ES 2 386 262 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPARA @Namero de publicacién: 2 386 262
@Int. Cl.
CO7K 16/24 (2006.01)
C12N 5/20 (2006.01)
A61K 39/395 (2006.01)
C12P 21/08 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

NUmero de solicitud europea: 07005606 .4
Fecha de presentacién: 15.01.1999

Numero de publicacion de la solicitud: 1818343
Fecha de publicacion de la solicitud: 15.08.2007

T3

Tl’tulo: Anticuerpos contra IL-12 humana

Prioridad:

23.01.1998 US 72333 P

Fecha de publicacion de la mencién BOPI:
14.08.2012

Fecha de la publicacion del folleto de la patente:

14.08.2012

@ Titular/es:

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG
GRENZACHERSTRASSE, 124
4070 BASEL, CH

@ Inventor/es:

Gately, Maurcie Kent y
Presky, David Howard

Agente/Representante:
de Elzaburu Marquez, Alberto

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2386 262 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos contra IL-12 humana.

La invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal anti-IL-12 humana, que comprende una subunidad p35 y una
subunidad p40 que forman un heterodimero p75, en donde dicho anticuerpo monoclonal reconoce la subunidad p40
de IL-12 humana y neutraliza al menos 90% de la bioactividad de IL-12 humana medida por

(a) la inhibicién de la proliferacion de linfoblastos humanos activados por fitohemaglutinina (PHA) estimulada por IL-
12, en donde la concentracion de dicho anticuerpo monoclonal es 0,5 pg/ml y la concentracion de dicha IL-12
humana es 0,25 ng/mly

(b) la inhibicién de la produccion de IFN-y por linfoblastos humanos activados por PHA estimulada por IL-12, en
donde la concentracion de dicho anticuerpo es 0,5 ug/ml y la concentracion de dicha IL-12 humana es 0,25 ng/ml y

en donde dicho anticuerpo monoclonal se puede obtener de un ratén deficiente en un gen de la subunidad p35 o p40
de IL-12.

En una realizacion, dicho anticuerpo monoclonal presenta reactividad cruzada con IL-12 de mono Rhesus. En ofra
realizacién, dicho anticuerpo monoclonal esta humanizado. En otra realizacién, dicho anticuerpo monoclonal es un
anticuerpo con una Unica cadena.

La invencién se refiere ademas a una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal de la
invencion. En una realizacién, dicha composicién es adecuada para la administracion parenteral.

La invencion se refiere ademas al uso de dicho anticuerpo monoclonal en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de un trastorno autoinmune. En una realizacion, el trastorno autoinmune es esclerosis multiple, artritis
reumatoide, diabetes mellitus autoinmune o enfermedad inflamatoria del intestino. En una realizacion, la enfermedad
intestinal inflamatoria es la enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa. La invencién también se refiere al uso de dicho
anticuerpo monoclonal en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad injerto contra
huésped o choque séptico.

La interleuquina-12 (IL-12), primeramente conocida como factor de maduraciéon de linfocitos citotéxicos o factor
estimulante de células asesinas naturales, es una citoquina heterodimera de 75 kDa (p75) compuesta por
subunidades de 40 kDa (p40) y 35 kDa (p35) unidas por disulfuro. Las subunidades p40 y p35 son polipéptidos que
contienen 306 residuos de aminoacido y 197 residuos de aminoacido, respectivamente (Gubler U. y otros, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 88, 4143-4147 (1991)).

El heterodimero p75 es la forma biolégicamente activa de IL-12 (Gubler, U. y otros, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88: 4143; Wolf, S.F. y otros, 1991, J. Immunol., 146: 3074). El heterodimero p75 de IL-12 tanto activa como
refuerza respuestas inmunitarias mediadas por células contra antigenos extrafios estimulando la produccion de
células cooperadoras Th 1, estimulando células T activadas y células asesinas naturales (NK), potenciando la
actividad litica de células NK/LAK y estimulando la produccion de IFN-y por células T y NK en reposo y activadas.

Se ha observado que la subunidad p40 de IL-12 es producida en exceso de la subunidad p35 y se encuentra en las
formas tanto monémera como dimera (Podlaski, F.J. y otros, 1992, Arch. Biochem. Biophys. 294: 230; D’Andrea, A.
y otros, 1992, J. Exp. Med., 176: 1387). El homodimero p40 de IL-12 es un potente antagonista de IL-12 (Ling, P. y
otros, 1995, J. Immunol., 154: 116; Gillessen, S. y otros, 1995, Eur. J. Immunol., 25: 200). En contraste con la
subunidad p40, la subunidad p35 de IL-12 no tiene actividad biolégica conocida y la proteina p35 solo se ha
encontrado en asociacion con la subunidad p40 como parte del heterodimero p75 de IL-12. Por lo tanto, existen dos
tipos importantes de epitopos presentados por IL-12 humana: (1) epitopos presentados por la subunidad p40 y (2)
epitopos presentados por la conformacion tridimensional del heterodimero p75 de IL-12. Por consiguiente, los
presentes inventores disefian anticuerpos que reconocen epitopos presentes sobre la proteina heterodimera p75 de
IL-12 pero no reconocen epitopos presentes sobre la proteina de la subunidad p40 de IL-12 llamados anticuerpos
“especificos para el heterodimero”.

Se ha encontrado que los anticuerpos para IL-12 conocidos no son éptimamente eficaces para neutralizar
substancialmente la bioactividad de IL-12. Los anticuerpos para IL-12 que reaccionan inmunolégicamente con la
subunidad p40 no bloquean éptimamente la bioactividad de IL-12 humana. Por ejemplo, el uso de anticuerpos que
reaccionan con epitopos presentados por la subunidad p40 es particularmente problematico debido a que se ha
observado que la produccién de heterodimero p75 de IL-12 da como resultado un exceso de subunidades p40
inactivas con relacion al heterodimero p75 bioactivo (Podlaski, F.J., 1992, Arch. Biochem. Biophys. 294: 230;
D’Andrea, A. y otros, 1992, J. Exp. Med., 176: 1387). Como resultado, los anticuerpos para p40 no son tan eficaces
como los anticuerpos especificos para el heterodimero para reducir los efectos perjudiciales de la IL-12 debido a que
la subunidad p40 sola no es bioactiva, y los anticuerpos para p40 tienden a unirse a las subunidades p40 inactivas
en vez de a aquellas subunidades p40 que son parte de un heterodimero p75 bioactivo.
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Ni siquiera los anticuerpos conocidos que reaccionan soélo con el heterodimero p75 neutralizan eficazmente la
bioactividad de IL-12. Por ejemplo, un anticuerpo especifico para el heterodimero p75 de IL-12 previamente
identificado, llamado 20C2 (Chizzonite y otros, Cytokine, 6: A82a (1994) y D’Andrea y otros, J. Exp. Med., Vol. 176,
1387-1398 (1992)), no puede bloquear substancialmente la proliferacion de linfoblastos activados por PHA ni la
produccién de IFN-y estimuladas por IL-12 humana.

Las siguientes referencias también divulgan anticuerpos o antisueros anti-IL-12. Miller y otros (J Clin Invest. 1994
November; 94(5): 1799-1805) divulgan un anticuerpo monoclonal anti-IL-12 humana de rata que inhibia la
proliferacion de células T en aproximadamente 50%. Sriskandan y otros. (J Immunol. 1996 Apr 1;156(7):2430-2435)
divulga un anticuerpo anti-IL-12 de cabra neutralizante. Balashov y otros. (Proc Natl Acad Sci USA. 1997 January
21; 94(2): 599-603) divulga un anticuerpo anti-IL-12 humana de cabra neutralizante. Fratazzi y otros (Clin Immunol
Immunopathol. 1998 Jan;86(1):34-44) divulga un anticuerpo monoclonal anti-IL-12 humana que no tenia ningun
efecto sobre la proliferacion de células T ni actividad citotoxica CD8+ inducida por IL-7 y sCD23. Ohshima y
Delespesse (J Immunol. 1997 Jan 15;158(2):629-636) divulgan un anticuerpo anti-IL-12 humana de cabra. Wu y
otros (J Immunol. 1994 Feb 1;152(3): 1141-1153) divulgan la purificacion de rIL-12 utilizando una columna anti-IL-12.
Tripp y otros (J Immunol. 1994 Feb 15; 152(4): 1883-1887) divulgan fracciones de IgG de suero de cabra anti-IL-12
de raton.

Anticuerpos especificos para el heterodimero que neutralicen mas eficazmente la bioactividad de IL-12 son
necesarios para reducir efectos perjudiciales de IL-12. Se sabe que los niveles incrementados de IL-12 en suero o
tejido estan implicados en el desarrollo y el avance de trastornos autoinmunes. Asi, los anticuerpos para IL-12 son
antagonistas Utiles para controlar enfermedades con patologias que estan mediadas a través de mecanismos
inmunes, particularmente enfermedades asociadas con actividad de células cooperadoras tipo Th1 aberrantes.
Ejemplos de tales trastornos autoinmunes incluyen esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria del intestino (IBD),
incluyendo enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa, artritis reumatoide y diabetes mellitus autoinmune. Otros
estados patologicos que se ha observado que se benefician de la administracion de anticuerpos para IL-12 incluyen
enfermedad del trasplante/injerto contra el huésped y choque séptico.

De acuerdo con esta invencion, se ha encontrado que anticuerpos para IL-12 obtenidos de un mamifero deficiente
en el gen que codifica la subunidad p35 y/o el gen que codifica la subunidad p40 neutralizan substancialmente la
bioactividad de IL-12.

De acuerdo con esta invencion, por primera vez, se producen anticuerpos que neutralizan substancialmente la
bioactividad de IL-12 humana usando los métodos descritos aqui. A diferencia de otros anticuerpos especificos IL-
12, los anticuerpos descritos aqui neutralizan al menos 90% de la bioactividad de IL-12 humana. Ademas, los
anticuerpos descritos aqui reaccionan cruzadamente con IL-12 de mono Rhesus.

Los anticuerpos para IL-12 especificos para el heterodimero p75 descritos aqui son agentes terapéuticos eficaces
para el uso en el bloqueo de la bioactividad de IL-12 para tratar estados mediados por respuestas inmunoldgicas
estimuladas por IL-12 no deseables. Los anticuerpos para IL-12 especificos para el heterodimero altamente
neutralizadores descritos aqui son inhibidores particularmente Utiles de la proliferacion de linfoblastos humanos
activados por PHA estimulada por IL-12 y la produccién de IFN-y por linfoblastos humanos activados por PHA.

