (HCO12)14881, (HCO12)15083,
y (HCO12)15087. Cada una de las tres lineas fue cruzada después con ratones que comprendian la mutacion CMD
descrita en el Ejemplo 1, la mutacién JKD (Chen et al. 1993, EMBO J. 12: 811-820), y el transgén (KC05)9272
(Fishwild et al. 1996, Nature Biotechnology 14: 845-851). Los ratones resultantes expresan los transgenes de la
cadena pesada y ligera kappa humana en un fondo homocigoto para la desorganizacién de los loci de la cadena
pesada y ligera kappa de ratéon enddgenos.
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Ejemplo 3 Produccién de Anticuerpos Monoclonales Humanos Contra IL-15

Se inmunizaron ratones transgénicos HCo12 y HCo7, generados como se ha descrito mas arriba y suministrados de
Medarex, San José, CA, Estados Unidos, con IL-15 humana recombinante (hIL-15, Immunex corp., Seattle, Estados
Unidos) con un suplemento de Coadyuvante Completo de Freund (CFA, lote num. 121024LA, Difco Laboratories,
Detroit, Michigan, Estados Unidos) o con Coadyuvante Incompleto de Freund (ICFA, lote num. 121195LA, Difco,
subcutaneamente (SC) intraperitonealmente (IP) o intravenosamente (V). En varios casos la hlL-15 se acopl6é a KLH
segun se utiliza para la inmunizacion. Después de varios refuerzos con hlL-15 con un suplemento de Coadyuvante
Completo o Incompleto de Freund, el suero de los ratones se sometié a ensayo para determinar la presencia de
anticuerpos humanos dirigidos contra IL-15.

Esquemas de Inmunizacion de los ratones transgénicos que dan como resultado los clones finales 146B7,
146H5, 404E4 y 404A8

Raton nam. 146 (HCol2), ID 995-146, Hembra

170699 |SC |12 pg hiL-15 en CFA (Difco, Lote nim. 121024LA)
010799 'SC 12 ug hiL-15 en ICFA (Difco, Lote nam. 121195LA)
150799 | SC |12 pg hiL-15 en ICFA

020899 |SC |12 g hiL-15-KLH en ICFA

070999 'SC 12 ug hiL-15-KLH en ICFA

280999 'SC |12 g hiL-15-KLH en CFA

111099 IV |30 pg hIL-15 en PBS

121099 IV |30 pg hIL-15 en PBS

151099 fusién células de ganglio linfatico y bazo de este ratéon con SP2/0
Raton nam. 404 (HCo7), ID 997-404, Hembra

201099 | IP |25 pg de hIL-15-KLH en CFA (Difco, lote nim. 121024LA)

031199 |IP |12.5 pg de hIL-15, 12,5 pg de hIL-15-KLH, 25 pg en ICFA (Difco,
lote num. 121195LA)

101199 | IV | 12,5 ug de hiL-15, 12,5 ug de h1L-15-KLH

121199 |IV 12,5 pg de hIL-15, 12,5 ug de hIL-15-KLH

191199 fusion de células de ganglio linfatico y bazo de este ratéon con
SP2/0

Medios de cultivo

Medio de Compafiero de Fusion (FPM):

Se afiadid un suplemento de 100 Ul/ml de penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina, Piruvato de Na 1 mM, -
mercaptoetanol 0,5 mM (Life Technologies, Paisley, Escocia) y suero de ternera fetal inactivado con calor al 10%
(HyClone, Utah, Estados Unidos) a Medio de Dulbecco Modificado por Iscove.

Medio de Seleccion de Fusion (FSM):

FPM con un suplemento de 30 ml de Origen Hybridoma Cloning Factor (IGEN, Gaithersburg, MD, Estados Unidos),
HAT (1 vial, concentraciéon recomendada por el fabricante, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos) y
0,5 mg/ml de kanamicina (Life Technologies, Paisley, Escocia).

Medio de Clonacién de Fusion (FCM):

FPM con un suplemento de 20 ml de Origen Hybridoma Cloning Factor (IGEN, Gaithersburg, MD, Estados Unidos),

HT (1 vial, concentracion recomendada por el fabricante, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos) y 0.5
mg/ml de kanamicina (Life Technologies, Paisley, Escocia).
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Preparacion de hibridoma: fusion de células de bazo y ganglio linfatico con células de mieloma SP2/0

Para obtener hibridomas, se retiraron el bazo, y los ganglios linfaticos inguinales y para-adrticos de los ratones. Se
mezclaron suspensiones de células individuales del bazo y células de los ganglios linfaticos con células de mieloma
SP2/0 a una razén celular de 1:2. Las células se centrifugaron y el sedimento se resuspendié suavemente en 1 ml
de polietilenglicol (50% p/v en PBS, Sigma-Aldrich, Irvina, Reino Unido) a 37°C. Después de remover las células por
medio de movimientos circulares durante 60 segundos, se afiadieron 25 ml de FPM-2 y las células se incubaron a
37°C durante 30-60 minutos. Tras la incubacion, las células se cultivaron a una concentracion celular de 0,75 x 10°
células por pocillo (en 100 pl) en placas de 96 pocillos en FSM. Después de 3 dias, se afiadieron 100 pyl de FSM a
cada pocillo.

La fusién de bazo y ganglios linfaticos de ratones HCo7 y HCo12 inmunizados con hIL-15 dio como resultado la
generacioén de varios hibridomas que producian anticuerpos dirigidos contra IL-15. Se aislaron los siguientes cuatro
clones estables que producian anticuerpos anti-IL-15 completamente humanos: (1) 146LyD7F7B7 redenominado:
146B7; (2) 146DE2E12A3H5 redenominado: 146H5; (3) 404CG11B7E4 redenominado: 404E4; y (4) 404FB12E7A8
redenominado: 404A8. Estos clones fueron todos de la subclase IgG1/k humana.

Escrutinio de los hibridomas

Entre el dia 7 y el 11 después de la fusidn, se escrutaron los pocillos para determinar la presencia de anticuerpos
humanos utilizando los siguientes ELISA:

ELISA para escrutar en busca de la presencia de IgG humana en los sobrenadantes de cultivo

Para realizar el ELISA para detectar la presencia de anticuerpos IgG humanos, se afadieron 100 pul/pocillo de
anticuerpos de cadenas ligeras a-k de conejo de 0,9 ug/ml de (DAKO, Glostrup, Dinamarca) en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a una placa de ELISA Nunc Maxisorp (incubacion durante la noche a la temperatura
ambiente). Después de bloquear la placa con PBS con un suplemento de suero de pollo (2%; Life Technologies,
Paisley, Escocia) y Tween-20 (0,05%; PBSTC), se afadieron los sobrenadante de cultivo. Después de una
incubacién durante 1,5 horas las placas se lavaron y se afadié IgG de conejo-a-Humana (fragmentos Fab2)
conjugada con peroxidasa de rabano picante (DAKO, Glostrup, Dinamarca) 0,5 pg/ml diluida en PBSTC. Después de
una incubacion de 1 hora, los pocillos se lavaron y se afadié sustrato, ABTS (Acido 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolino-sulfénico, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante y
se evalud la unioén de anticuerpo a 405 nm en un lector de ELISA EL808 (Bio-tek Instruments, Winooski, VT, Estados
Unidos).

ELISA para escrutar la presencia de anticuerpos especificos para IL-15

Se sometieron adicionalmente a ensayo pocillos que contenian anticuerpos IgG/k humanos para detectar la
presencia de anticuerpos anti IL-15 humanos en un ELISA especifico para IL-15. Para realizar el ELISA, se
afadieron 100 pl/pocillo de 1 pyg/ml de IL-15 en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a la placa de ELISA
Nunc Maxisorp (incubacion durante la noche a la temperatura ambiente). Después de bloquear la placa con PBS con
un suplemento de suero de pollo (2%; Life Technologies, Paisley, Escocia) y Tween-20 (0,05%; PBSTC), se
afadieron los sobrenadantes de cultivo. Después de una incubacién de 1,5 horas las placas se lavaron y se afiadid
Fc de IgG Humana a conjugado con peroxidasa de rabano picante (Jackson Immuno research, West Grove,
Pennsylvania, Estados Unidos) diluido 1/5000 en PBSTC. Tras una incubacion de 1 hora, los pocillos se lavaron y se
afadio sustrato, ABTS (Acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolino-sulfénico, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania)
de acuerdo con el protocolo del fabricante y se evalué la unién al anticuerpo a 405 nm en un lectro de ELISA EL808
(Bio-tek Instruments, Winooski, VT, Estados Unidos).