La Fig. 1 es una grafica que muestra la captura de IL-12 humana marcada con 129) por anticuerpos contenidos en
sobrenadantes de hibridomas HIL-12F3-5F2 (denominado aqui “5F2”), HIL-12F3-16F2 (denominado aqui “16F2”),
HIL-12F3-16G2 (denominado aqui “16G2”), HIL-12F3-20E11 (denominado aqui “20E11”) y HIL-12F1-17E2
(denominado aqui “17E2”) (barras abiertas). La presencia de la subunidad p40 de IL-12 humana no marcada durante
la reaccion de inmunoprecipitacion (barras sélidas) no bloqueaba la captura de IL-12 humana marcada con 129) por
anticuerpos monoclonales 5F2, 16F2, 16G2 y 20E11, demostrando que estos anticuerpos no tienen alta afinidad
para la subunidad p40 de IL-12 sola.

La Fig. 2 muestra patrones de isoelectroenfoque de anticuerpos monoclonales anti-IL-12 humana especificos de
heterodimero p75, 20C2, 16G2, 16F2, 20E11 y 5F2. Segun se muestra en la Fig. 2, los anticuerpos monoclonales
20C2, 20E11 y 5F2 son inmunoglobulinas Unicas. Los anticuerpos monoclonales 16G2 y 16F2 aparecen idénticos
mediante isoelectroenfoque, pero ambos son diferentes de 20C2, 20E11 y 5F2.

La Fig. 3 es una grafica que muestra la inhibicion de la proliferacion de linfoblastos humanos activados por PHA
estimulada por IL-12 humana natural por anticuerpos monoclonales para IL-12 especificos para el heterodimero p75
20C2 (+), 16G2 (A), 16F2 (O), 20E11 (1) y 5F2 (A). La inhibiciéon de la proliferacion de linfoblastos humanos
activados por PHA estimulada por IL-12 humana natural se determind con respecto al nivel de 0,25 ng/ml de
proliferaciéon de linfoblastos humanos activados por PHA estimulada por IL-12 humana en ausencia de anticuerpos
para IL-12, mostrado en la Fig. 3 como una linea punteada horizontal a 9940 cpm, y niveles de fondo de proliferacion
de linfoblastos humanos activados por PHA, es decir, en ausencia tanto de IL-12 como de anticuerpos para IL-12,
mostrados en la Fig. 3 como una linea punteada horizontal a 1480 cpm. Segun se muestra en la Fig. 3, los
anticuerpos monoclonales para IL-12 16G2 (A), 16F2 (O), 20E11 (1) y 5F2 (A) inhiben la proliferacion de
linfoblastos activados por PHA estimulada por 0,25 ng/ml de IL-12 humana en al menos 90%. En contraste, segun
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se muestra en la Fig. 3, el anticuerpo 20C2 (+) previamente conocido no inhibe substancialmente la proliferacion de
linfoblastos humanos activados por PHA estimulada por IL-12.

La Fig. 4 es una grafica que muestra la inhibicion de la proliferacion de linfoblastos humanos activados por PHA
estimulada por IL-12 de mono Rhesus por anticuerpos monoclonales para IL-12 especificos para el heterodimero
p75 16G2 (A), 16F2 (O), 20E11 (1) y 5F2 (A ) en comparacion con el anticuerpo 20C2 (+) previamente conocido. El
nivel de proliferacion de linfoblastos en presencia de 0,5 ng/ml de IL-12 de mono Rhesus y en ausencia de
anticuerpos para IL-12 esta representado por la linea punteada horizontal en el extremo superior de la grafica. El
nivel de fondo de proliferacién de linfoblastos, es decir, en ausencia tanto de IL-12 como de anticuerpos para IL-12,
esta representado por una linea punteada horizontal en el extremo inferior de la grafica. Segun se muestra en la Fig.
4, los anticuerpos son potentes inhibidores de la proliferacion de linfoblastos activados por PHA estimulada por IL-12
de mono Rhesus, en contraste con el anticuerpo 20C2 (+) que tiene un efecto inhibidor minimo sobre la proliferacion
de linfoblastos estimulada por IL-12 de mono Rhesus.

La Fig. 5 es una grafica que muestra la inhibicion de la producciéon de IFN-y por anticuerpos monoclonales
especificos para el heterodimero p75, 16F2 (O), 16G2 (m), 20E11 (A), 5F2 (e) y 20C2 (%). Segun se muestra en la
Fig. 5, los anticuerpos 16F2 (O), 16G2 (m), 20E11 (A) y 5F2 (e) inhiben la produccion de IFN-y estimulada por 0,25
ng/ml de IL-12 humana en al menos 90%. La linea horizontal punteada en el extremo inferior de la grafica representa
la produccion de IFN-y de fondo en ausencia de IL-12. En contraste, segin se muestra en la Fig. 5, el anticuerpo
monoclonal 20C2 (%) es incapaz de inhibir la produccién de IFN-y estimulada por 0,25 ng/ml de IL-12 en mas de
65%.

La Fig. 6 es una secuencia de nucledtidos que codifica una porcion de la region variable de la cadena pesada del
anticuerpo 16G2 especifico para el heterodimero p75 y la secuencia de aminoacidos deducida de esta secuencia de
nucledtidos.

La Fig. 7 es una secuencia de nucledtidos que codifica una porcion de la region variable de la cadena pesada del
anticuerpo 20E11 especifico para el heterodimero p75, y la secuencia de aminoacidos deducida de esta secuencia
de nucleotidos.

Se ha encontrado que cuando se producen anticuerpos para IL-12 a partir de mamiferos deficientes en el gen que
codifica la subunidad de IL-12 p35 y/o el gen que codifica la subunidad de IL-12 p40, se obtienen anticuerpos para
IL-12 que reaccionan inmunolégicamente de forma selectiva con epitopos del heterodimero p75 de IL-12 y se
identifican por su capacidad para reaccionar inmunolégicamente de forma selectiva con el heterodimero p75 de IL-
12 humana, pero no reaccionar inmunolégicamente con la subunidad p40 sola.

A diferencia de anticuerpos para p75 de IL-12 previamente conocidos, se producen mediante los métodos descritos
aqui anticuerpos que neutralizan substancialmente la bioactividad de IL-12 humana, es decir, neutralizan al menos
aproximadamente 90% de la bioactividad de IL-12 humana. Ademas, los anticuerpos especificos para el
heterodimero p75 de IL-12 descritos aqui reaccionan cruzadamente con IL-12 de mono Rhesus.

Los anticuerpos para IL-12 descritos aqui neutralizan al menos aproximadamente 90% de la bioactividad de IL-12
humana inhibiendo al menos aproximadamente 90% de la proliferacion de linfoblastos humanos activados por PHA
inducida por IL-12 a concentraciones de al menos aproximadamente 0,5 pg/ml, y/o inhibiendo al menos
aproximadamente 90% de la produccion de IFN-y estimulada por IL-12 por linfoblastos humanos activados por PHA
a concentraciones de al menos aproximadamente 0,5 ug/ml. Por otra parte, se ha observado que los anticuerpos
descritos aqui inhiben especialmente la proliferacién inducida por IL-12, pero no inducida por IL-2, de linfoblastos
humanos activados por PHA. Los linfoblastos humanos activados por PHA se preparan como sigue. Células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron (Gately y otros, J. Natl. Cancer Inst., 69:1245 (1982)) y se
estimularon con PHA-P (Difco Labs., Detroit, Ml) al 0,1%. Después de 3 dias, los cultivos se dividieron 1:1 con medio
reciente y 50 U/ml de IL-2 humana recombinante segun se describe en Gately, M.K., Chizzonite, R. y Presky, D.H.,
Measurement of human and mouse interleukin 12, Current Protocols in Immunology, vol. 1. J.E. Coligan, A.M.
Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach y W. Strober, eds., JohnWiley & Sons, Inc., Nueva York, 1995, pp. 6.16.1-
6.16.15. Los linfoblastos activados por PHA se usaron después de un periodo de incubacién adicional de un dia.

Algunos de los anticuerpos para IL-12 descritos aqui se identifican por su capacidad para unirse selectivamente al
epitopo presentado por el heterodimero p75, pero no reaccionan inmunolégicamente con ningun epitopo presentado
por la subunidad p40. Esta selectividad se define por el hecho de que estos anticuerpos IL-12 reaccionaran, a una
cierta concentracion minima, con un epitopo solamente presentado por una cantidad dada del heterodimero p75
pero no reaccionaran a esa concentracion con un epitopo presentado por la subunidad p40 de esa misma cantidad
dada de este heterodimero p75. De este modo, estos anticuerpos tienen una afinidad superior para un epitopo
presentado solamente por el heterodimero p75 que cualquier epitopo presentado por la subunidad p40. Puede
usarse cualquier ensayo convencional para identificar la union selectiva de los anticuerpos al heterodimero p75.
Generalmente, en tal ensayo, los anticuerpos se incuban con heterodimero p75 de IL-12 humana para determinar si
los anticuerpos se unen al heterodimero p75. Los anticuerpos también se incuban con heterodimero p75 de IL-12
humana en presencia y ausencia de la subunidad p40 para determinar si la presencia de la subunidad p40 bloquea
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la unién del anticuerpo o la captura del heterodimero p75. Por ejemplo, pueden usarse ensayos de
inmunoprecipitacion competitiva (véase el Ejemplo 7 aqui) para demostrar que los anticuerpos descritos aqui
reaccionan inmunoldgicamente de forma selectiva con el heterodimero p75 de IL-12 humana, pero no son
inmunoldgicamente reactivos con la subunidad p40 sola.

De acuerdo con la presente invencion, los anticuerpos para IL-12 descritos aqui se producen a través del uso de
mamiferos con inactivacion total de expresion (“knock-out”). Los mamiferos con inactivacion total de expresion son
deficientes en el gen que codifica la subunidad p35 y/o el gen que codifica la subunidad p40 de IL-12 y asi no
expresan el heterodimero p75 de IL-12. Cuando se inmuniza con el heterodimero p75 de IL-12, el mamifero con
inactivacion total de expresion deficiente en la subunidad p35 de IL-12 y/o deficiente en la subunidad p40 de IL-12
reconoce el heterodimero p75 de IL-12 como extrafio y produce anticuerpos para el mismo. Preferiblemente, el
mamifero con inactivacion total de expresion es un ratén. De acuerdo con la presente invencion, los mamiferos con
inactivacion total de expresion se producen mediante métodos que se han descrito en la técnica. Los mamiferos con
inactivacion total de expresion pueden producirse por medios convencionales tales como mutacion del gen que
codifica la subunidad de IL-12 p35 y/o la subunidad de IL-12 p40. Por ejemplo, ratones que tienen una mutacion en
el gen de la subunidad p35 de IL-12 pueden producirse como se describe por Mattner, F. y otros, Eur. J. Immunol.,
26:1553-1559 (1996). Ratones que tienen una mutacién en el gen de la subunidad p40 de IL-12 pueden producirse
como se describe por Magram, J. y otros, Immunity, 4: 471-481 (1996)

Los anticuerpos policlonales y monoclonales que reaccionan inmunolégicamente de forma selectiva con el
heterodimero p75 de IL-12 humana se producen a partir de células activadas del mamifero con inactivacion total de
expresion mediante cualquier medio convencional conocido en la técnica. Generalmente, los anticuerpos se
producen (a) inmunizando un mamifero con inactivacion total de expresion deficiente en un gen que codifica la
subunidad p35 y/o la subunidad p40 con heterodimero p75 humano para producir anticuerpos; (b) obteniendo
anticuerpos del mamifero inmunizado; y (c) rastreando los anticuerpos con respecto a su capacidad para unirse
selectivamente al epitopo presentado por el heterodimero p75 para obtener los anticuerpos que se unen
selectivamente.

Los anticuerpos monoclonales para IL-12 que reaccionan inmunolégicamente de forma selectiva con el
heterodimero p75 de IL-12 humana se producen generalmente mediante un método que incluye las siguientes
etapas:

(1) inmunizar a un mamifero con inactivacion total de expresion, tal como, por ejemplo, un ratén deficiente en el gen
que codifica la subunidad p35 de IL-12 y/o la subunidad p40 de IL-12, con heterodimero p75 de IL-12 humana;

(2) seleccionar células del mamifero con inactivacion total de expresién inmunizado que se han activado para
expresar anticuerpos contra IL-12, tales como esplenocitos o células de nédulos linfaticos;

(3) fusionar las células recogidas con células de mieloma para formar células de hibridoma;

(4) seleccionar células de hibridoma que secretan anticuerpos que reconocen IL-12 humana, por ejemplo, probando
medio acondicionado para hibridomas con respecto a la presencia de anticuerpos anti-IL-12 humana; por ejemplo, a
través del uso de ELISA o ensayos de inmunoprecipitacion que emplean IL-12 humana marcada o no marcada; y

(5) determinar si los anticuerpos son especificos para el heterodimero p75 demostrando que los anticuerpos
reaccionan inmunolégicamente con un epitopo del heterodimero de IL-12 p75, pero no son inmunolégicamente
reactivos con ningun epitopo de la subunidad p40, incubando los anticuerpos con heterodimero p75 de IL-12
humana para determinar si los anticuerpos se unen al heterodimero p75, y a continuacion incubando los anticuerpos
con heterodimero p75 de IL-12 humana en presencia y ausencia de la subunidad p40 para determinar si la
presencia de la subunidad p40 bloquea la unién o la captura por el anticuerpo del heterodimero p75. Por ejemplo,
pueden usarse ensayos de inmunoprecipitacion competitiva (véase el Ejemplo 7 aqui) para demostrar que los
anticuerpos descritos aqui reaccionan inmunolégicamente de forma selectiva con el heterodimero p75 de IL-12
humana, pero no son inmunolégicamente reactivos con la subunidad p40 sola.

El método para producir los anticuerpos monoclonales para IL-12 especificos para el heterodimero p75 puede
comprender ademas la etapa de determinar la capacidad de los anticuerpos para IL-12 especificos para el
heterodimero para inhibir la bioactividad de IL-12 tanto humana como de mono Rhesus en cualquier sistema de
ensayo in vitro o in vivo para la bioactividad de IL-12, tal como ensayos para determinar la proliferacion estimulada
por IL-12 de linfocitos activados, la produccion estimulada por IL-12 de IFN-y o la potenciacion estimulada por IL-12
de la actividad citolitica.

Los anticuerpos anti-IL-12 humana de la presente invencién pueden aislarse hasta una forma substancialmente pura
mediante métodos estandar conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, precipitacion con sulfato amonico,
cromatografia de afinidad o cromatografia de intercambio iénico.

Variaciones del método para obtener los anticuerpos de la presente invencion también estan abarcadas dentro de la
presente invencion. Métodos conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, transferencia Western, ensayos de
inmunoprecipitacion competitiva o ensayos de unién de bloqueo cruzado pueden usarse para determinar si los
anticuerpos son especificos para el heterodimero p75.
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Ademas de ratones, mamiferos tales como ratas y conejos deficientes en el gen de la subunidad p35 de IL-12 y/o el
gen de la subunidad p40 de IL-12 pueden inmunizarse con el heterodimero p75 de IL-12 para producir los
anticuerpos descritos aqui. La deficiencia o la mutacion en el gen de la subunidad p35 de IL-12 y/o el gen de la
subunidad p40 de IL-12 puede ser cualquier deficiencia o mutacién que dé como resultado una falta de expresion de
heterodimero p75 de IL-12. Por otra parte, puede usarse cualquier método convencional para obtener células
mamiferas que tengan una mutacién en el gen de la subunidad p35 de IL-12 y/o el gen de la subunidad p40 de IL-12
que dé como resultado fenotipo deficiente en p75 de IL-12.

Células mamiferas activadas que expresan anticuerpos para el heterodimero p75 de IL-12 humana pueden
obtenerse inmunizando a un ratén u otro mamifero con IL-12 humana natural o IL-12 recombinante. La IL-12
humana natural y la IL-12 humana recombinante pueden prepararse mediante cualquier técnica convencional
conocida en la técnica, tales como las técnicas proporcionadas en los ejemplos aqui.

Lineas celulares de mieloma, es decir, los socios de fusién, adecuadas para el uso en la produccién de los
hibridomas que secretan los anticuerpos para IL-12 de la presente invencion incluyen lineas celulares de mieloma
bien conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, lineas celulares SP 2/0 y NS/O. Se prefieren células de
mieloma de raton SP2/0. Preferiblemente, el socio de fusion de mieloma y la célula mamifera activada contra el
heterodimero p75 de IL-12 se derivan de la misma especie.

Células de hibridoma que producen los anticuerpos de la presente invencién pueden seleccionarse y aislarse
mediante cualesquiera métodos convencionales conocidos en la técnica. Las células de mieloma y linfocitos
activados contra el heterodimero p75 de IL-12 se cultivan juntos en medio que contiene un agente de seleccion
capaz de destruir las células de mieloma pero no los linfocitos. Se forman hibridomas a partir de las células de
mieloma que se fusionan con los linfocitos activados contra el heterodimero p75 de IL-12. Tales células de hibridoma
son capaces de crecer en el medio que contiene el agente de seleccion debido a que el ADN de los linfocitos
suministra a la linea celular de mieloma el gen necesario que codifica una enzima que evita los efectos toxicos del
agente de seleccion permitiendo una ruta metabdlica alternativa para reemplazar la ruta metabdlica bloqueada por el
agente de seleccion. Cualesquiera linfocitos no fusionados mueren debido a que no estan transformados y tienen
tiempos de vida finitos cortos in vitro. De acuerdo con la presente invencion un agente de seleccion adecuado para
el uso en la seleccién de células de hibridoma es la aminopterina. Un medio preferido para cultivar las células de
hibridoma es Medio de Dulbecco modificado de Iscove (IMDM) complementado con 10% de FBS (Hyclone), 100
unidades/ml de penicilina G (BioWhittaker), 100 pg/ml de estreptomicina (BioWhittaker), 250 ng/ml de Fungizone
(BioWhittaker), 2 mM de glutamina (BioWhittaker), 100 ug/ml de sulfato de gentamicina (BioWhittaker), 50 yM de 2-
mercaptoetanol (BioRad), 100 uM de hipoxantina (Sigma), 400 nM de aminopterina (Sigma), 16 uM de timidina
(Sigma) y 2,5% de sobrenadante P388D1 (producido como se describe por Nordan, R.P. y otros, J. Immunol.,
139:813 (1987)).

La potencia de los anticuerpos para IL-12 de la presente invencion se determina con respecto a la concentracion de
anticuerpos para IL-12 a la que se produce 50% de inhibicion maxima de bioactividad de IL-12 segun se mide
mediante ensayos de proliferacion de linfoblastos humanos o produccién de IFN-y estimuladas por IL-12. Los
anticuerpos anti-IL-12 humana de la presente invencién exhiben una potencia superior que anticuerpos para IL-12
especificos de heterodimero caracterizados previamente. Ademas, los anticuerpos anti-humanos de la presente
invencion exhiben mayor eficacia, segun se mide mediante la extension de la inhibicion maxima de la proliferacion
de linfocitos o la produccion de IFN-y estimuladas por IL-12, que anticuerpos para IL-12 especificos de heterodimero
caracterizados previamente.

La potencia y la eficacia de los anticuerpos descritos aqui pueden determinarse mediante cualquier ensayo
convencional conocido en la técnica, tales como, por ejemplo, ensayos de proliferacion de linfoblastos o ensayos de
sintesis de IFN-y inducidos por IL-12.

De acuerdo con la presente invencion, cualquier método convencional conocido en la técnica puede usarse para
determinar la inhibicién de la proliferacion de linfoblastos estimulada por IL-12 humana mediante los anticuerpos
para IL-12. En general, los linfocitos humanos pueden activarse mediante un numero de métodos, incluyendo el
tratamiento con lecitinas mitdgenas, por ejemplo fitohemaglutinina A (PHA), u otros agentes activantes, solos o en
combinacion, tales como citoquinas, ésteres de fobol e iondforos, anticuerpos dirigidos contra moléculas de la
superficie celular o cualquier otro método que conduzca a la activaciéon de los linfocitos. Los linfocitos activados se
incuban a continuacién con y sin IL-12 en ausencia o presencia de los anticuerpos, y se mide la velocidad de
proliferacion de linfocitos determinando la velocidad de sintesis de ADN midiendo la incorporacion de ®H-timidina en
ADN, contando el nimero de células presente después de varios periodos de tratamiento o cualquier otro método
que pueda usarse para verificar la velocidad de proliferacion celular. La inhibicién de la proliferacion se determina
comparando la proliferacion de linfocitos a una concentracion definida de IL-12 en ausencia y presencia de diversas
concentraciones de anticuerpos para IL-12.

En un ensayo de proliferacion de linfocitos estandar, la inhibicion de la proliferacion de linfoblastos humanos
activados por PHA estimulada por IL-12 humana se determina con respecto a los niveles de proliferacién de
linfoblastos humanos activados por PHA estimulada por IL-12 humana sin anticuerpos afadidos y niveles de fondo
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de proliferacion de linfoblastos humanos activados por PHA, es decir, la proliferacién en ausencia tanto de IL-12
como de anticuerpos. En general, los niveles estimulados por IL-12 de proliferacion dan aproximadamente 10.000-
80.000 cpm en el presente ensayo de proliferacion de linfocitos humanos estandar, dando los niveles de fondo de
proliferacién aproximadamente 5.000-20.000 cpm. Debido a la variabilidad inherente entre partidas de linfoblastos
humanos activados por PHA estimulados, sélo los ensayos en los que la relacion de proliferacion estimulada a
proliferacion de fondo (es decir, el indice de estimulacion) era igual a o mayor que 3 se consideran validos para la
medida de la proliferacién estimulada por IL-12.