Subclonacion de los hibridomas

Para obtener lineas celulares anti-IL-15 estables, se subclonaron los hibridomas mediante dilucion limitante de las
células (a 0,5 células/pocillo) en placas de 96 pocillos.

Los subclones se sometieron a ensayo después de aproximadamente 10 dias con el ELISA para IL-15 mencionado
mas arriba. Durante los numerosos procedimientos de subclonacion, se cambié el MSF en fases via FCM a MCF. El
isotipo de los subclones se determind con el ELISA descrito mas abajo.

Determinacion del isotipo de los anticuerpos anti-IL-15 mediante ELISA

Para realizar el ELISA para los isotipos, se afiadieron 100 pl/pocillo de Fc anti-humano de 1 pg/ml (Jackson Immuno
Research) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a una placa de ELISA Nunc Maxisorp (incubacion
durante la noche a la temperatura ambiente). Después de bloquear la placa con PBS con un suplemento de suero
de pollo (2%, Life Technologies, Paisley, Escocia) y Tween-20 (0,05 %; PBSTC), se afadieron los sobrenadantes de
cultivo. Después de una incubacion de 1,5 horas, las placas se lavaron y se afiadié HulgG1 a de ratén conjugada
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con fosfatasa alcalina (Zymed, Plaats, Land), o HulgG3 a de ratén conjugada con peroxidasa de rabano picante
(Zymed). Después de una incubacién de 1 hora los pocillos se lavaron y se afiadi6 el sustrato, ABTS (Acido 2,2'-
azinobis-3-etilbenzotiazolino-sulfénico, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. La unién al anticuerpo se evalué a 405 nm en un lector ELISA EL808 (Bio-tek Instruments, Winooski, VT,
Estados Unidos).

Ejemplo 4 Especificidad de Epitopo de Anticuerpos Anti-IL-15 Completamente Humanos

Para que funcionen terapéuticamente y para que inhiban los efectos pro-inflamatorios inducidos por IL-15, es
necesario que los anticuerpos especificos de IL-15 reconozcan los epitopos de IL-15 implicados en la interaccion
con la cadena IL-2Rp y/o la cadena y del receptor de IL-15.

Se utilizaron proteinas mutantes (descritas por Pettit et al.) para evaluar la especificidad de epitopo de los
anticuerpos anti-1-15 completamente humanos,146B7, 146HS, 404A8 y 404E4. Los mutantes de IL-15 utilizados
incluyen el mutante de IL-15 Q108S (la GIn del residuo 108 fue remplazada por Ser; una mutacién en el sitio de
interaccion de la cadena y) y el mutante D8SQ108S (la GIn del residuo 108 fue remplazada por Ser y el Asp de la
posicion 8 fue sustituido por Ser; mutaciones en ambos sitios de interaccién de las cadenas 3 y y de IL-15).

ELISA para determinar la uniéon de los anticuerpos especificos para hlL-15, 146B7, 147H5, 404A8 y 404E4,
para hiL-15 y para las proteinas IL-15 mutantes

Para realizar el ELISA, se afiadieron 100 pl de IL-15 o proteina mutante de hiL-15 de 1 ug/ml, en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), a una placa de ELISA Nunc Maxisorp para el recubrimiento. Después de bloquear la
placa con PBS con un suplemento de suero de pollo (2%; Life Technologies, Paisley, Escocia) y Tween-20 (0,05%;
PBSTC), se incubaron diluciones seriadas de los anticuerpos especificos para hiL-15. Después de lavar, se afiadio
Fc de IgG Humana a conjugado con peroxidasa (Jackson Immuno research, West Grove, Pennsylvania, Estados
Unidos) diluido 1/5000 en PBSTC. Después de lavar se afiadi6 el sustrato, ABTS (Acido 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolino-sulfénico, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante y
se evalud la unién del anticuerpo a 405 nm en un lector de ELISA EL808 (Bio-tek Instruments, Winooski, VT,
Estados Unidos).

La unién de los anticuerpos especificos para IL-15 completamente humanos 146B7, 146H5, 404A8 y 404E4 para
hIL-15 y para las proteinas mutantes de IL-15 Q108S y D8SQ108S se muestra en la Figura 1. Ni 146B7 ni 146H5
fueron capaces de unirse a estas proteinas mutantes de IL-15. Puesto que ambos mutantes portan la mutacion
Q108S, el epitopo reconocido por 146B7 y 146H5 esta dentro de los dominios criticos de IL-15 que interaccionan
con la cadena y del receptor de IL-15. Tanto 404A8 como 404E4 fueron capaces de unirse a las proteinas mutantes,
por lo tanto, estos anticuerpos reconocen un epitopo fuera de los dominios que interaccionan con la cadena B y la
cadena y de IL-15. Tanto 146B7 como 146HS5 se unen a IL-15 en la region que interacciona con la cadena y del
receptor de IL-15. Esto concuerda con los datos obtenidos de los analisis de proliferacion utilizando los anticuerpos
anti-IL15 completamente humanos de la presente invencion. Como se describe con detalle mas abajo, ni 404A8 ni
404E4 fueron capaces de inhibir la proliferacion de células CTLL-2 y de PBMC humanas inducida por IL-15. Tanto
146B7 como 146H5 fueron capaces de inhibir la proliferacion inducida por IL-15. Adicionalmente, la inhibicion de la
proliferacién se logra bloqueando la interaccion de IL-15 con la subunidad y del receptor de IL-15.

Ejemplo 5 Secuencias de la Region Vy y V. de 146B7

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos deducida de los dominios Vy y Vi reordenados de 146B7 se
determinaron utilizando los siguientes procedimientos. Estas secuencias proporcionan informacién referente a las
familias de la linea germinal Vy y V| utilizadas: las mutaciones puntuales de estas secuencias de la linea germinal se
deben a la maduracion de afinidad de las células B durante la inmunizacion del animal.

Preparacion del ARN

El ARN total se preparo a partir de 5 x 10° células de hibridoma 146B7 con RNAzol (Biogenesis, Poole, Inglaterra) de
acuerdo con el protocolo de los fabricantes.

Preparacion de ADNc
Se prepar6 el ADNc del ARN de 146B7 a partir de 3 ug de ARN total con Transcriptasa Inversa AMV con tampoén

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), oligo d(T)ss (Promega, Madison, WI, Estados Unidos), dNTP
(Boehringer Mannheim corp., Estados Unidos) y RNAsin (Promega) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
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Cebadores de PCR utilizados para amplificar las regiones V4 y V| para la clonaciéon

Pares de cebadores utilizados:

VH:
cebadores FR1 5'
(1) AB62 CAg gTK CAg CTg gTg CAg TC
(2) AB63 SAg gTg CAg CTg KTggAg TC
(3) ABG65 gAg gTg CAg CTggTg CAg TC
cebadores lider Vi 5'
(4) AB85 ATg gAC Tgg ACC Tgg AgC ATC
(5) AB86 ATg gAA TTg ggg CTg AgC Tg
(6) AB87 ATggAg TTT ggR CTg AgC Tg
(7) AB88 ATg AAACAC CTgTgg TTC TTC
(8) AB89 ATg ggg TCA ACC gCC ATC CT
cebador Vy 3'
(9) AB90 TgC CAg ggg gAA gAC CgA Tgg
Vi:
cebadores FR1 5'
(1) AB8 RAC ATC CAg ATg AYC CAg TC
(2) AB9 gYC ATC YRg ATg ACC CAg TC
(3) AB10 gAT ATT gTg ATg ACC CAg AC
(4) AB11 gAA ATT gTg TTg ACR CAg TC
(5) AB 12 gAA ATW gTR ATg ACA CAg TC
(6) AB13 gAT gTT gTg ATg ACA CAG TC
(7) AB14 gAA ATT gTg CTg ACT CAg TC

cebadores lider Vi 5"
(8) AB123 CCC gCT Cag CTC CTg ggg CTC CTg
(9) AB124 CCC TgC TCA gCT CCT ggg gCT gC
(10) |AB125 CCC AgC gCA gCT TCT CTT CCT CCT gC
(11) |AB126 ATg gAA CCA Tgg AAg CCC CAg CAC AgC

cebador 3' Vi
(12) |AB16 Cgg gAA gAT gAA gAC AgA Tg

Condiciones de PCR utilizadas para amplificar las regiones y V| para la clonacion

10 Se realizaron las reacciones de PCR con polimerasa AmpliTag (Perkin Elmer) sobre un GeneAmp PCR System
9700 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos).
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Protocolo de ciclos de la PCR:
94° 2'
11 ciclos 94° 30"
65° 30", menos 1° por ciclo
72° 30"
30 ciclos 94° 30"
55° 30"
72° 30"
72°10'

enfriar a 4°

Clonacion de Vi y V. en pGEMT - Vector System |

Después de analizar los productos de la PCR sobre un gel de agarosa, se purificaron los productos con columnas
Microspin S-400 o S300 (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, Estados Unidos), o el Kit de Extraccion
en Gel QIAEX Il (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania). Para cada experimento se clonaron 2 productos de PCR
amplificados independientemente, utilizando FR1 o cebadores lider, de cada region Vy y VL en pGEMT - Vector
System | (Promega) de acuerdo con el protocolo de los fabricantes.

Después de la transformacion en E. coli DH5a, se escrutaron las colonias individuales mediante PCR de colonias
utilizando cebadores de T7 y SP6, 30 ciclos a 55°. El ADN plasmidico de cada colonia individual se purificd
utilizando el Kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen). Para analizar adicionalmente se realizé una digestion Ncol/Notl (NE
Biolabs, United Kingdom and Roche Diagnostics) y se analizd sobre un gel de agarosa.

Secuenciaciéon

Se secuenciaron las regiones V después de la clonacion en el pGEMT-Vector System |. Se utilizaron cebadores de
T7 y Sp6 (Eurogentec, Luik, Bélgica) combinados con el kit de secuenciacién: ABI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) de acuerdo con el protocolo. Las
reacciones se realizaron en un Secuenciador ABI PRISM 377 (PE Applied Biosystems) y las secuencias se
analizaron con el programa DNAStar, Segmanll. Después se alinearon las secuencias con las secuencias del gen V
de la linea germinal en VBASE (www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/intro.htm).

Clonacién y secuenciacion de la region Vy y Vi de 146B7

Se amplificaron las regiones V4 y VL del hibridoma 146B7 por medio de PCR y se clonaron en el pGEMT-Vector
System | para determinar la secuencia del ADNc. Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos correspondiente
se muestran en la Figura 2 (SEQ ID NO: 1y 2) y en la Figura 3 (SEQ ID NO: 3 y 4), respectivamente. Las regiones
marco (FR) y determinantes de la complementariedad (CDR) también estan indicadas. La familia de la linea germinal
para la region Vy de 146B7 de acuerdo con el alineamiento en Vbase: V15-51 (subgrupo Vy5), D2-15/D2 (segmento
Du), JH4b (segmento Ju). La familia de la linea germinal para la regién V. de 146B7 de acuerdo con el alineamiento
en Vbase: A27 (subgrupo Villl) y Jk2 (segmento Ji). Se muestra mas informacién referente a los dominios Vi y Vi en
la base de datos de Kabat http://immuno.bme.nwu.edu/ o en http://www.Vbase.com.

Ejemplo 6 Caracteristicas de la unién por afinidad de 146B7

Se analizo la afinidad de 146B7 mediante la teconologia de resonancia de plasmon superficial (SPR) utilizando un
aparato BIACORE 3000 para determinar las interacciones de las proteinas biomoleculares de acuerdo con los
siguientes procedimientos. Los cambios en la sefial de SPR sobre la capa superficial causados por la unién
biomolecular se detectan e indican un cambio en la concentracién de masa en la capa superficial. La afinidad se
expresa utilizando las siguientes definiciones: ko= constante de la velocidad de asociacion (M'1seg'1); kq = constante
de la velocidad de disociacion (seg™); Ka = constante de asociacion en el equilibrio = ka/ks (M™); y Kp = constante de
disociacion en el equilibrio = ka/ ka (M).

Se realizaron diferentes procedimientos para obtener la afinidad de 146B7 para la IL-15 humana (hIL-15). Se acoplo
IL-15 recombinante humana de dos proveedores diferentes (Immunex corp., Seattle, Estados Unidos y Peprotech,
Rocky Hill, NJ, Estados Unidos) a un chip sensor CM5. ElI compuesto acoplado al chip sensor se define como
ligando. En otros experimentos se utilizé 146B7 como ligando.
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En cada analisis cinético, se comparo la union del analito, 146B7 o hIL-15 adaptado al ligando acoplado al chip
sensor, con la unién a un chip sensor CM5 de control de referencia. Se sometieron a ensayo diluciones seriadas de
analito (0, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 ug/ml). Se ajustaron las curvas de asociacion y disociacion para la interaccién en
el modelo de Langmuir 1:1, para determinar ka y kq y para calcular Ka y Kp. Todos los datos se analizaron utilizando
BlA-Evaluation Versién 3.1. Para una interaccién bivalente se utiliz6 el modelo de "analito bivalente". Todos los
analisis se corrigieron para una deriva de la linea base.

Para determinar la afinidad del anticuerpo 146B7, se midio la afinidad del anticuerpo para IL-15 humana
recombinante obtenida de dos proveedores diferentes, Immunex y Peprotech, en el BIACORE 3000. Utilizando
146B7 como ligando y hIL-15 como analito, se determiné la interaccién monovalente (ajuste de la curva Langmuir
1:1).

La afinidad de 146B7 para IL-15 (Immunex Corp.) se midié como sigue:

Constante de la velocidad de asociacion ka: 1,07 (£ 0,17) x 10° M sec ™
Constante de la velocidad de disociaciont kg: 6,56 (+ 0,09) x 10™ sec”
Constante de asociacion en el equilibrio Ka: 1,55 (+ 0,21) x 10’ M™
Constante de disociacién en el equilibrio Kp: 6,59 (+ 0,88) x 10° M
Para determinar la avidez de 146B7, se utilizé IL-15 (Immunex Corp.) como ligando y se utilizé 146B7 como analito.

Cuando se analizaron los datos utilizando el ajuste de la curva de Langmuir (1:1) se expreso la interaccion bivalente
del anticuerpo, y se determiné la avidez del anticuerpo.

La avidez de 146B7 para IL-15 (Immunex Corp.) se midié como sigue:

Constante de velocidad de asociacion ka: 7,30 (£ 0,81) x 10° M sec™
Constante de velocidad de disociacion kq: 1,45 (+ 2,05) x 107 sec™
Constante de asociacién en el equilibrio Ka: 5,03 (+ 3,40) x 10° M’
Constante de disociacién en el equilibrio Kp: 1,55 (£ 1,24) x 10° M

También se determind la afinidad y la avidez de 146B7 para IL-15 de Peprotech. No se observaron diferencias
importantes en la afinidad o avidez para las dos fuentes diferentes de IL-15.

Como se describe en el ejemplo de mas abajo referente a la inhibicién de la proliferaciéon de células CTLL-2 y PBMC
inducida por interleuquina-15 humana (hlL-15) por anticuerpos anti-IL-15 completamente humanos, 146B7 inhibia de
una manera dependiente de la dosis la proliferacién inducida por IL-15 medida mediante la incorporacion de
timidina-[H3]. Se calculé la CI50 — concentracion para una inhibicion del 50%, una manera mas funcional de
determinar la afinidad — de estos experimentos de inhibiciéon de la proliferacion: 3,1 £ 0,91 nM. Esta CI50 esta de
acuerdo con la avidez medida mediante BIACORE 3000 (Kp 1,5 nM) utilizando 146B7 como ligando e IL-15 humana
recombinante como analito y confirmé las medidas de afinidad y la avidez obtenidas aqui.

Ejemplo 7 Inhibicion de la producciéon de TNF-a inducida por hIL-15 por anticuerpos anti-IL-15
completamente humanos

El efecto de los anticuerpos anti-IL-15 completamente humanos, 146B7, 146H5, 404E4 y 404A8, sobre la produccion
de TNF-a inducida por IL-15 se estudi6 utilizando células mononucleares derivadas de sangre periférica (PBMC) de
voluntarios sanos utilizando los procedimientos siguientes. Para evalular la especificidad para IL-15, también se
examino el efecto de estos anticuerpos sobre la produccién de TNF-a mediada por IL-2.

Cultivo celular

Los cultivos se mantuvieron en RPMI-1640 con L-glutamina 2 mM, penicilina de 100 1U/ml, estreptomicina de 100
IU/ml (todos derivadas de Life Technologies, Paisley, Scotland) y suero fetal de ternera inactivado con calor al 10%
(HyClone, Utah, Estados Unidos).

Purificaciéon de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se extrajo sangre humana fresca de un voluntario sano después de su consentimiento informado, se afadid

heparina contra la coagulacién. La purificacion de PBMC se realizd6 por medio de centrifugacién en gradiente de
densidad utilizando Ficoll (Pharmacia, Uppsala, Suecia).
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Compuesto de Ensayo

HIL-15, lote nim: 6870-011, Immunex corp., Seattle, Washington, Estados Unidos.

hIL-2, Chiron Benelux BV, Amsterdam, Holanda.