De acuerdo con la presente invencién, puede usarse cualquier método convencional para determinar la inhibiciéon de
la produccién de IFN-y por los anticuerpos para IL-12. Por ejemplo, linfocitos humanos activados, preparados como
se describe aqui, o células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas activadas, preparadas tratando
sangre entera o PBMC aisladas con agentes mitdgenos incluyendo lecitinas, citoquinas, ésteres de fobol, ionéforos o
anticuerpos dirigidos contra moléculas de la superficie celular, solos o en combinacién, o mediante cualquier otro
método que conduzca a la proliferacion de PBMC humanas activadas, se incuban con o sin IL-12 y varios otros
agentes, por ejemplo IL-2 y/o IL-1B, en ausencia y presencia de los anticuerpos. La produccion de IFN-y se
determina a continuacién, por ejemplo muestreando el medio de cultivo y determinando la concentracién de IFN-y
mediante ELISA o cualquier otro método que pueda medir cuantitativamente IFN-y. La inhibicién de la produccién de
IFN-y se determina comparando la produccion de IFN-y a una concentracion definida de IL-12 en ausencia y
presencia de diversas concentraciones de anticuerpos anti-IL-12.

En un ensayo de sintesis de IFN-y estandar, la inhibicion de IFN-y se determina con respecto a la produccion de
IFN-y estimulada por IL-12 y niveles de fondo de produccion de IFN-y, es decir, sintesis de IFN-y en presencia o
ausencia de IL-12. En general, los niveles estimulados por IL-12 de produccion de IFN-y son aproximadamente 7-
220 ng/ml, dando los niveles de produccién de fondo aproximadamente 1-3 ng/ml.

Los presentes anticuerpos neutralizan la bioactividad de IL-12 de mono Rhesus con una potencia similar a su
potencia para inhibir la bioactividad de IL-12 humana, haciéndolos antagonistas de IL-12 dtiles para estudios in vivo
en el mono Rhesus. La potencia y la eficacia incrementada de estos anticuerpos anti-IL-12 humana y su reactividad
cruzada con IL-12 de mono Rhesus los hacen candidatos excelentes para disefiar antagonistas de IL-12 eficaces
para el uso en seres humanos.

La presente memoria descriptiva proporciona cuatro anticuerpos, 5F2, 16F2, 16G2 y 20E11, para el heterodimero
p75 de IL-12 humana. Las lineas celulares de hibridoma correspondientes que producen estos anticuerpos se han
depositado el 11 de diciembre de 1997 bajo las condiciones del Tratado de Budapest en the American Type Culture
Collection bajo los nimeros de registro del ATCC HB-12446, HB-12447, HB-12449 y HB-12448, respectivamente.

La Fig. 6 proporciona la secuencia de nucledtidos que codifica una porcién de la region variable de la cadena
pesada del anticuerpo 16G2 especifico para el heterodimero p75 y la secuencia de aminoacidos deducida de esta
secuencia de nucledtidos. La secuencia de nucledtidos que codifica una porcién de la region variable de la cadena
pesada del anticuerpo 20E11 especifico para el heterodimero p75 y la secuencia de aminoacidos deducida de esta
secuencia de nucleotidos se proporcionan en la Fig. 7. Se entendera por los expertos en la técnica que pueden
hacerse cambios de aminoacidos conservativos en las regiones constantes de los anticuerpos para IL-12 especificos
para el heterodimero presentes sin afectar significativamente a la especificidad/afinidad de unién a antigenos. Puede
esperarse que los anticuerpos para IL-12 especificos para el heterodimero que contienen cambios de aminoacidos
en las regiones estructurales variables o mas especificamente en las regiones que determinan la
complementariedad tengan un mayor efecto sobre la especificidad/afinidad de unién a antigeno.

Los anticuerpos para IL-12 de la presente invencion pueden ser anticuerpos completos que incluyen dos cadenas
pesadas de longitud completa y dos cadenas ligeras de longitud completa. Alternativamente, los anticuerpos para IL-
12 pueden ser constructos tales como anticuerpos monocatenarios o “mini”-anticuerpos. Tales constructos pueden
prepararse mediante métodos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, la clonacion y el ensamblaje
mediados por PCR de anticuerpos monocatenarios para la expresion en E. coli (segun se describe en Antibody
Engineering, The practical approach series, J. McCafferty, H.R. Hoogenboom y D. J. Chiswell, editores, Oxford
University Press, 1996). En este tipo de constructo, las porciones variables de las cadenas pesada y ligera de una
molécula de anticuerpo se amplifican por PCR a partir de ADNc. Los amplicones resultantes se ensamblan a
continuacion, por ejemplo en una segunda etapa de PCR, a través de un DNA conector que codifica un conector
proteinico flexible compuesto por los aminoacidos GLY y SER. Este conector permite que las porciones de la cadena
pesada y ligera variables se plieguen de tal modo que el bolsillo de unién a antigeno se regenere y el antigeno se
una con afinidades a menudo comparables a la molécula de inmunoglobulina dimera de longitud completa parental.

Los anticuerpos anti-IL-12 humana descritos aqui pueden humanizarse para formar anticuerpos que poseen afinidad
igual o substancialmente similar que anticuerpos anti-IL-12 humana mamiferos, pero son substancialmente no
inmunogénicos en seres humanos. Por ejemplo, un anticuerpo para IL-12 humanizado de acuerdo con la presente
invencion puede incluir regiones estructurales de la cadena pesada y ligera de anticuerpos humanos.
Preferiblemente, las secuencias de aminoacidos de las regiones estructurales de anticuerpos humanizados son de
aproximadamente de 60% a 95% idénticas a las regiones estructurales donantes. Los anticuerpos humanizados
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pueden producirse mediante técnicas recombinantes bien conocidas en la técnica. Métodos para producir
inmunoglobulinas humanizadas se describen, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. N° 5.530.101.

Los anticuerpos para IL-2 de la presente invencion son antagonistas Utiles para controlar enfermedades con
patologias que estan mediadas a través de mecanismos inmunitarios, particularmente enfermedades asociadas con
una bioactividad de IL-12 incrementada que dan como resultado actividad de células cooperadoras tipo Th1
aberrante. De acuerdo con la presente invencién, los anticuerpos para IL-12 se usan para tratar trastornos
autoinmunes en seres humanos u otros mamiferos, tales como, por ejemplo, esclerosis multiple, artritis reumatoide,
diabetes mellitus autoinmune y enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), incluyendo enfermedad de Crohn y colitis
ulcerativa. Los anticuerpos descritos aqui también pueden usarse para tratar otros estados patolégicos que se ha
observado que se benefician de la administracion de anticuerpos para IL-12, incluyendo, por ejemplo, enfermedad
de trasplante/injerto contra el huésped y choque séptico.

Los intervalos de dosis para la administracion de los anticuerpos para IL-12 presentes pueden determinarse por los
expertos normales en la técnica sin experimentacion excesiva. En general, dosificaciones apropiadas son aquellas
que son suficientemente grandes para producir el efecto deseado, es decir, neutralizar al menos 90% de bioactividad
de IL-12. Sin embargo, la dosificacion no debe ser tan grande que provoque efectos secundarios adversos, tales
como reacciones cruzadas no deseadas, reacciones anafilacticas y similares. Generalmente, la dosificacion variara
con la edad, el estado, el sexo y la extension de la enfermedad en el paciente, las contraindicaciones, si las hay, la
tolerancia inmunitaria y otras variables tales, que han de ser ajustadas por el médico individual.

Los anticuerpos para IL-12 pueden administrarse parenteralmente mediante inyecciéon o mediante perfusion gradual
a lo largo del tiempo. Pueden administrarse intravenosamente, intramuscularmente o subcutaneamente. Las
preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones estériles o acuosas o
no acuosas. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como
aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Portadores acuosos incluyen agua,
soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucién salina y medio tamponado.
Vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro sddico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, solucion
de Ringer con lactato, o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y nutrientes,
reponedores de electrolitos, tales como los basados en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar
presentes conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes,
gases inertes y similares. Véase, generalmente, Remington’s Pharmaceutical Science, 162 Ed., Mack Eds., 1980.

Dosificaciones preferidas de los anticuerpos para IL-12 de la presente invencion son de aproximadamente 0,1 mg/kg
a aproximadamente 10 mg/kg, de dos a tres veces a la semana. Sin embargo, la dosificacion y el esquema de
dosificacion para la administracion de los anticuerpos para IL-12 presentes pueden variar dependiendo del individuo
que ha de tratarse, del anticuerpo administrado y de las variables analizadas anteriormente. De acuerdo con la
presente invencion, los anticuerpos para IL-12 pueden administrarse solos o en combinacién con otros agentes
terapéuticamente activos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Preparacion de IL-12 humana natural

Se extrajo sangre de donantes voluntarios normales en jeringas que contenian heparina libre de conservante
(Sigma, St. Louis, MO, EE.UU. de A.) para dar una concentracion final de ~5 unidades de heparina/ml de sangre. Un
volumen de sangre heparinizada se diluy6 en 9 volimenes de medio que consistia en una mezcla 1:1 de RPMI 1640
y medio de Eagle modificado de Dulbecco, complementado con aminoacidos no esenciales 0,1 mM, 60 pg/ml de HCI
de arginina, tampén de HEPES 10 mM, L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina
(todos disponibles de GIBCO BRL, Grand Island, NY, EE.UU. de A.), 2-mercaptoetanol 50 uM (Fisher Scientific, Fair
Lawn, NJ, EE.UU. de A.) y 1 mg/ml de dextrosa (Fisher). Se afiadié a esta mezcla interferén-y humano, 20 U/ml,
(PeproTech, Inc., Rocky Hill, NJ, EE.UU. de A.) y células de Pansorbin (Staphylococcus aureus formalinizadas, cepa
Cowan, Calbiochem, San Diego, CA, EE.UU. de A.) a una dilucion final de 1/4000. (Antes del uso en los cultivos, las
células de Pansorbin se lavaron 2 veces con solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco (GIBCO BRL) y se
reconstituyeron hasta el mismo volumen que el suministrado por el fabricante). La suspension de células resultantes
se dividio en partes alicuotas en matraces de cultivo tisular de 162 cm? (Costar, Cambridge, MA, EE.UU. de A.), 80
ml/matraz, y los matraces se incubaron horizontalmente a 37°C en una atmdsfera humidificada de CO, al 5%/aire al
95% durante 24 horas. Los fluidos del sobrenadante de cultivo se recogieron a continuaciéon mediante centrifugacion
y se esterilizaron mediante filtracion a través de un filtro de 0,22 ym (Costar). El heterodimero de IL-12 mas p40 de
IL-12 se purificaron de los sobrenadantes de cultivo mediante cromatografia de inmunoafinidad usando una columna
de proteina G-Sepharose (PGS) 2-4A1, segun se describe posteriormente para la purificacion de IL-12 de Rhesus,
excepto que el tampodn de elucion contenia 0,01% de gelatina (Sigma) para minimizar la pérdida de proteina debida
a la adsorcion no especifica a las superficies. El eluato se dializé durante de 4 a 6 horas frente a 100-200 volimenes
de solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco, y a continuacién durante la noche frente al mismo volumen
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de RPMI 1640 que contenia 100 pg/ml de gentamicina. Los eluatos dializados se esterilizaron mediante el paso a
través de un filtro de 0,22 uym y a continuacién se ensayaron mediante ELISA con respecto al contenido de
heterodimero de IL-12 y p40 de IL-12 (Gately, M.K., Chizzonite, R. y Presky, D.H., Measurement of human and
mouse interleukin 12, Current Protocols in Immunology, vol. 1. J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M.
Shevach y W. Strober, eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 1995, pp. 6.16.1-6.16.15) y con respecto a la
bioactividad de IL-12 (ibid.). Tipicamente, la relacion en peso de p40 de IL-12:heterodimero de IL-12, segun se mide
mediante ELISA, era aproximadamente 5:1.