Anticuerpos completamente humanos utilizados: 146B7 (lote: 070101) y 146B7RDJWO07, 404A8 (lote: 030101) y
404E4 (lote: 080101) y como anticuerpo de control de isotipo T1 (97-2B 11-2B 12, lote: 190900).

Inhibicion de la produccion de TNF-a inducida por IL-15 humana (HIL-15) o hIL-2 por medio de PBMC
mediante anticuerpos anti-IL-15

Se cultivaron PBMC por triplicado o cuadruplicado en placas de fondo plano de 96 pocillos a 1,5 x 10° células por
pocillo en presencia o ausencia de HIL-2 o hIL-15 y con o sin anticuerpos anti-IL-15. El anticuerpo de control de
isotipo (T1) se incluyd como control negativo. Se afiadié concanavalina A (2,5 pg/ml, Calbiochem) como control
positivo para determinar la proliferacion. Las células se incubaron durante 72 horas a 37°C y CO; al 5%. Los
sobrenadantes se cosecharon para cuantificar la cantidad de TNF-a humano mediante ELISA (U-CyTech, Utrecht,
Holanda).

Los efectos de 146B7 y un anticuerpo de control de isotipo se sometieron a ensayo sobre la produccion de TNF-a
mediada por IL-15 por medio de PBMC. 146B7 inhibié la produccion de TNF-a mediada por HIL-15 de una manera
dependiente de la dosis, mientras que el anticuerpo de control de isotipo no inhibié la producciéon de TNF-a inducida
por hiL-15 (Figura 4). Se muestran los datos de dos voluntarios sanos. 404E4 y 404A8 fueron incapaces de inhibir la
produccién de TNF-a inducida por hlL-15.

Para asegurarse de la especificidad de los anticuerpos anti-IL-15, se evalu6 su efecto sobre la produccion de TNF-a
mediada por hlL-2. No se indujo la inhibiciéon de la produccion de TNF-a mediada por IL-2 por medio de 146B7
(Figura 5). No se observo inhibicion dependiente de la dosis ni por 404E4 ni por 404A8 en la produccién de TNF-a
mediada por hiL-2.

Solo se observé un inhibicion dependiente de la dosis de la produccién de TNF-a mediada por hiL-15 por medio de
146B7 y no por 404E4 ni 404A8. El efecto inhibidor fue especifico para hiL-15; la producciéon de TNF-a mediada por
IL-2 no resulté inhibida.

Ejemplo 8 Inhibiciéon de la proliferacion de células CTLL-2 y PBMC inducida por interleuquina 15 humana
(hIL-15) mediante anticuerpos anti-IL-15 completamente humanos

Los anticuerpos 146B7, 146H5, 404E4 y 404A8 se sometieron a ensayo para determinar su capacidad para inhibir la
proliferacion de células T utilizando células CTLL-2 (Gillis et al., 1978) y células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) utilizando los procedimientos siguientes.

Cultivo celular

Los cultivos se mantuvieron en RPMI-1640 con L-glutamina 2 mM, penicilina de 100 1U/ml, estreptomicina de 100
IU/ml (derivados de Life Technologies, Paisley, Scotland) y suero fetal de ternera inactivado con calor al 10%
(HyClone, Utah, Estados Unidos).

Las células CTLL-2 (Gillis et al., 1978) se mantuvieron en el medio anteriormente mencionado con un suplemento de
36 unidades de hIL-2/ml (Chiron Benelux BV, Amsterdam, Holanda) y se les privd de hIL-2 durante 3-4 dias antes
del comienzo del experimento. Las células CTLL-2 se lavaron tres veces antes de su uso.

Purificaciéon de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se extrajo sangre humana fresca de voluntarios sanos después de su consentimiento informado, se afiadié heparina
contra la coagulacién. La purificacion de PBMC se realizdé por medio de centrifugacién en gradiente de densidad
utilizando Ficoll (Pharmacia, Uppsala, Suecia).

Compuesto de Ensayo

HIL-15, lote nim: 6870-011, Immunex corp., Seattle, Washington, Estados Unidos.

hIL-2, Chiron Benelux BV, Amsterdam, Holanda.

los anticuerpos anti-IL-15 utilizados para el analisis con CTLL-2 en este informe se muestran en la Figura 8: 146B7,
146H5, 404A8, 404E4.

anticuerpos anti-IL-15 utilizados para los analisis con PBMC: 146B7 (lote: 070101), 404A8 (lote: 030101) y 404E4
(lote: 080101).
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Inhibicién de la proliferacion de CTLL-2 inducida por IL-15 humana (hIL-15) o hlL-2 mediante anticuerpos
anti-IL-15

En cada experimento, las células se sembraron por triplicado en placas de 96 pocillos, 5x10° células por pocillo en
presencia o ausencia de hlL-2 o hIL-15. Para evalular el efecto sobre la proliferacion, se afiadieron cada uno de los
cuatro antlcuerpos anti-IL-15. Las células se incubaron durante 16 horas a 37°C y CO2 al 5%. Se afadi6
tlmldlna[H] (1 pCilpocillo, Amersham Life Sciences, Little Chalfont, Buckinhamshire, UK) 4 horas antes de la
recoleccion (Harvester 96 Mach Il M, Tomtec, Orange CT, Estados Unidos).

Como se muestra en la Figura 6, la proliferacion de células CTLL-2 inducida por IL-15 disminuy6é de una manera
dependlente de la dosis por medio de 146B7 y 146H5 segun se reflej6 mediante la reduccién de la incorporacion de
timidina[H ] Ni 404E4 ni 404A8 fueron capaces de bloquear la proliferaciéon de células CTLL-2 inducida por IL-15.

Inhibicion de la proliferacion de PBMC inducida por hiL-15 (hIL-I5) o hIL-2 por medio de anticuerpos anti-IL-
15

Las PBMC se cultivaron por trlpllcado en placas con fondo en forma de U de 96 pocillos (Nunc, Nalge Nunc
International, Dinamarca), 5 x 10* células por pocillo en presencia o ausencia de hIL-2 o hIL-15 y anticuerpos anti-IL-
15. Se afadié concanavalina A (2,5 ug/ml, Calbiochem) como control posmvo para la proliferacién. Las células se
incubaron durante 72 horas a 37°C y CO2 al 5%. Se afadid timidina[H ] (1 pCi/pocillo, Amersham Life Sciences,
Little Chalfont, Buckinhamshire, UK) 16 horas antes de la recoleccion (Harvester 96, Tomtec, Orange CT, Estados
Unidos).

146B7 fue capaz de inhibir la incorporacion de Timidina[H3] inducida por IL-15 dependiente de la dosis y, por lo
tanto, inhibié la proliferacion (CI50 = 3,1 £ 0,91 nM). Tanto 404E4 como 404A8 fueron incapaces de bloquear la
proliferacién de PBMC inducida por hlL-15. 146H5 no se sometié a ensayo de acuerdo con los datos obtenidos de
los experimentos realizados previamente. Para asegurarse de la especificidad de 146B7, 404E4 y 404A8 para IL-15,
también se evaluaron los efectos de estos anticuerpos sobre la proliferaciéon mediada por IL-2. Ninguno de los
anticuerpos anti-IL-15 sometidos a ensayo exhibié ningun efecto sobre la proliferaciéon inducida por IL-2 (Figuras 7-
9).

Ejemplo 9 El anticuerpo 146B7 anti-IL-15 se une a IL-15 humana presente en PBMC humanas
Compuestos de ensayo

Las PBMC humanas se obtuvieron de voluntarios sanos después de su consentimiento informado.
Anticuerpo 146B7 (lote num. MDX015), Medarex Inc., Milpitas, CA, Estados Unidos.

Biotinilacion de 146B7 e IgG humana

En primer lugar se diluyd N-hidroxisuccinimido-biotina (Sigma) en DMSO (dilucion final: 100 mg/ml) y a continuacion
en NaHCO3 0,1 M (dilucién final: 1 mg/ml, Sigma). Por 1 mg de anticuerpo (diluido en 1 ml), se afadieron 600 pl de
solucion de biotina (color oscuro, 2 hrs, RT). La soluciéon de anticuerpo-biotina se sometié a didlisis una casete de
didlisis slide-a-lyzer™ (10.000 MWCO, Pierce, Perbio Science, Holanda) (durante la noche a 4°C) para eliminar la
biotina no marcada. El dia siguiente, se determin6 la concentracion de anticuerpos biotinilados por medio de
espectrofotometria (Ultrospec 2100pro) a DO 280 nm.