Ejemplo 2

Produccion de IL-12 humana recombinante

La IL-12 humana recombinante se prepard, se caracterizd y se generé como se indica en la Patente de EE.UU. N°
5.536.657.

Ejemplo 3

Generacion de IL-12 de monos Rhesus

Las secuencias de ADNc para las subunidades p35 y p40 para IL-12 de mono Rhesus (F. Villinger y otros, J.
Immunol., 155: 3946-3954 (1995)) se sometieron a ingenieria para la expresion en células CHO-dhfr menos sobre
dos plasmidos separados usando procedimientos estandar (Current protocols in molecular biology, F. Ausubel, ed.,
J.Wiley and Sons, Inc., Nueva York (1993)). Se obtuvieron clones de una poblacién de células no amplificada y su
produccién de IL-12 se verific6 mediante un ELISA especifico para IL-12. Un clon o6ptimamente productor se
seleccion6 y se adaptd al crecimiento en medio libre de suero de CHO (Sigma). Las células se hicieron crecer
subsiguientemente en cultivos giratorios con propédsitos de produccion de proteinas. La IL-12 de mono Rhesus se
purifico de los sobrenadantes mediante cromatografia de afinidad a anticuerpos. La columna de afinidad se produjo
reticulando 10 mg de mAb 2-4A1 anti-p40 de IL-12 humana (Chizzonite y otros, J. Immunol., 147:1548-1556 (1991))
a proteina G-Sepharose (Pharmacia Biotech) usando 10 mM de pimelimidato de dimetilo (Pierce, Rockford, IL,
EE.UU. de A.) a una densidad de 1 mg de mAb/ml de gel (Stem y Podlaski, Tech. In Protein Chem. 1V, Acad. Press,
Nueva York, 353-360 (1993)). El sobrenadante de CHO libre de suero que contiene IL-12 de Rhesus se filtré a
través de un filtro de 0,2 ym y se cargo directamente sobre la columna PGS 2-4A1 de 10 ml previamente equilibrada
en PBS, pH 7,2. El caudal era 1 ml/min. La columna se lavé con 10 volumenes de PBS y se eluyé con HCI de glicina
0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 3,0. El eluato se neutralizé inmediatamente con Tris-HCI 3 M, pH 9. La columna de afinidad
era capaz de unirse a ~2 mg de IL-12 de Rhesus/pasada, incluyendo mondmero p40 en exceso, segun se determina
mediante Bradford y SDS-PAGE. Otros contaminantes estaban a niveles traza. Para concentrar y purificar
adicionalmente la IL-12 de Rhesus, el eluato que contiene IL-12 se dializ6 frente a fosfato Na 20 mM, pH 7, y se
cargd sobre una columna de S-Sepharose acondicionada con la misma solucién tamponadora. El caudal era 1
ml/min. Toda la proteina se unia. La columna se lavé con 10 volimenes de tampén de fosfato y a continuacion se
eluia con tampon de fosfato que contenia NaCl 0,3 M. La fraccion reunida eluida se ensayd con respecto a
endotoxina usando el estuche LAL de Biowittaker y se encontré que era < 10 EU/mg de proteina. El analisis por
transferencia Western usando el mAB 2-4A1 como reactivo de deteccion mostraba el heterodimero de IL-12 de
Rhesus a -80 kDa asi como un exceso aparente de monémero p40 a 40 kDa. SDS-PAGE tefiida con Coomassie
muestra una proteina prominente adicional de igual intensidad al heterodimero p80 a ~70 kDa. Las proteinas tanto
de 80 como de 70 kDa se reducen hasta sus formas mondmeras después del tratamiento con 2-mercaptoetanol,
pero la uUltima banda de proteina no reacciona con mAb 2-4A1.

Ejemplo 4

Preparacion, caracterizacion y purificacion de anticuerpos de hibridoma

Ratones que tienen una mutacién en el gen de la subunidad p35 de IL-12 sobre el fondo de Balb/c se produjeron
como se describe en Mattner, F. y otros, Eur. J. Immunol., 26:1553-1559 (1996). Los ratones deficientes en p35 de

IL-12 se inmunizaron intraperitonealmente con 5 pg de IL-12 humana recombinante humana purificada en adyuvante
completo de Freund. Los ratones recibian 3 inyecciones de refuerzo intraperitoneales subsiguientes de 5 ug de IL-12
humana en adyuvante incompleto de Freund durante un periodo de 2,5 meses. Las inyecciones finales de 75 ug de
IL-12 humana en PBS (50 pg i.p. y 25 ug i.v.) se administraron tres y dos dias antes de la esplenectomia, seguido
por una inyeccion i.p. de 50 pg de 1I-12 humana en PBS un dia antes de la esplenectomia. Los esplenocitos se
recogieron de estos ratones y se fusionaron a células SP2/0 de mieloma de ratén a una relacion de 1:1 usando
polietilenglicol 1500 (Boehringer Mannheim) al 50% p/v de acuerdo con el método de Oi y Herzenberg, en Selected
Methods in Cellular Immunology, ed. B. Mishell y S. Shiigi, W. H. Freeman and Co., Nueva York, 1980, pp. 351-372.
Las células fusionadas se cultivaron en placa a una densidad de 60.000 células totales/pocillo en placas apilables de
96 pocillos en IMDM complementado con FBS (Hyclone) al 10%, 100 unidades/ml de penicilina G (BioWhittaker),
100 pg/ml de estreptomicina (BioWhittaker), 250 ng/ml de Fungizone (BioWhittaker), 2 mM de glutamina
(BioWhittaker), 100 pug/ml de sulfato de gentamicina (BioWhittaker), 2-mercaptoetanol (BioRad) 50 uM, hipoxantina
(Sigma) 100 uM, aminopterina (Sigma) 400 nM, timidina (Sigma) 16 yM y 2,5% de sobrenadante P388D1 (producido
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como se describe por Nordan, R.P. y otros, J. Immunol., 139:813 (1987)). Los sobrenadantes de hibridoma se
ensayaron con respecto a anticuerpos anti-IL-12 humana especificos mediante inmunoprecipitacién de IL-12
marcada con % segun se describe posteriormente. Las lineas celulares de hibridoma que secretan anticuerpos
anti-IL-12 humana se clonaron mediante dilucién limitativa. Los anticuerpos se purificaron de ascitis mediante
tratamiento secuencial con acido caprilico y sulfato amoénico segun se describe previamente (Reik, L. y otros, J.
Immunol. Methods, 100:123-130 (1987)).

Ejemplo 5

Preparacion de IL-12 humana marcada con 125)

IL-12 humana recombinante se radiomarcé hasta una actividad especifica de aproximadamente 2200 Ci/mmol
usando una modificacién del procedimiento lodogen (Pierce Chemical Co.) descrito previamente en Chizzonite y
otros, J. Immunol., 147: 1548-1556 (1991) y Chizzonite y otros, J. Immunol., 148: 3117-3124 (1992). lodogen se
disolvio en cloroformo y 0,05 mg se secaron en un tubo de vidrio de borosilicato de 12 x 15 mm. Para el
radiomarcaje, se afiadié 1,0 mCi de Na[125l] (Amersham, Chicago, Ill., EE.UU. de A.) a un tubo revestido con lodogen
que contenia 0,05 ml de Tris-tampdn de yodacion (25 mM de Tris-HCI, pH 7,5, 0,4 M de NaCly 1 mM de EDTA) y se
incubaron durante 6 min a temperatura ambiente. La solucién de 25| activada se transfirié a un tubo que contenia
0,1 ml de IL-12 (31,5 pg) en Tris-tampdn de yodacion y la reaccion se incubd durante 6 minutos a temperatura
ambiente. Al final de la incubacion, se afiadieron 0,05 ml de tampdn de parada lodogen (10 mg/ml de tirosina, 10%
de glicerol en PBS de Dulbecco, pH 7,4) y se hicieron reaccionar durante 5 minutos. La mezcla se diluyé a
continuaciéon con 1% (p/v) de BSA en 1,0 ml de Tris-tampdn de yodacion, y se aplicé a una columna de desalado
Bio-Gel P10DG (BioRad Laboratories (BRL)) para cromatografia. La columna se eluyé con 1% (p/v) de BSA en Tris-
tampon de yodacion y las fracciones (1 ml) que contenian las cantidades maximas de proteina marcada se
combinaron y se diluyeron hasta 1 x 10° cpm/ml con 1% (p/v) de BSA en Tris-tampon de yodacion. La radiactividad
precipitable con TCA (10% de concentracion final de TCA) estaba tipicamente por encima de 95% de la radiactividad
total. La actividad radioespecifica de la IL-12 humana recombinante era tipicamente aproximadamente 2200
Ci/mmol.

Ejemplo 6

Ensayo de inmunoprecipitacion de IL-12 humana marcada con 125)

Placas divisibles de 96 pocillos Nunc Maxisorp se revistieron con anticuerpo de conejo purificado por afinidad para
IgG de ratén (Cappel. Durham, NC, EE.UU. de A.) incubando 18 h a 4°C con 100 pl/pocillo de 5 ug/ml de anti-(IgG
de ratén) de conejo en tampdn de revestimiento de carbonato (NaxCO3z 15 mM/NaHCO3; 35 mM), pH 9,6. Los pocillos
revestidos se lavaron con PBS/Tween 20 al 0,05%/Thimerosol al 0,01% y a continuacioén se bloquearon mediante
incubacion con 200 pl de 1% (p/v) de BSA/PBS/0,01% de Thimerosol durante 4 h a 37°C. Sobrenadantes de
hibridoma (75 pl) se afadieron a los pocillos revestidos con anti-IgG de ratén y se incubaron durante 3 h a 22°C. Los
pocillos se lavaron tres veces con 300 ul de PBS/Tween-20 al 0,05%/Thimerosol al 0,01% y a continuacion 100.000
cpm de IL-12 humana marcada con '2| se afiadieron a cada pocillo con 100 ul de tampon de dilucién de anticuerpo
(PBS/BSA al 1% (p/v)/NaCl 0,5 M/Tween-20 al 0,05%/Thimerosol al 0,01%). Después de 18 h a 4°C, los pocillos se
lavaron tres veces con 200 pl de PBS/Tween-20 al 0,05%/Thimerosol al 0,01%. Los pocillos se separaron a
continuacion y la cantidad de radiactividad unida a los pocillos se determiné usando un contador gamma. En algunos
experimentos, después de la incubacion de los sobrenadantes en hibridoma en los pocillos revestidos con anti-(IgG
de ratén) de conejo, 100 ul de sobrenadante acondicionado procedente de células COS transfectadas con p40 de IL-
12 humana preparadas como se describe previamente (Gubler y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 4143-4147 21991 )
se incubaron en los pocillos durante 1 h a 37°C antes de la adicién de IL-12 humana marcada con 1239) para
determinar si los anticuerpos anti-IL-12 humana de ratén capturados se unian a la subunidad p40 de IL-12 humana.

Ejemplo 7

Identificacion de anticuerpos monoclonales anti-IL-12 humana

Un ensayo de inmunoprecipitacion basado en placas de 96 pocillos se us6 para identificar hibridomas que secretan
anticuerpos anti-IL-12 humana. Los sobrenadantes de hibridoma se incubaron en ausencia y presencia de 100 ul de
sobrenadante de células COS que contiene subunidad p40 de IL-12 humana segun se describe anteriormente. Se
afiadié IL-12 humana marcada con "°| (100.000 cpm/pocillo) y se determind la cantidad de IL-12 humana marcada
con | capturada sobre los Pocillos. La Fig. 1 muestra los anticuerpos contenidos en sobrenadantes procedentes de
IL-12 humana marcada con 2 capturada en los hibridomas 5F2, 16F2, 16G2, 20E11 y 17E2. Ademas, la presencia
de la subunidad p40 de IL-12 humana no marcada durante la reaccién de inmunoprecipitacién no bloqueaba la
captura de IL-12 humana marcada con 129) por los anticuerpos 5F2, 16F2, 16G2 y 20E11, demostrando que estos
anticuerpos no tienen alta afinidad para la subunidad p40 de IL-12 sola. En contraste, la presencia de subunidad p40
de IL-12 humana no marcada durante la reaccién de inmunoprecipitacion bloqueaba completamente la captura de
IL-12 humana marcada con | por 17E2, demostrando que 17E2 reconocia la subunidad p40 de IL-12 humana.

10
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Ejemplo comparativo 8

Isoelectroenfoque analitico de anticuerpos monoclonales anti-IL-12 humana

El isoelectroenfoque analitico se realizé usando una Ampholine PAGplate, pH 3,5-9,5, de Pharmacia Biotech (N° de
codigo 80-1124-80, Uppsala, Suecia). El isoelectroenfoque se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante
usando soluciones de electrodo de acido fosférico 1 M e hidroxido sédico 1 N. El gel se cargd con 5 muestras, cada
una de las cuales contenia una sola inmunoglobulina, es decir, 20E11, 5F2, 20C2, 16G2 y 16F2. Los

patrones eran del Isoelectric Focusing pH 3-10 Calibration Kit de Pharmacia Biotech (N° de cddigo 17-0471-01). Las
condiciones de avance eran 1000 voltios, 10 vatios, 2,5 horas, 4°C. El gel se tifid con plata usando el Pharmacia
Biotech PlusOne Silver Staining Kit para proteina (N° de cédigo 17-1150-01) de acuerdo con las directrices del
fabricante. La Fig. 2 muestra los patrones de isoelectroenfoque de anticuerpos monoclonales anti-IL-12 humana
20C2, 16G2, 16F2, 20E11 y 5F2.

Ejemplo comparativo 9

Patrones de isoelectroenfoque de los anticuerpos monoclonales anti-IL-12 humana

Segun se muestra en la Fig. 2, los anticuerpos monoclonales 20C2 (Chizzonite y otros, Cytokine, 6: A82a (1994)),
20E11 y 5F2 son inmunoglobulinas Unicas. Los anticuerpos monoclonales 16G2 y 16F2 parecen idénticos mediante
isoelectroenfoque, pero ambos son diferentes de 20C2, 20E11 y 5F2. El pl de estos anticuerpos esta en el intervalo
de pH 5-6.

Ejemplo 10

Generacion de linfoblastos activados por PHA

Se usaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas activadas por PHA de 4 dias para
determinar la proliferaciéon tanto inducida por IL-12 humana natural como inducida por IL-12 de mono de Rhesus.
Las PBMC se aislaron (Gately y otros, J. Natl. Cancer Inst., 69:1245 (1982)) y se estimularon con 0,1% de PHA-P
(Difco Labs., Detroit, MI, EE.UU. de A.). Después de 3 dias, los cultivos se dividieron 1:1 con medio reciente y 50
U/ml de IL-2 humana recombinante segun se describe (Gately, M.K., Chizzonite, R. y Presky, D.H., Measurement of
human and mouse interleukin 12, Current Protocols in Immunology, vol. 1., J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H.
Margulies, E.M. Shevach y W. Strober, eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 1995, pp. 6.16.1-6.16.15). El
medio complementado usado para el cultivo celular era como el descrito previamente para la produccion de IL-12
humana natural con la adicion de 5% de suero AB humano (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, EE.UU. de A.).

Ejemplo 11

Ensayo de proliferacion de linfocitos

Los efectos de los diversos anticuerpos monoclonales anti-IL-12 humana sobre la proliferacion de linfoblastos
humanos activados por PHA estimulada por IL-12 e IL-2 se determinaron mediante un método basado en M. K.
Gately y otros (Gately, M.K., Chizzonite, R. y Presky, D.H., Measurement of human and mouse interleukin 12,
Current Protocols in Immunology, vol. 1. J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies. E.M. Shevach y W. Strober,
eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 1995, pp. 6.16.1-6.16.15). El dia 4, linfoblastos activados por PHA,
preparados como se descrlbe anteriormente, se recogieron, se lavaron y se resuspendieron en medio
complementado a 4 x 10° células/ml y se incubaron en placas de 96 pocillos (2 x 104 células/pocillo) con anticuerpo
monoclonal anti-IL-12 humana purificado y la citoquina pertinente, es decir IL-12 humana o de mono. Partes
alicuotas de 25 pl tanto de IL-12 humana natural a 1 ng/ml como de IL-12 de mono a 2 ng/ml se mezclaron con
partes alicuotas de 25 pl de diversas diluciones de anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-IL-12 humana. La
concentracion de anticuerpo final en los pocillos variaba de 0,0005 pg/ml a 0,5 pg/ml. Un grupo idéntico separado de
pocillos que contenian los diversos mAbs anti-IL-12 humana e IL-12 recombinante se prepard para determinar los
efectos de los mAbs anti-IL-12 humana sobre la proliferacion estimulada por IL-2 como una medida de la
especificidad inhibidora. Una curva de respuesta a la dosis estandar que variaba de 250 pg o 500 pg por pocillo de
IL-12 de ser humano o de mono, respectivamente, hasta 0 pg sin anticuerpos afiadidos también se incluyé para
determinar la sensibilidad a IL-12. Placas que contenian mezclas de citoquinas y anticuerpos se incubaron durante
30 minutos a 37°C y a continuacién partes alicuotas de 50 pl de suspension de células se afadieron a los pocillos.
Las placas del cultivo se mantuvieron a 37°C en una atmésfera humidificada de CO, al 5% en aire durante 48 horas
antes de someter a pulsos con ®H-timidina. Cincuenta pl de 10 pCi/ml de *H-timidina (diluida en medio
complementado con FCS al 5% en lugar de suero AB humano al 5%) se afiadieron a cada pocillo. Después de la
incubacion durante 6 h adicionales a 37°C, los contenidos de los pocillos se recogieron sobre filtros de fibra de vidrio
a través de un recogedor de células y la incorporacion de ®H-timidina en ADN celular se media mediante el uso de
un contador de centelleo de liquidos. Los valores mostrados en las Figs. 3 y 4 son las medias de pocillos por
triplicado.

11
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Ejemplo comparativo 12

Inhibicién de la proliferacion de linfoblastos activados por PHA estimulada por citoquinas por anticuerpos
monoclonales anti-IL-12 humana

La proliferacion de linfoblastos humanos activados por PHA estimulada con 0,25 ng/ml de IL-12 se inhibié de un
modo dependiente de la dosis mediante los anticuerpos 5F2, 16F2, 16G2 y 20E11 (Fig. 3). Las potencias de estos
anticuerpos antihumanos, definida como la concentracion que produce 50% de inhibicion maxima (ICsp) de la
proliferacion estimulada por 0,25 ng/ml de IL-12, son 0,03 pg/ml para 5F2, 0,01 pg/ml para 16F2, 0,01 ug/ml para
16G2 y 0,01 pg/ml para 20E11. Los niveles maximo (9440 cpm) y de fondo (1480 cpm) de proliferacién de
linfoblastos se representan mediante las lineas punteadas horizontales en los extremos superior e inferior de las
graficas, respectivamente. Segun se muestra en la Fig. 3, los anticuerpos 5F2, 16F2, 16G2 y 20E11 eran capaces
de inhibir la proliferacion de linfoblastos activados por PHA estimulada por IL-12 humana en al menos 90%. En
contraste, como también se muestra en la Fig.3, el anticuerpo especifico para p75 anti-IL-12 humana previamente
identificado, 20C2 (Chizzonite y otros, Cytokine, 6: A82a (1994)), no es capaz de inhibir substancialmente la
bioactividad de IL-12 humana.

Ademas, segun se muestra en la Fig. 4, 5F2, 16F2, 16G2 y 20E11 inhibian potentemente la proliferacion de
linfoblastos humanos activados por PHA estimulada con 0,5 mg/ml de IL-12 de mono Rhesus, con una ICsg similar a
la observada con la proliferacion estimulada por IL-12 humana. En contraste, 20C2 sélo tiene un efecto inhibidor
minimo sobre la proliferacion estimulada por IL-12 de mono Rhesus. Por lo tanto, los anticuerpos 5F2, 16F2, 16G2 y
20E11 parecen exhibir buena reactividad cruzada con IL-12 de mono Rhesus, mientras que la reactividad cruzada
de 20C2 es mucho menor. Ninguno de estos anticuerpos monoclonales inhibia la proliferacion inducida por IL-12,
demostrando que su efecto sobre la proliferacion estimulada por IL-12 era especifico para IL-12 y no se debia a una
inhibicién general de la proliferacion celular.