Estimulacion de sangre periférica

Para inducir la IL-15, la sangre se obtuvo por medio de puncién en la vena de voluntarios sanos. Las PBMC se
cultivaron en RPMI 1640 (Biowhittaker Europe) con un suplemento de penicilina (5 U/ml), estreptomicina (50 pg/ml),
L-glutamina (2 mM) (Biowhittaker Europe), y suero fetal de ternera al 10% (Optimum C241, Multicell, Wisent Inc.)
durante un maximo de 2 dias (37°C), y se estimularon con IFNy de 500 U/ml (Boehringer Ingelheim).

Citometria de flujo

Las células se pre-incubaron con suero AB humano al 10% (CLB, Amsterdam, Netherlands) en RPMI 1640
(Biowhittaker Europe) con un suplemento de penicilina (5 U/ml), estreptomicina (50 pg/ml), L-glutamina (2 mM)
(Biowhittaker Europe) y suero fetal de ternera al 10% (Optimum C241, Multicell, Wisent Inc.). Después de la
permeabilizacion (20 min, 4°C, en un kit Cytoflx/Cytoperm Becton Dickinson, San Diego, CA) y el lavado en
tampodn Perm/Wash’ (Kit Cytoflx/Cytoperm ) las PBMC se sometleron a t|nC|on de la IL-15 por medio de citometria
de flujo. La permeabilidad continua se alcanzo utilizando tampon Perm/Wash™ (Kit Cytofix/Cytoperm™) en todo el
procedimiento de tincion. Después de incubar las células con 146B7 biotinilado o con higG1 biotinilada (20 pg/ml, 30
min, 4°C) y lavado en tampdn Perm/Wash™, las células se incubaron con posterioridad con estreptavidina-ficoeritrina
(DAKO) durante 30 minutos (4°C). Se determiné la intensidad de fluorescencia de al menos 5000 células por
muestra después del analisis por medio de citometria de flujo (FACS Calibur, Becton Dickinson) y acotamiento de los
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monocitos, utilizando soporte I6gico CellQuest Pro. Los datos muestran el indice de estimulacion (l.E.), que se
calcula como sigue: |.E. = (tincién positiva con fluorescencia media)/(tincion del fondo con fluorescencia media)

Inmunocitoquimica

Para detectar la IL-15 presente en los monocitos humanos, se realizaron preparaciones de Cytospin de muestras de
sangre completa. Después de centrifugar 5x10* células (200 pl) sobre portas de microscopio Superfrost®-Plus
(Menzel), los portas se secaron al aire (< 60 min), se fijaron en paraformaldehido al 2%/PBS (8 min, 4°C), se lavaron
con PBS y se secaron al aire de nuevo. Antes de la tincién, las preparaciones de Cytospin se permeabilizaron en
PBS (+saponina 0,1%; PBSS), que con posterioridad se utilizo a lo largo del procedimiento de tincion. Para bloquear
la actividad peroxidasa enddgena, las preparaciones de Cytospin se incubaron con perdxido de hidrégeno al 0,05%
(v/v) (H202) diluido en acido citrico/tampon fosfato (pH 5,8, 20 min, RT). Después de lavar con PBSS, la actividad
biotina enddgena se bloqued de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Biotin Blocking Kit, Vector Lab.,
DAKO). Después de lavar con PBSS, los sitios de union no especificos se bloquearon por medio de incubacion de
las preparaciones de Cytospin con mezclas de suero AB humano al 10% (v/v) (CLB, Amsterdam, Netherlands) (30
min) en PBSS. Después de eso, las preparaciones de Cytospin se incubaron con anticuerpo primario biotinilado (60
min, RT) y, después de lavar con PBSS, con estreptavidina formando complejo con peroxidasa de rabano picante
biotinilada (streptABComplex/HRP, DAKO; 1:100 en PBSS, que contenia suero AB humano al 2%; 30 min, RT).
Después de lavar en PBSS, las preparaciones de Cytospin se incubaron con 3-amino-9-etilcarbazol (0,5 mg/ml) y
H202 (0,01%), en tampon de acetato de sodio (50 mM, pH 4,9) durante 10 minutos (RT), para la deteccién de la
actividad HRP. Las Cytospin se lavaron con agua corriente del grifo durante 5 minutos, se contratifieron con
hematoxilina (DAKO) durante un minuto, se lavaron con agua corriente del grifo durante otros 5 minutos, y se
embebieron en Faramount o Glycergel (DAKO).

Citometria de flujo

La union de 146B7 a monocitos humanos estimulados con IFNy se muestra en la Figura 10. EI 146B7 biotinilado se
une a monocitos no estimulados que muestran la presencia de IL-15 en células no estimuladas. La estimulacion de
monocitos con IFNy conduce a un incremento de la union de 146B7 a las células, alcanzandose un maximo el primer
dia de cultivo. El anticuerpo de control, higG1, muestra poca unién a los monocitos no estimulados. La estimulacion
con IFNy incrementa la unién de hlgG1 a través del aumento de expresion de los receptores de Fcy sobre los
monocitos.

Inmunocitoquimica

La Figura 11 muestra la tincion de monocitos humanos con 146B7, o con el anticuerpo de control, higG1. Se
observa una tincidn del citopasma de color rojo claro después de incubar las células con 146B7, pero no con el
anticuerpo de control. Por consiguiente, 146B7 se une a hlL-15 en monocitos y esta union es regulada al alza
después de la estimulacion con IFNy. La Figura 11 también muestra que la tincién de IL-15 es principalmente
intracelular.

Ejemplo 10 El anticuerpo 146B7 anti-IL-15 humana se une a IL-15 en tejidos por medio de
inmunohistoquimica

Compuestos de ensayo

Las muestras de tejido cutaneo psoriasico humano se obtuvieron después de su consentimiento informado. Louise
Villadsen, Department of Dermatology, Gentofte University Hospital, Copenhagen, Denmark.

Anticuerpo 146B7 (lote num. MDX015), Medarex, Milpitas, CA, Estados Unidos
Biotinilaciéon de 146B7 e IgG humana

En primer lugar se diluyé N-hidroxisuccinimido-biotina (Sigma) en DMSO (dilucién final: 100 mg/ml) y a continuacion
en NaHCO3; 0,1 M (dilucién final: 1 mg/ml, Sigma). Por 1 mg de anticuerpo (diluido en 1 ml), se afiadieron 600 pl de
solucion de biotina (color oscuro, 2 hrs, RT). La solucion de anticuerpo-biotina se sometié a dialisis en una casete de
dialisis slide-a-lyzer™ (10.000 MWCO, Pierce, Perbio Science, Netherlands) (ON, 4°C) para eliminar la biotina no
marcada. El dia siguiente, se determind la concentracion de anticuerpos biotinilados por medio de
espectrofotometria (Ultrospec 2100pro) a DO 280 nm.

Inmunohistoquimica
Los tejidos se almacenaron a -80°C hasta su analisis. Después de descongelar, se fijaron secciones de tejido en
acetona (10 min, RT) y se secaron cono aire. Para bloquear la actividad peroxidasa enddgena, la secciones se

incubaron con peroxido de hidrégeno (H202) al 0,05% (v/v) diluido en &cido citrico/tampén de fosfato (pH 5,8, 20 min,
RT). Después de lavar con PBS-Tween 20 (PBST, 0,05% v/v), la actividad biotina enddgena se bloqued de acuerdo
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con las instrucciones del fabricante (Biotin Blocking Kit, Vector Lab., DAKO). Después de lavar con PBST, los sitios
de union no especifica se bloquearon incubando las secciones de tejido con mezclas de suero AB humano al 10%
(v/v) (CLB, Amsterdam, Netherlands) (30 min) en PBST. El suero se retir6 mediante secado y las secciones se
incubaron con posterioridad con anticuerpo primario biotinilado (146B7 o higG1) diluido en PBS que contenia suero
AB humano al 2 durante 60 minutos (RT). Las secciones se lavaron en PBST. Después de lavar en PBST, todas las
secciones de tejido se incubaron con streptABComplex/HRP (DAKO; diluido 1:100 en PBS que contenia suero AB
humano al 2%; 30 min, RT). Después de lavar en PBST, las secciones se incubaron con 3-amino-9-etilcarbazol (0,5
mg/ml) y H2O2 (0,01%), en tampdn de acetato de sodio (50 mM, pH 4,9) durante 10 minutos (RT), para la deteccion
de la actividad HRP. Las secciones se lavaron con agua del grifo corriente durante 5 minutos, se contratifieron con
hematoxilina (DAKO) durante un minuto, se lavaron con agua del grifo corriente durante otros 5 minutos, y
finalmente se embebieron en Faramount o Glycergel (DAKO).