Ejemplo 13

Ensayos de sintesis de interferon-y

Las sintesis de interferén-y (IFN-y) se indujo usando linfoblastos humanos activados por PHA de 4 dias producidos
como se describe anteriormente. El medio usado era una mezcla 1:1 de RPMI 1640 y medio de Eagle modificado de
Dulbecco complementado como se describe anteriormente para la preparacién de IL-12 humana natural que
contiene, ademas, 5% de suero bovino fetal (Hyclone, Logan, UT, EE.UU. de A.) inactivado térmicamente (56°C, 30
min) al 5% en lugar de suero AB humano. Cultivos de 1 ml duplicados se establecieron en los pocillos de placas de
cultivo tisular de 24 pocillos (Costar). A cada pocillo se afiadieron 5 x 10° linfoblastos activados con PHA, 0,25 ng/ml
de IL-12 humana natural purificada, 20 unidades/ml de IL-2 humana recombinante, 1 ng/ml de IL-18 humana
recombinante (proporcionada por el Dr. R. Chizzonite, Hoffmann-La Roche) y las concentraciones indicadas de
anticuerpos anti-IL-12 humana. Inicialmente, todos los reactivos excepto los linfoblastos se afiadian a los pocillos y
se incubaban a 37°C durante 30 min, seguido por la adicién de los linfoblastos. Los cultivos se incubaron a
continuacién durante 24 h a 37°C en una atmdsfera humidificada de CO; al 5% en aire. Al final de este tiempo, los
fluidos del sobrenadante de cultivo se recogieron mediante centrifugacién y se ensayaron con respecto a su
contenido de IFN-y mediante el uso de un ELISA. La cantidad de IFN-y producida en cultivos que contenian
linfoblastos con IL-2 + IL-1 pero no IL-12 era siempre menor que 15% y habitualmente menor que 5% de la
producida en cultivos que contenian 0,25 ng/ml de IL-12 ademas de IL-2 + IL-1.

El ELISA para medir IFN-y humano usaba anticuerpos monoclonales anti-IFN-y humano de Endogen (Woburn, MA).
Placas Nunc EIA (Fisher) se revistieron durante la noche a 4°C con 100 pl/pocillo de 1 pg/ml de anti-IFN-y humano
(Endogen N° M-700A) en tampon de revestimiento (NaCO3 0,015 M + NaHCO3 0,035 M en agua destilada, pH 9,6).
A la mafiana siguiente, el tampdn de revestimiento se succion6 de los pocillos y los pocillos se bloquearon mediante
la adicién de 200 pl/pocillo de solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco (D-PBS; Fisher) que contenia 1%
de albdmina de suero bovino (Sigma). Después de la incubacién durante 1 h a temperatura ambiente, las placas se
lavaron con D-PBS que contenia 0,05% de Tween 20 (Sigma) y partes alicuotas de 100 pl de patrén de IFN-y
humano recombinante (Endogen) o sobrenadantes de cultivo diluidos en tampén de ensayo (D-PBS + albumina de
suero bovino al 0,5% + Tween 20 al 0,05%) se afadieron a los pocillos. Las placas se incubaron a continuacion
durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion. Después de esto, las placas se lavaron de nuevo y cada
pocillo recibia 100 yl de 300 ng/ml de anti-IFN-y humano biotinilado (Endogen N° M-701-B) en tampdn de ensayo.
Las placas se incubaron durante 1 h a 37°C, seguido por agitacion. Partes alicuotas de 100 pl de estreptavidina-
peroxidasa (Sigma) diluidas 1:1000 en tampdn de ensayo se afiadieron a continuacion a cada pocillo y las placas se
incubaron durante 30 min a 37°C. Las placas se lavaron de nuevo y a continuacion se revelaron mediante la adicion
de partes alicuotas de 100 pl de una mezcla 1:1 de TMB Peroxidase Substrate y Peroxidase B Solution (Kirkegaard
& Perry Laboratories, Gaithersburg, MD, EE.UU. de A.). La reaccién se detuvo después de ~12 min mediante la
adicion de 50 pl/pocillo de H3PO4 1 M y la absorbancia se leyé a 450 nm con substraccion del fondo a 650 nm.

12
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Ejemplo comparativo 14

Inhibicién de la produccién de interferén-y estimulada por citoquinas por anticuerpos monoclonales anti-IL-
12 humana

La produccion de IFN-y por linfoblastos humanos activados con PHA estimulada con 0,25 ng/ml de IL-12 humana se
inhibi6 de un modo dependiente de la dosis mediante los anticuerpos 5F2, 16F2, 16G2 y 20E11 (Fig. 5). Las
potencias de estos anticuerpos antihumanos, definida como la concentracion que produce 50% de inhibicién maxima
(ICs0) de la produccion de IFN-y estimulada por 0,25 ng/ml de IL-12 humana, son 0,02 pg/ml para 5F2, 0,02 pug/ml
para 16F2, 0,01 pg/ml para 16G2 y 0,02 pg/ml para 20E11. Estos anticuerpos para IL-12 especificos de
heterodimero antihumanos eran capaces de inhibir mas de 90% de la produccién de IFN-y estimulada por IL-12
cuando se usaban en 0,05 yg/ml. En contraste, el anticuerpo especifico de p75 de IL-12 antihumano 20C2
identificado previamente (Chizzonite y otros, Cytokine, 6: A82a (1994)) es menos potente y es incapaz de inhibir la
produccion de IFN-y estimulada por IL-12 en mas de 65% a concentraciones menores que o iguales a 0,5 pg/ml.

Ejemplo 15

Analisis de la secuencia de los genes que codifican la regién variable de las cadenas pesadas de anticuerpo
presentes en las lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpo anti-IL-12 humana

Se extrajo ARN total de células de hibridoma usando el sistema de aislamiento de ARN Ultraspec siguiendo el
protocolo del fabricante (Biotecx, Houston, TX, EE.UU. de A.). Se sintetizd ADNc de primera hebra a partir de 10 ug
de ARN total y cebadores oligo-dT en un volumen de 20 pl. Una parte alicuota de 4 pl de la mezcla de reaccion de
ADNCc se us6 como plantilla para la amplificacion por PCR de la region variable de la cadena pesada de IgG de raton
usando cebadores que se disefiaban de acuerdo con la informaciéon de secuencia de la estructura 1 y 4 segun se
presenta por Dattamajumdar y otros (A.K. Dattamajumdar y otros, Immunogenetics 43:141-151 (1996)). Se realizo
una reaccién de PCR de 30 ciclos usando una temperatura de reasociacién de 50°C. Toda la reaccién de PCR se
extrajo con fenol, se precipitd con etanol y se hizo recorrer un gel de agarosa de bajo punto de fusién al 1% para
aislar el amplicén. El fragmento de DNA se corté del gel, se fundié a 70°C y 5 pl se reamplificaron en una reaccion
de PCR de 30 ciclos para generar mas material. EI amplicon reamplificado se purificé en gel y se sometié a
secuenciacion usando un método de secuenciacion de Sanger basado en fluorescencia con un secuenciador
automatico de Applied Biosystems Incorporated.

Ejemplo comparativo 16

Secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducidas de las regiones variables de las cadenas pesadas
de anticuerpo monoclonal anti-IL-12 humana

Las secuencias de nucleotidos de una porcién de la region variable del gen de la cadena pesada de inmunoglobulina
que abarca la region estructural (FR) 1, la regiéon que determina la complementariedad (CDR) 1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3 y FR4 de anticuerpos para IL-12 producidos por las lineas celulares de hibridoma HIL-12F3-16G2 y HIL-12F3-
20E11 y sus secuencias de aminoacidos deducidas se muestran en la Fig. 6 y la Fig. 7, respectivamente. Las
secuencias de las CDR estan subrayadas. La comparacion de la informacion de secuencias disponible mostraba
que las cadenas pesadas de anticuerpos producidos por los hibridomas HIL-12F3-16G2 y HIL-12F3-20E11 exhiben
94% de homologia a nivel de ADN y 93% de similitud a nivel de aminoacidos.

13
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: F. Hoffmann-La Roche AG
(B) CALLE: Grenzacherstrasse 124
(C) CIUDAD: Basilea
(D) ESTADO: BS
(E) PAIS: Suiza
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): CH-4002
(H) TELEFAX: 061-6881395
() TELEX: 962292/965542 hir ch

(ii) TITULO DE LA INVENCION: ANTICUERPOS CONTRA IL-12 HUMANA
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 4

(iv) FORMA LEIBLE POR COMPUTADORA:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco flexible
(B) ORDENADOR: PC compatible con IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patent In Release N° 1.0, Version N° 1.25 (EE.UU. de A.)

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 321 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) RASGO:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) POSICION: 1..321

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 1:
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 2:
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100

GGA
Gly

val

Fhe

Ser

GAC
Asp

GAG
Glu
85

TAC
Tyr

ccT
ACT

CCA

Pro

Thr

ACA
Thx
70

GAC
Asp

TGG
TIp

ES 2386 262 T3

AGC

Ser

GGC
Gly

Gly

TAC
Tyr
55

TCC
Sex

Sex

Gly

CTC
Leu

GAC
Asp

AAT
Asn

40
AAT

Asn

AAT
Asn

Ala

Ala

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 107 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

GTG
val

TCC
Serxr
25

Lys

AAT

ARC
Asn

ACA

Gly
105

Lys
10

ATC
Ile

Phe

CCa
Pro

CAG
Gln

TAT
Tyr
90

ACC
Thr

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 2:

15

cCcr
Pro

ACC
Thr

GAG
Glu

TCT

Ser

TAC

5

TAC
Tyx

ACG
Thr

TCT
Ser

AGT
Ser

TAC
Tyr

CTC
Leu
60

TAC

Tyr

TGT
Cys

CAG
Gln

Gly

ATG
Met
45

Lys

Leu

GCA
Ala

ACT
Thr

TAC
TYE
10

Gly

AAT
Asn

CAG
Gln

AGA

Leu
15

GG
Trp

Phe

CGA
Arg

TG
Leu

T
Ser
9s

Ser

ARC
Asn

ATA
Ile

GTC
val

AGT
Ser
80

s
Ser

48

86

144

192

240

288

21



Leu

Leu

Trp

Ser

Ser

65

Ser

Asp

Glu

Thr

Ile

50

Ile

Vval

Ala

Glu Ser

Cys Ser
20

Arg Lys

35

Ser Gly

Thr Arg

Thr Thr

Leu ASDP
100

Gly Pro

Val Thr

Phe Pro

Ser Thr

ASp Th::'
70

Glu Asp
85

Tyr Trp

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 3:

5 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

ES 2386 262 T3

Ser

Gly

Gly

Tyr

55

Serxr

Ser

Gly

(A) LONGITUD: 308 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

10

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) RASGO:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

15

(B) POSICION: 1..306

Leu Val

Asp Ser
25

Asn Lys

40

Asn Asn

Asn Asn

Ala Thr

Ala Gly

Lys Pro Ser Gln
10

Ile Thr Ser Gly
30

Phe Glu Tyr Met
45

Pro Ser Leu Lys
60

Gln Tyr Tyr Leu
75

Tyr Tyr Cys Ala
50

Thr Thr

105 .

16

Thr

Gly

Asn

Gln

Arg

Leu
15

Phe

Axrg

Leu

Ser
95

Ser

Asn

Ile

Val

Ser

80

Ser



10

15
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 3:

GAG
Glu

ACC
Thy

ATC
Ile

TAC
Tyr

ATC
Ile
&5

GTG
Val

GCT
Ala

GAG
Glu

TGT
Cys

Arg

AGT
Ser
50

ACT

Thr

ACT
Thr

ATG
Met

TCA GGA CCT AGC
Ser Gly Pro Ser

Ser

Lys
35

Gly

cGa
Arg

ACT
Thr

GAC
Asp

GTC
val
20

Phe

AGT
Ser

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC

100

5

ACT
Thr

Thr

ACA
Thr

GAC
Asp
85

Trp

GGC
Gly

Asp

TAC
Tyr

Ser
70

ACA
Thr

GGC
Gly

CTC GTC AAA CCT TCT CAG

Leu Val lys Pro Ser

GAC TCC ATC
Asp Ser Ile
25

AAT ACA CTT
Asn Thr Leu
40

TAC AAT CCA
Tyr Asn Pro
SS

ARG AAC CAG
Lys Asn Gln

GCC ACA TAT
Ala Thr Tyr

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 102 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

10

ACC
Thr

Gl'l:l

Ser

TAC
Tyr

TAC

Tyr
90

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 4:

17

AGT
Ser

TAC

CTC

Leu

Ser
75

6T
Cys

Gln

GGT
Gly

ATG
Met

AGA
Arg
60

ATG
Met

Ala

ACT
Thr

TAC
TYr

GGA
Gly
45

AGT
Ser

Gin

AGA
Arg

CTG

Leu

GG
Trp
30

TAC
Tyr

Arg

Leu

TCC
Ser

Ser
15

AAC
Asn

ATA
Ile

ATC
Ile

Asn

Ser
95

CcTC

Leu

TGG

AGT
Ser

cc

Ser

T
Ser
80

GAT
Asp

48

96

144

192

240

288

308




Glu

Thr

Ile

Tyr

lle

65

val

Ala

Glu Ser

Cys Ser

Arg Lys

35

Ser Gly

50

Thr Axg

Thr Thr

Met Asp

Gly

Val

20

Phe

Ser

Asp

Glu

100

ES 2386262 T3

Pro Ser

Thr Gly

Pro Asp

Thr Ser
70

Asp Thr
8s

Trp Gly

leu

Asp

Asn

Tyr

5SS

Lys

Ala

5

val Lys

Ser lle

25

Thr Leu

40

Asn Pro

Asn Gln

Thr Tyr

18

Pro

10

Thr

Glu

Serxr

Tyr

90

Ser Gln

Ser Gly

Tyr Met

Leu Axg
60

Ser Met
75

Cys Ala

Thr

Tyr

Gly

45

Ser

Gln

Arg

Leu

Trp

30

Tyx

Axg

Leu

Ser

Ser Leu
15

Asn Trp

Ile Ser

Ile Ser

Asn Ser

80

Sexr Asp
95

01-08-2012
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30

35

40

45

50

ES 2386 262 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal anti-IL-12 humana, que comprende una subunidad p35 y una subunidad p40 que
forman un heterodimero p75, en el que dicho anticuerpo monoclonal reconoce la subunidad p40 de IL-12 humana y
neutraliza al menos 90% de la bioactividad de IL-12 humana medida por:

(a) la inhibicién de la proliferacion de linfoblastos humanos activados por fitohemaglutinina (PHA) estimulada por IL-
12, en el que la concentracion de dicho anticuerpo monoclonal es 0,5 ug/ml y la concentracion de dicha IL-12
humana es 0,25 ng/ml

o]

(b) la inhibicién de la produccion de IFN-y por linfoblastos humanos activados por PHA estimulada por IL-12, en el
que la concentracion de dicho anticuerpo es 0,5 pg/ml y la concentracion de dicha IL-12 humana es 0,25 ng/mly en
el que dicho anticuerpo monoclonal se puede obtener de un ratén deficiente en un gen de la subunidad p35 o p40 de
IL-12.

2. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo monoclonal reacciona
cruzadamente con IL-12 de mono Rhesus.

3. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo monoclonal esta
humanizado.

4. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo monoclonal es un
anticuerpo con una Unica cadena.

5. Una composiciéon farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicha composicion es adecuada para
la administracién parenteral.

7. Uso de un anticuerpo monoclonal de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en la preparacion de
un medicamento para el tratamiento de un trastornos autoinmune.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicho trastorno autoinmune es esclerosis mdltiple, artritis
reumatoide, diabetes mellitus autoinmune o enfermedad inflamatoria del intestino.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicha enfermedad inflamatoria del intestino es enfermedad de
Crohn o colitis ulcerativa.

10. Uso de un anticuerpo monoclonal de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad del injerto contra el huésped o el choque séptico.

11. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en un método
de tratamiento de un trastorno autoinmune.

12. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que dicho trastorno autoimmune
es esclerosis multiple, artritis reumatoide, diabetes mellitus autoinmune o enfermedad inflamatoria del intestino.

13. El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que dicha enfermedad
inflamatoria del intestino es enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa.

14. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en un método
para el tratamiento de la enfermedad del injerto contra el huésped o el choque séptico.
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Captacion de 3H-TdR, cpm

(miles)
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3/7

Inhibicion de la proliferacion de blastos PHA inducida

por IL-12 natural por mAb anti-IL-12

22

A0 [T T T i
B 20C2
5 16G2
8 162
i 20Et 3
i 5F2
6
4 —
- “"g:-..
\E
2T )Y
0 o syt 1 gl 11 1 aeayl [N ELT
0.0001 0,001 0,01 0.1 1
mAD, ug/mi
FIG. 2



Captacion de 3H-TdR, cpm

(miles)
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&/7

Inhibicion de la proliferacion de blastos PHA inducida por
IL-12 de Rhesus por mAb Anti-IL-12
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6/7

Region variable de la cadena pesada de 16G2

"G GAG GAC TCA GGA CCT AGC CTC
IAC CTC CTC AGT CCT GGAR TCG GAG
.t Glu Glu Ser Gly Pro Ser Leu

[GT TCT GTC RCT GCC GAC TCC ATC
ACA AGR CAG TGR CCC CTG RGG TRG
lys Ser Val Thr Gly Asp Ser Ile

[TC CCA GGG RAT AAA TTT GAG TAC
BAG GGT CCC TTA TTT ARA CTC ATG
Phe Pro Gly Asn Lys Phe Glu Tyr

TAC ARAT AAT CCA TCT CTL AdA AAT
ARTG TTA TTA GGT AGA GRG TTT TTA
o - 1 Tye

ABRC CAG TAC TAC CTG CAG TTG AGT
TTG GTC ATG ATG GAC GTC ARC TCR
Ass Gln Tyr Tyr Leu Gln Leu Ser

TAC TGT GCA AGA TCT TCG GAT GCT

27
GTG
CAC
Val

81
ACC
TGH
Thr

13%
ATG
TAC
MET

i8%
CGA
GCT
Arg

243
TCT
AGA
Ser

297
TTG

At CCT TICT CRG ACT
TTT GGA 2GA GTC TGX GAC
Lys Pro Ser Gln Thr

AGT GGT TAC TGG PAC
TCR CCA ATG ACC TTG

Qgr G\x Ix: I;Q Eﬁn T;p

e

Leu

TGG
ACC

54

TCC CTC RCC
BGG GAG TGG
Ser Leu Thr

108

ATC CGG AAR
TAG GCC TTT
Ile Arg Lys

162

GGA TTC ATA AGT TAT AGT GGT ARGC ECT
CCT ARG TAT TCA ATA TCA CCA TCG TGA

Gly Pha 1

a1C TCC ATC
CAG AGG TAG
Vel Ser 1le

GTG ACT ACT
CAC TGA TGA
Val Thr Thr

GRC TAC TGG

ATG ACA CGT TCT AGA AGC CTA CGA ARC CTG ATC ACC
Tyr Cys Ala Arg Ser Ser Aso Bla Ley 3se Tyr Trp

FIG. 6.

25

ACT
TGA
Thr

GAG
CTC
Glu

GGC
cCG
Gly

v

CGA
GCT
Arg

Gac
CTG
25D

GCA
CGT
Ala

GAC
CIG
Asp

TCA
AGT
Ser

GGG
cce
Gly

1

RCA
TGT
hr

Geo
CGG
Ala

.ACC

TGG
The

ar

==
ECG
Ser

ACR
TGT
The

ACG
60
Tht

-

26
1Ay
TIA
Esn

270
TAT
RTA
Tyr
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GAG
CTC
Glu

GAG
CTC
Giu

TCA
AGT
Ser

GGA
CCT
Gly

CCT
GGA
Pro

AGC
TCG
Ser

{0y
GAG
Leu

GTG
CiC
Val

TCT
AGA
Ser

GTC
CAG
Val

RCT
TGA
Thr

GGC
CCG
Gly

GAC
CTG
Asp

TCC
AGG
Ser

ATC
TAG
ile

ACC
TGG
Thr

CCA
GGT
Pro

GaT
CTh
hsp

AT
TTA
Asn

ACH
TGT
Thr

cTT
GAN
Leu

GAG
CTC
Glu

TAC
ATG
Tyr

ATG
TAC

MET

TAC AAT CCA TCT CTC ARGA AGT CGA
ATIG TTA GGT AGA GAG TCT TCA GCT
Iyr Bsn Pro Ser Leu RArg Sar Arg

CRG
GTIC
Gla

TAC TCC ATG CAG TTG RAT TCT
ATG AGG TAC GTIC AAC TTA AGA
Tyr Ser MET Gln Leu Asn Ser

IGT
RCA
Cys

GCA AGA TCC TCG GAT GCT ATG

/7
Region variable de la cadena pesada de 20E11

27
RBA
TIT
Lys

81
AGT
TCA

Ser Glv Tvr Tro Peq Trp

135
GGA
CCT
Gly

i89
ATC
TAG
Ile

243
GTG
CaAC
Val

297
GAC

CGT TCT AGG AGC CTA CGA TAC CTG ATG ACC
Ala Arg Ser Ser Asp Bla MET Aso Tvr Trp

FIG.7

CCT TCT CAG RCT CIG
GGA RGA GIC TGA GAC
Pro Ser Gln Thr Leu

TCC
AGG
Ser

CTC &CC
GAG TGG
Leu Thr

GOGT TAC TGG RAC TGG
CCA ATG ACC TTG RCC

ATC
TRAG
Ile

CGG AAN
GCC TTIT
Arg ‘Lys

TAC ATA AGT TAC AGT GGT AGT RCT
ATG TAT TCA ATG TCA CCA TCA TGA

1o &r Ty~ Sa

TCC
AGG
Ser

ATC
TAG
Ile

ACT CGA GAC. ACA TCC RAG
TGA GCT CTG TGT AGG TTC
Thr Arg Asp Thr Ser Lys

ACT
TGA
Thre

ACT
TGA
Thz

GEG
c:C
Glu

GAC ACR GCC ACA TAT
CTG TGT CGG TGT BRTA
Asp Thr Ala Thr Tyr

TaC TGG GGC
il

Gly

GC
cG

26

34
TGT
BCR
Cys

108
TTC
AAG
Pha

162
TAC
ATG

218

[N
.

TG
Asn

270
TAC
ATG
Tyc
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