Resultados

Se observé una tincion citoplasmica clara de queratinocitos en piel psoriasica después de tefir las secciones de
tejido con 146B7, pero no con el anticuerpo de control (Figura 12; 146B7 tifie queratinocitos positivos a IL-15
obtenidos de placas psoriasicas).

Ejemplo 11 El anticuerpo 146B7 anti-IL-15 humana bloquea IL-15 en quimeras de ratén SCID - tejido humano:
inhibicion significativa de la inflamacién tanto en tejido artritico como psoriasico

Compuestos de ensayo

Tejido sinovial — obtenido de pacientes con artritis reumatoide juvenil, después de su consentimiento informado;
Alexei Grom, division de reumatologia pediatrica, Children's Hospital Medical Center, Cincinnati, Ohio, Estados
Unidos.

Biopsias de queratoma — las muestras de tejido se obtuvieron después de su consentimiento informado. Louise
Villadsen, Department of Dermatology, Gentofte University Hospital, Copenhague, Dinamarca.

Anticuerpo 146B7 (lote num. MDX015), Medarex Inc., Milpitas, CA, Estados Unidos para los experimentos de
psoriasis.

Anticuerpo 146B7 (lote num. 15-00RDJWO07), Medarex Inc., Milpitas, CA, Estados Unidos para los experimentos de
artritis reumatoide.

Bloqueo de IL-15 en quimeras de raton SCID - tejido sinovial humano

Las muestras de tejido sinovial de nueva aportacion se obtuvieron de pacientes con artritis reumatoide juvenil
después de la cirugia de sustitucion articular. Las muestras se recogieron con condiciones estériles. Fragmentos de
tejido desmenuzado de las muestras de tejido sinovial completas se mezclaron cuidadosamente para asegurarse de
la homogeneidad de cada preparacion. Los tejidos desmenuzados (2-4 injertos por animal; 100 mg por sitio) se
injertaron subcutaneamente en el dorso de ratones SCID/NOD (Jackson Laboratories). Cada animal recibié 146B7
(500 ug, i.p.) o PBS el dia de la implantacién del injerto, y durante los dias 7, 14, y 21 de post-implantacién. Los
animales se sacrificaron el dia 28 post-implantacion. Los tejidos sinoviales se extirparon y se colocaron en formalina
para la tincién HyE.

Cuantificacion de la tincion HyE de tejidos de quimeras de ratén SCID - tejido sinovial humano (Modificado a
partir de Lehr et al.. J. Histochem. Cytochem. 1997, 45, 1559)

Después de obtener las imagenes digitales (2600x2060, jpg) de las secciones obtenidas a partir de quimeras de
ratén SCID - tejido sinovial humano utilizando un objetivo X10 (microscopio Zeiss; soporte légico Axiovision), los
datos se analizaron mediante ordenador, por medio del uso de Photoshop, versién 6.0 (Adobe Systems, Mountain
view, CA) y se redujeron a 1300x1300 pixeles. Dentro de cada seccion se eligieron seis campos X10 con el fin de
reflejar mejor la tincion global del tejido sobre el porta completo. Después de la seleccion de todos los nucleos
tefidos (varita magica sobre el nucleo de color oscuro con tolerancia 10), se gener6 una trama de densidad 6ptica
de la zona seleccionada y se registro la intensidad de tincién media (después de la seleccion del comando
histograma similar/imagen). Con posterioridad, se seleccion6 el fondo y se cuantificé la tincion (varita magica sobre
el fondo con tolerancia 10). La intensidad de tincién se calculé como la diferencia entre la tincion nuclear y la tincion
del fondo. Esto se denominé indice citoquimico con unidades arbitrarias. Los datos se muestran como la media y
e.t.m. Los datos se analizaron por medio de la prueba t de Student.

Bloqueo de IL-15 en quimeras de raton SCID - tejido psoriasico humano

Las biopsias de queratoma se obtuvieron de placas psoridsicas de dos pacientes, se dividieron y se trasplantaron a
ratones C.B-17 SCID (Jackson Laboratories). Tres semanas después del trasplante los ratones recibieron PBS
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(placebo), CsA (ciclosporin A) (Sandoz) a una dosis de 10 mg/kg un dia si y otro no durante 15 dias, o 146B7 a una
dosis de 20 mg/kg el dia 1 y 10 mg/kg los dias 8 y 15. Una semana después de la ultima inyeccion, los ratones se
sacrificaron, y se tomd un biopsia por punciéon de 4 mm de cada xenoinjerto. Las biopsias se fijaron en formalina
para su imbibicion con parafina y se tifieron en HyE y para el antigeno nuclear Ki-67.

Cuantificacion de la tincion inmunohistoquimica de tejidos de quimeras de raton SCID - tejido psoriasico
humano

Las secciones tefidas con HyE se evaluaron para determinar el grosor epidérmico (um), el grado de paraqueratosis
(puntuado de 0-3), y el nUmero de células mononucleares inflamatorias en la epidermis. Las secciones tefiidas para
Ki-67 se evaluaron para determinar el nimero de queratinocitos en ciclo/mm? de seccion. Se calcularon los valores
medio para los 4 ratones en cada grupo de tratamiento, y los datos de cada paciente se resumieron como la media y
e.t.m.

Modelo SCID/AR

La observacion microscépica de las secciones mostréo que los nucleos tefidos mas oscuros pertenecieron a las
células infiltrantes. Por lo tanto, el numero de nucleos (medido como el area de superficie relativa) se considera
como una medida de la infiltracion. La inyeccion de 146B7 reduce el numero de células infilirantes en el tejido
sinovial inflamado, en comparacién con el tratamiento con vehiculo (Figura 13a, p<0,05). La Figura 13b ilustra los
efectos de 146B7 sobre la infiltracion de células en tejido sinovial injertado, y muestra una reduccién del numero de
células con nucleos oscuros, en comparaciéon con el tratamiento con vehiculo.

Modelo SCID/psoriasis

La Figura 14 muestra los ratones SCID/psoriasis con 146B7 o con tratamiento de control. En comparacion con el
vehiculo, PBS, las inyecciones de 146B7 redujeron la gravedad de la psoriasis evaluada por medio del grosor de la
epidermis cuando se midié a partir del estrato corneo hasta el principio de las crestas epidérmicas (Figura 14A)):
PBS (177,8 £ 42,2 um), CsA (91,0 £ 15,2 um), 146B7 (62,5 £ 9,1 yum). También se observé una reduccién del grosor
cuando se midié a partir del estrato corneo hasta la parte mas profunda de las crestas epidérmicas (Figura 14B):
PBS (433,8 + 32,1 ym), CsA (303,8 + 62,9 ym) y 146B7 (208,0 £ 33,8 uym). Asimismo, el grado de paraqueratosis se
redujo por medio de tratamiento con 146B7 (Figura 14C): PBS (1,6 + 0,4), CsA (1,3 = 0,3), 146B7 (0,5 + 0,3).
Ademas, 146B7 reduce el numero de células mononucleares inflamatorias en la epidermis (Figura 14D): PBS (33,3 =
1,9 células mononucleares), CsA (19,4 + 8,5), 146B7 (16,4 + 0,1). La expression de la proteina Ki-67 humana se
asocia estrictamente a la proliferacion celular. Durante la interfase, el antigeno se puede detectar exclusivamente
dentro del nucleo, mientras que en la mitosis la mayoria de la proteina se relocaliza hacia la superficie de los
cromosomas. El hecho de que la proteina Ki-67 esté presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G(1),
S, G(2), y mitosis), pero esté ausente de las células en reposo (G(0)), la convierten en un marcador excelente para la
determinacién de la denominada fraccién de crecimiento de una poblacion dada de células. 146B7 reduce el numero
de queratinocitos en ciclo Ki-67+ (Figura 14E): PBS (247,9 + 77,0), CsA (116,0 £ 24,1), 146B7 (73,8 £ 9,9).

El tratamiento con 146B7 inhibi6 la infiltracion de células inflamatorias en el tejido inflamado en modelos SCID
humanos para artritis reumatoide. Ademas, en ratones SCID con placas psoridasicas humanas injertadas, el
tratamiento con 146B7 redujo la gravedad de la psoriasis, en comparaciéon con el tratamiento con CsA. Por
supuesto, el tratamiento con 146B7 dio como resultado una mayor reduccidon de la inflamacién, del grosor
epidérmico, del numero de queratinocitos en division, y de la gravedad de la paraqueratosis en ratones
humano/SCID.

Ejemplo 12 El anticuerpo 146B7 anti-IL-15 humana reconoce IL-15 unida al receptor
Compuestos de ensayo

hlgG1 - anticuerpo humano de control (Sigma).

Anticuerpo 146B7 - Medarex Inc., MDX015.

Células Raji con expresion constitutiva de IL-15Ra (Martin Glennie, Tenovus Research Laboratory, Southampton
General Hospital, Southampton, U.K.).

Biotinilacion de 146B7 e IgG humana

En primer lugar se diluyé N-hidroxisuccinimido-biotina (Sigma) en DMSO (dilucién final: 100 mg/ml) y a continuacion
en NaHCO; 0,1 M (dilucion final: 1 mg/ml, Sigma). Por 1 mg de anticuerpo (diluido en 1 ml), se afiadieron 600 pl de
solucién de biotina (color oscuro, 2 hrs, RT). La solucién de anticuerpo-biotina se sometio a dialisis en una casete de
dialisis slide-a-lyzer™ (10.000 MWCO, Pierce, Perbio Science, Netherlands) (durante la noche a 4°C) par eliminar la
biotina no marcada. El dia siguiente, se determin6 la concentracion de anticuerpos biotinilados por medio de
espectrofotometria (Ultrospec 2100pro) a DO 280 nm.
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Unién de 146B7 al complejo de IL-15 - IL-15Ra mediante ELISA

Después de recubrir (durante la noche a temperatura ambiente) placas de microtitulacién de fondo plano (Greiner)
con IL-15Ra (RyD systems, Minneapolis, MN, Estados Unidos), las placas se incubaron con PBS y suero de pollo
(2%, RT, 60 min). Después de lavar en PBS (+Tween 20 al 0,05%: PBST), las placas se incubaron con posterioridad
con varias diluciones de IL-15 no marcada (50 pl, RT, Immunex, Seattle, Estados Unidos). Al cabo de 10 minutos, se
afadieron anticuerpos biotinilados a los pocillos (50 ul) a diferentes concentraciones (90 minutos a temperatura
ambiente). Después de lavar en PBST, las placas se incubaron (60 minutos a temperatura ambiente) con
estreptavidina-poli-peroxidasa de rabano picante (CLB, Amsterdam, Netherlands) diluido 1:10.000 en PBST-C
(PBST vy suero de pollo al 2%). Finalmente, las placas se lavaron y se incubaron con posterioridad con ABTS (Acido
azinobis-3-etilbenzotiazolin-sulfénico, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) en tampén ABTS de acuerdo con el
protocolo del fabricante. La reaccién de coloracion de detuvo con acido oxalico al 2% (50 pl). La unién se evalu6 a
405 nm en un lector de ELISA EL808 (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, Estados Unidos).

Union de 146B7 al complejo de IL-15 - IL-15R en células Raji

Las células Raji se pre-incubaron (20 minutos a 4°C) con mezclas de sueros AB humanos al 10% (CLB, Amsterdam,
Netherlands) en tampén FACS (PBS, BSA al 0,05%, NaNO; al 0,02%). Las células Raji (1-2*105 células/ml) se
colocaron en los pocillos, y se afiadieron 50 ul de IL-15 no marcada a varias concentraciones (diluida en tampoén
FACS con suero AB humano al 10%). Después de incubar las células durante 30 minutos (4°C) y lavar dos veces en
tampon FACS, se afiadieron 50 pl de anticuerpos biotinilados (146B7 o higG1) a los pocillos (30 minutos a 4°C).
Después de lavar dos veces en tampon FACS, se afadieron 50 pl de estreptavidina-ficoeritrina a cada pocillo (30
minutos a 4°C). Después de lavar do veces en tampon FACS, las células se recogieron en 200 ul de tampdn FACS,
y se determin6 una intensidad de fluorescencia de al menos 5000 células por muestra después del andlisis por
medio de citometria de flujo (FACS Calibur, Becton Dickinson) utilizando soporte légico CellQuest. Los datos
muestran en indice de estimulacion (I.E.), que se calcula como sigue:

I.E. = (tincion positiva con fluorescencia media)/(tincion del fondo con fluorescencia media)

ELISA

La union de 146B7 al complejo de IL-15/IL-15R en el ELISA se muestra en la Figura 17. La unién de 146B7 aumenta
con concentraciones crecientes de union de IL-15 a su receptor. No se observaron efectos de unién del anticuerpo

de control a IL-15 0 a IL-15R.

Unién a células Raji que expresan IL-15R

La unién de 146B7 al complejo IL-15/IL-15R sobre células Raji se muestra en la Figura 18. 146B7 se une al
complejo de IL-15/IL-15R de una manera dependiente de la dosis. No se observé union de higG1 al complejo de IL-
15/IL-15R sobre células Raji (Figura 18).

146B7 es capaz de unirse a IL-15 después de la union de esta citoquina a su receptor. 146B7 se une a un epitopo
de IL-15 que no esta implicado en la unién al receptor.
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Equivalentes

Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de discernir utilizando no mas que experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invenciéon descritas en la presente memoria. Se
pretende que tales equivalentes estén abarcados por las siguientes reivindicaciones. Se contempla que cualquier
combinacién de las realizaciones descritas en las reivindicaciones dependientes se encuentra dentro del alcance de
la invencion.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> GenMab, Inc. et al.

<120> ANTICUERPOS HUMANOS ESPECIFICOS PARA INTERLEUQUINA 15 (IL-15)
<130> GMI-024PC

<150> US 60/314,731 <151> 2001-08-23

<160> 4
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1
<211> 390
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (1)...(390)
<400> 1
gag gtg cag ctg gtg cag tct gga gca gag gtg aaa aag ccc ggg gag 48
Glu Val Gla Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15
tct ctg aag atc tcc tgt aag gtt tct gga tac ttc ttt acc acc tac 96
Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyt Phe Phe Thr Thr Tyr
20 25 30
tgg atc ggc tgg gtg cgc cag atg ccc ggg aaa ggc ctg gag tat atg 144
Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met
35 40 45
ggg atc atc tat cct ggt gac tct gat acc aga tac agc ccg tcec ttc 192
Gly Ile Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Phe
50 55 60
caa ggc cag gtc acc atc tca gcc gac aag tcc atc agc acc gcc tac 240
Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 - 80
ctg cag tgg agc agc ctg aag gcc tcg gac acc gcc atg tat tac tgt 288
Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
gcg aga ggg ggt aac tgg aac tgc ttt gac tac tgg ggc cag gga acc 336
Ala Arg Gly Gly Asn Trp Asn Cys Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
ctg gtc acc gtc tce tca gec tcc acc aag ggc cca tcg gtec ttc ccc 384
Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
’ "115 120 125
ctg gca 390
Leu Ala
130
<210> 2
<211>130
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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Glu
Ser
Trp
Gly
Gln
65

Leu
Ala

Leu

Leu

att
Ile

aga
Arg

tta
Leu

tat
Tyr
50

agt

Ser

gaa
Glu

ttt
Phe

tct
Ser

<210> 3

<211> 357

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(357)

<400> 3
gaa
Glu

1
gaa
Glu
tac
Tyr
atc
Ile
ggc
Gly
65

cct
Pro
act
Thr
cca
Pro

<210>4

<211> 119

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Val
Leu
Ile
Ile
50

Gly
Gln
Axg
vVal

Ala
130

gtg
val

gcc
Ala

gcc
Ala
35

ggt
Gly

999
Gly

gat
Asp

ggce
Gly

gtc
Val
115

Gln
Lys
Gly
Ile
Gln
Trp
Gly

Thr
115

ttg
Leu

acc
Thr
20

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser

ttt
Phe

cag
Gln
100

ttc
Phe

Leu
Ile
20

Trp
Tyr
vVal

Ser

Gly
100
vVal

acg
Thr

cte
Leu

tac
Tyr

tce
Ser

999
Gly

gca
Ala

85

999
Gly

atc
Ile

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Asn

Ser

cag
Gln

tecc
Ser

cag
Gln

cge
Arg

aca
Thr
70

gtg
val

acc
Thr

ttc
Phe

ES 2375271 T3

Gln
Cys

Arg

Ser Gly
Lys Val

Gln Met

40

Gly Asp Ser

Ile
70
Leu

55
Ser Ala

Lys Ala

Trp Asn Cys

Ser

tct
Ser

tgc
Cys

cag
Gln

agg
Arg
55

gac
Asp

tat
Tyr

aag
Lys

ccg
Pro

Ala Ser

120

cca ggc

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Ser
Phe

105
Thr

acc

Pro Gly Thr

10

agg gcc agt

Arg Ala
25

aaa cct
Lys Pro
40

gcec act
Ala Thr

ttc act
Phe Thr

tac tgt
Tyr Cys

Ser

ggc
Gly

ggc
Gly

ctc
Leu

cag
Gln

920

ctg gag atc
Leu Glu Ile
105

42

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Asp

Lys

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr
75

cgg

agc
Ser

Val
Tyr
Lys
Arg
Ser
75

Thr
Tyr

Gly

tct
Ser

agt
Ser

gect
Ala

cca
Pro
60

atc

Ile

tat
Tyr

cga
Arg

Lys
Phe
Gly
Tyr
60

Ile
Ala
Trp

Pro

ttg
Leu

gtt
Val

cce
Pro
45

gac

Asp

agc
Ser

ggt
Gly

act
Thr

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
Met
Gly

Ser
125

tct
Ser

agc
Ser

agg
Arg

agg
Arg

aga
Arg

agc
Ser

gtg
Val
110

Pro

Thr
30
Glu

Pro
Thr
Tyr
Gln

110
Val
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo monoclonal humano aislado que:

(a) se une a IL-15 humana;

(b) inhibe los efectos proinflamatorios inducidos por IL-15; y

(c) comprende una region variable de la cadena pesada humana que comprende las secuencias CDR1,
CDR2, y CDR3 y una region variable de la cadena ligera humana que comprende las secuencias CDR1,
CDR2, y CDR3, donde:

(i) la secuencia CDR3 de la regién variable de la cadena pesada humana comprende los residuos de
aminoacido 100-107 del SEQ ID NO:2; y la secuencia CDRS3 de la region variable de la cadena ligera
humana comprende los residuos de aminoacido 90-97 del SEQ ID NO: 4;

(i) la secuencia CDR2 de la regién variable de la cadena pesada humana comprende los residuos de
aminoacido 50-66 del SEQ ID NO: 2 y la secuencia CDR2 de la regién variable de la cadena ligera
humana comprende los residuos de aminoacido 51-57 del SEQ ID NO: 4; y

(iii) la secuencia CDR1 de la regién variable de la cadena pesada humana comprende los residuos de
aminoacido 31-35 del SEQ ID NO: 2 y la secuencia CDR1 de la region variable de la cadena ligera
humana comprende los residuos de aminoacido 24-35 del SEQ ID NO: 4.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que

(a
(b
(c
(d

inhibe la produccién de TNFa;

inhibe la proliferacion de células T;

inhibe la proliferacion de queratinocitos; y

inhibe la quimiotaxis de los leucocitos activados.

~ — — —

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o 2, que no se une a los mutantes Q108S y D8SQ108S de IL-15.

4. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende una region variable de la
cadena pesada humana y una region variable de la cadena ligera humana, donde las regiones variables de la
cadena pesada humana y de la cadena ligera humana comprenden las secuencias de aminoacidos mostradas en el
SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4, respectivamente, y modificaciones de secuencia conservativas de las mismas.

5. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que se selecciona entre un anticuerpo IgG1, un
IgG2, un IgG3, un IgG4, un IgM, un IgA1, un IgA2, un IgAsec, un IgD y un IgE.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende una cadena pesada de IgG1 y
un cadena kappa ligera.

7. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es un anticuerpo completo, un fragmento
de anticuerpo o un anticuerpo de cadena sencilla.

8. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores producido por medio de un hibridoma que
incluye una célula B obtenida de un animal no humano transgénico que tiene un genoma que comprende un
transgén de la cadena pesada humana y un transgén de la cadena ligera humana fusionados a una célula
inmortalizada o por medio de un transfectoma que comprende acidos nucleicos que codifican una cadena pesada
humana y una cadena ligera humana.

9. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende una porcion de union al
antigeno del anticuerpo.

10. Un método in vitro para inhibir la produccién de TNFa inducida por IL-15, pero no inducida por IL-2, en células T
0 monocitos, que comprende poner en contacto IL-15 con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
9.

11. Un método in vitro para inhibir la produccion de células T inducida por IL-15, pero no inducida por IL-2, que
comprende poner en contacto IL-15 con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

12. El método de la reivindicacion 11, donde las células T son células mononucleares de sangre periférica (PBMC) o
células CTLL-2.

13. Un hibridoma que comprende una célula B obtenida de un animal no humano transgénico que tiene un genoma

que comprende un transgén de la cadena pesada humana y un transgén de la cadena ligera, fusionados a una
célula inmortalizada, donde el hibridoma produce el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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14. Un transfectoma que comprende acidos nucleicos que codifican una cadena pesada humana y una cadena
ligera humana, donde el transfectoma produce una cantidad detectable del anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

15. El transfectoma de la reivindicacion 14, donde los acidos nucleicos comprenden las secuencias de nucleétidos
mostradas en el SEQ ID NO: 1 y el SEQ ID NO: 3, o modificaciones conservativas de las mismas.

16. Un animal no humano transgénico que expresa el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
donde el animal no humano transgénico tiene un genoma que comprende un transgén de la cadena pesada humana
y un transgén de la cadena ligera humana.

17. Un método para producir el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende:

fusionar las células B aisladas de un animal no humano transgénico que tiene un genoma que comprende un
transgén de la cadena pesada humana y un transgén de la cadena ligera humana y que ha sido inmunizado
con IL-15 humana o una célula que expresa IL-15 humana, de manera que los anticuerpos son producidos
por las células B del animal con células de mieloma para formar células de hibridoma, inmortales que
secretan anticuerpos monoclonales humanos especificos para IL-15; y

aislar los anticuerpos monoclonales humanos especificos para IL-15 a partir del sobrenadante de cultivo del
hibridoma.

18. Un producto inmunoconjugado que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9y un
agente terapéutico.

19. El producto inmunoconjugado de la reivindicacion 18, donde el agente terapéutico es un agente
inmunosuopresor, un agente citotoxico o un agente antiinflamatorio seleccionado entre un agente antiinflamatorio
esteroideo, un agente antiinflamatorio no esteroideo y un FARME.

20. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y un
portador farmacéuticamente aceptable.

21. La composicion de la reivindicacion 20 que comprende adicionalmente un agente terapéutico.

22. La composicion de la reivindicacion 21, donde el agente es un agente inmunosupresor, un anticuerpo, un agente
para tratar la psoriasis, un agente antiinflamatorio seleccionado entre un agente antiinflamatorio esteroideo y un
agente antiinflamatorio no esteroideo, un FARME seleccionado entre metotrexato, etanercept y infliximab o un
agente quimioterapéutico seleccionado entre doxorrubicina, cisplatino, bleomicina, carmustina, ciclofosfamida y
clorambucil.

23. La composicion de la reivindicacion 22, donde el agente inmunosupresor es la ciclosporina.

24. La composicién de la reivindicacion 22, donde el anticuerpo es un anticuerpo especifico de CD4 o un anticuerpo
especifico de IL-2.

25. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en un método de tratamiento del
cuerpo humano por medio de terapia.

26. El uso del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en la fabricacion de un medicamento para
tratar o prevenir un trastorno seleccionado entre la psoriasis, la artritis, las enfermedades inflamatorias intestinales,
el cancer, el rechazo de trasplantes y las enfermedades infecciosas.

27. El uso de la reivindicacién 26, donde la artritis es la artritis reumatoide.

28. El uso de la reivindicacion 26 o 27, donde el tratamiento o la prevencion comprenden adicionalmente la
administracion simultanea de otro agente terapéutico.

29. El uso de la reivindicacion 28, donde el agente terapéutico se define como en una cualquiera de las
reivindicaciones 22 a 24.

30. Un método para diagnosticar una enfermedad mediada por IL-15 por medio de la deteccion de la presencia del
antigeno IL-15, o una célula que expresa IL-15, en una muestra que comprende poner en contacto la muestra, y una
muestra de control, con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en condiciones que permitan la
formacion de un complejo entre el anticuerpo e IL-15 y detectar la formacion de un complejo, donde una diferencia
en la formacion del complejo entre la muestra en comparacion con la muestra de control es indicativa de la presencia
de IL-15 en la muestra.
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31. Un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una regién variable del anticuerpo
de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

32. El acido nucleico de la reivindicaciéon 31 que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada entre el
SEQ ID NO: 1, el SEQ ID NO: 3 y modificaciones conservativas de la misma.

33. Un vector de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de una
cadena ligera, una cadena pesada, o de ambas cadenas ligera y pesada, del anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, donde la secuencia de nucledtidos de la cadena ligera comprende el SEQ ID NO:3 y la
secuencia de nucledtidos de la cadena pesada comprende el SEQ ID NO: 1.

34. Un transfectoma que comprende el vector de expresién de la reivindicacién 33.
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Union de 146B7 a monocitos estimuiados con IFNy
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efectos de 146B7 sobre el grosor epidérmico:
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efectos de 146B7 sobre la paraqueratosis
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Union de 146B7 a complejo IL-15/IL-15Ra en ELISA
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